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Before you leave these portals
to meet less fortunate mortals,

there’s just one final message I would give to you.

You all have learned reliance
on the sacred teachings of science,
so I hope through life you never will decline,
in spite of philistine defiance,

to do what all good scientists do.

Experiment,

Make it your motto day and night.

Experiment,
And it will lead you to the light.

The apple on the top of the tree
is never too high to achieve.

So take an example from Eve.
Experiment.

Be curious,

Though interfering friends may frown.

Get furious,

At each attempt to hold you down.

If this advice you’ll only employ,
the future can offer you infinite joy

and merriment.

Experiment,

and you’ll see.

Cole Porter

fiir Christiane in unendlicher Liebe und Dankbarkeit






Danksagung

Mein erster und ganz besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr.
Gerd Bendas, der mir dieses interessante Thema iiberlassen hat. Ich danke ihm fir
die engagierte Betreuung, fiir das Vertrauen, das er mir und meiner Arbeit stets
entgegengebracht hat, fir die freundschaftliche Atmosphére auf die er immer bedacht

war und fiir die stets ,,offene Tiir* fur Gespréache und Diskussionen.

Frau Prof. Dr. Miiller danke ich herzlich fiir die Ubernahme des Korreferats. Frau
Prof. Dr. Konig und Herrn Prof. Dr. Haberlein danke ich fiir die Mitwirkung in der

Prifungskommission.

Frau Prof. Dr. Alban, Christian-Albrechts-Universitdt Kiel, méchte ich fir die gute
Zusammenarbeit und die Uberlassung von Testsubstanzen fiir diese Arbeit danken.
Herrn Prof. Dr. Casu und Frau Dr. Naggi, Istituto di Ricerche Chimiche e Biochimiche
,G. Ronzoni“, Mailand, sei Dank fiir die Uberlassung verschiedener Heparinderivate
gesagt. Herrn Dr. Borsig, Universitéit Ziirich, danke ich herzlich fiir die hervorragende
Zusammenarbeit, die Durchfithrung von Adhésionsassays, die vielen Diskussionen und
Anregungen, die Uberlassung von Substanzen und von Zelllinien. Fiir die Moglichkeit,
das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop ihres Instituts nutzen zu diirfen, danke
ich Herrn PD Dr. Rothe, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg und seinen
Mitarbeitern, allen voran Frau Dr. Délling und Mario Bandulik. Fiir die Uberlassung
der MV3-Melanomzelllinie danke ich Herrn Dr. Zeisig, Max-Delbriick-Zentrum fiir
Molekulare Medizin, Berlin. Ich danke Herrn Dr. Gronewold, Biosensor GmbH, Bonn,
fiir die stets freundliche, geduldige und kompetente Beratung bei allen Fragen rund
um den SAW-Biosensor. Ebenso danke ich Frau Kiwitz, Biosensor GmbH, Bonn, fir

ihre Hilfe bei Fragen rund um die Auswertungssoftware.

Viele Menschen haben dazu beigetragen, dass die letzten Jahre eine wirkliche
Bereicherung fiir mich darstellen. Deshalb danke ich allen Kollegen der Arbeitsgruppe
Bendas fiir die wunderbare Zusammenarbeit und das harmonische Miteinander.
Martin Schlesinger und Patrick Schmitz danke ich fiir ihr Engagement und die
hervorragende Zusammenarbeit im Rahmen ihrer Diplomarbeiten, die ich betreuen

durfte und deren Ergebnisse in diese Arbeit einflossen. Juliane Fritzsche mochte



ich fiir die freundschaftliche Zusammenarbeit, fiir ihre Geduld beim Korrekturlesen
dieser Arbeit und fiir ihr immenses Wissen danken, das sie stets mit mir geteilt
hat. Astrid Hartung und Katrin Reder-Christ waren neben den bisher genannten
wunderbare Biiro- und Laborkollegen in den letzten Jahren und ich hoffe, dass unsere
Freundschaft noch lange Bestand haben moge. Michaela Krieger, Saad Al-Kaddah,
Sara Gosk, Claudia Ulbrich, Annette Konold und Manuela Brunschweiger danke ich

fiir das vertrauensvolle Miteinander in der Arbeitsgruppe.

Den Technischen Assistenten Iris Jusen, Dieter Baumert und Hildegard Falkenstein-
Paul danke ich fiir die stete Unterstiitzung bei allen Fragen des téglichen (La-
bor)bedarfs. Herrn Wolfgang Bosse sei fiir seine Geduld bei allen elektronischen
Problemen gedankt. Allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppen um Prof. Dr. Wiese und
Prof. Dr. Kassack mochte ich fiir das nette Arbeitsklima danken. Besonders seien
Bjorn Conrads fiir viele Gesprache, Federico Marighetti fiir die Nachhilfe in Italienisch
und Anna Jacobs fiir ihre aufopfernde Hilfsbereitschaft und die Fahrgemeinschaft

gedankt.

Den Assistenten des 3. Semsters danke ich fiir die gute Zusammenarbeit in diesem
anspruchsvollen Praktikum. Allen Assistenten der Pharmazeutischen Chemie danke

ich fiir ihr Vertrauen, das sie in mich als Assistentensprecher gesetzt haben.

Ich danke dem Graduiertenkolleg 677 ,,Struktur und molekulare Interaktion als Ba-
sis der Arzneimittelwirkung® fir die finanzielle Unterstiitzung und seinen Mitgliedern

fiir den regen Gedankenaustausch.

Allen Freunden und Verwandten danke ich fiir das in mich gesetzte Vertrauen,
den neutralen Blick von Auflen und dafiir, dass sie mir immer Mut gemacht haben.
Yvonne Heinzen sei an dieser Stelle mein Dank fiir die Hilfe bei der Erstellung der

schematischen Abbildungen dieser Dissertationsschrift vorgebracht.

Meinen Eltern und Briidern gilt mein besonderer Dank. Durch ihre Unterstiitzung
wurden mein Pharmaziestudium, mein Aufenthalt in Italien und die anschlielende

Promotion erst moglich.

Meinem Sohn Leonhard danke ich fiir seine Geduld, seine Gutmiitigkeit und sein
frohliches Wesen.

Mein grofiter Dank aber gilt meiner Frau Christiane, die stets zu mir gestanden, mir
nach Kraften den Riicken frei gehalten und meine Entscheidungen immer mitgetragen
hat. Besonders fiir die letzten Monate mit all ihren Entbehrungen und fiir ihre

bedingungslose Liebe reicht kein Dankeswort aus.



Inhaltsverzeichnis

2.3

24
2.5

1 Einleitung 1
2 Theoretischer Teil 3
2.1 Selektine . . . . .. 3
2.1.1  Aufbau und Physiologie der Selektine . . . . . . ... ... .. 3

2.1.2  Selektinliganden . . . . . .. ... ... 7

2.1.3 Kinetik der Selektinbindung . . . . . .. ... ... ... ... 13

2.1.4  Selektininhibitoren . . . . . ... ... ... 18

2.2 Die hamatogene Metastasierung . . . . . . . . . . .. ... ... ... 21

2.2.1 Selektine und Selektinliganden bei der himatogenen Metasta-
SIETUNZ . . . . o o e 24

2.2.2  Auswirkungen der Heparingabe auf den Verlauf von Krebser-

krankungen . . . . . ... oL Lo 28
2.2.3  Selektinblockade durch Heparin als antimetastatischer Mecha-
NISIUS . . . . o v v e e e e e e 32

2.2.4  Aufbau, Vorkommen und strukturelle Anforderungen des He-

parins an die Selektinblockade . . . . . . .. ... ... .. .. 34
Integrine . . . . . . ... 37
2.3.1 Aufbau und Physiologie der Integrine . . . . . . .. .. .. .. 37
2.3.2 Imtegrinliganden . . . . . . . ... 41
2.3.3 Integrin VLA-4 und VCAM-1 . . . ... ... ... ... ... 44
2.3.4 Bedeutung von VCAM-1 und VLA-4 im Rahmen von Krebser-

krankungen . . .. .. ..o Lo 46
2.3.5 Heparin als Integrin-Ligand . . . . . . ... ... ... .... 47
Biosensoren . . . . . . ... 49
Akustische Biosensoren . . . . . . .. ... 51
2.5.1 Grundlagen der akustischen Biophysik . . . . .. .. ... .. 52
2.5.2  Messungen in Fliissigkeit mit akustischen Biosensoren . . . . . 55

2.5.3 Funktionsweise und Anwendung von QCM und SAW im Vergleich 56



Inhaltsverzeichnis

3

IT

2.5.4 Bestimmung kinetischer Bindungskonstanten mit QCM und
SAW .
2.5.5  Detektion von Zell-Bindungen mit QCM und SAW . . . . ..

2.6 Biosensoren zur Charakterisierung von Selektin- und Integrin-Wech-

selwirkungen . . . . . . ... Lo

Material und Methoden
3.1 Verwendete Materialien . . . . . . . .. . ... ... ...
311 Gerdte . . . ...
3.1.2 Chemikalien . . . . . . ... ...
3.1.3 AntikOérper . . . . . . ..
3.1.4 Testsubstanzen . . . .. .. ... ... .. L.
3.1.5 sonstige Materialien. . . . . .. ... ... 000
3.1.6 Puffer und Losungen . . . . . .. ... ... ... ... ...
3.1.7 Computerprogramme . . . . . . . . . . . .. ...
3.1.8 Statistik . . ... o
3.2 Zellkultur . . . . ...
3.2.1 Revitalisierung und Inkulturnahme der Zellen . . . . . . . ..
3.2.2  Kryokonservierung . . . .. .. ..o
3.2.3 Zellzahlbestimmung . . . . . .. . ... ...
3.2.4 Kultivierung der Melanomzelllinie MV3 . . . . . . . .. .. ..
3.2.5 Kultivierung der Zelllinie P-Sel-CHO . . . . .. ... ... ..
3.3 Gewinnung von murinen P-Selektin-Fe-Chiméren aus Ovarialzellen
des chinesischen Hamsters . . . . . . .. ... ... ... ... ....
3.3.1 Zellkultur im Produktionszyklus . . . . . .. .. ... ... ..
3.3.2  Gewinnung der mP-Sel-Fc-Chiméren aus dem Néhrmedium . .
3.3.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung der mP-Sel-Fc-
Chiméren . . . . . . . . . . . . ... .
3.4 Membranpraparation von MV3-Zellen . . . . . . . ... .. ... ...
3.4.1 Zellkultur zur Vorbereitung der Membranpéparation . . . . .
3.4.2 Einfache Membranpraparation . . . . . . . .. ... ... ...
3.4.3 Membranpraparation nach Lever . . . . . ... ... ... ..
3.4.4 Gewinnung von Membranproteinen mithilfe von Oktylglucosid

3.4.5 Bestimmung des Proteingehalts nach Membranpraparation . .

91
92
92

3.4.6 Detektion von VLA-4 durch Gelelektrophorese und Western-Blot 93

3.5 Quarzmikrowaagensystem LiquiLab21® . . . . . ... ... ... ...
3.5.1 Charakterisierung der Quarzsensoren und deren Reinigung . .

3.5.2 Immobilisation von Proteinen auf den Quarzsensoren . . . . .

94
95
97



Inhaltsverzeichnis

3.5.3 Immobilisation von Sulfatid-haltigen oder sLex-haltigen Mo-
dellmembranen . . . . . . ... ... L
3.5.4 Durchfithrung der QCM-Experimente . . . . . . . .. ... ..
3.6 Akustischer Oberflichenwellensensor (SAW) S-sens® K5 . . . . . ..
3.6.1 Charakterisierung und Reinigung der S-sens® K5-Quarz-
SENSOTEIL . . v o v v e e e e e e
3.6.2 Immobilisation von 11-Mercaptoundecansidure auf den
S-sens® K5-Quarzsensoren . . . . . . ... ...
3.6.3 In situ-Immobilisation von Proteinen durch EDC/NHS . . .
3.6.4 Immobilisation von Membranvesikeln auf 1-Thio-p-D-Glucose

3.6.5 Durchfiithrung von Bindungsexperimenten am SAW-Biosensor

. 103

104
104

3.6.6  Durchfiithrung von Inhibitionsexperimenten am SAW-Biosensor 105

3.7 Herstellung Selektinligand-haltiger Liposomen . . . . . . . .. .. ..
3.8 Immobilisation von Selektinligand-haltigen Membranen auf Glas und

Charakterisierung mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Biosensor-Charakterisierung der Heparin-Selektin-
Wechselwirkung . . . . . . . ... o
4.1.1 Optimierung der Immobilisierung von hP-Selektin-Fc-
Chimaren . . . . . . . . . .. . ...
4.1.2  Uberpriifung der Immobilisation und Funktionalitit der hP-
Selektin-Fe-Chimaren . . . . . . . .. ... ... ... ...
4.1.3 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von UFH
an hP-Selektin-Fc-Chimaren . . . . . . . .. ... .. ... ..
4.1.4 Ubertragung des Messsystems auf hL-Selektin-Fc-Chiméren
4.1.5 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von LMWH
an hP- und hL-Selektin-Fc-Chiméren . . . . . . .. ... ...
4.2 Herleitung von Struktur-Wirkungsbeziechungen durch Bindungsstudien
mit sulfatierten Polysacchariden an hP-Selektin-Fc-Chiméren . . . . .
4.2.1 Korrelation von kinetischen Bindungskonstanten mit Daten
aus einem Zellrollassay . . . . . .. .. .. ... ... .....
4.2.2  Untersuchung von Heparinderivaten mit und ohne Selektin-
Bindungsfahigkeit an mP-Sel-Fc-Chimaren . . . . . . .. . ..
4.3 Biosensoruntersuchung Selektinligand-basierter Tumorzellmodelle

4.3.1 Untersuchung der Lateralverteilung von Selektinliganden mit-
tels LSM . . . . . .

. 106

111

IT1



Inhaltsverzeichnis

4.3.2

4.3.3
4.3.4

Bindung von mP-Selektin-Fc-Chiméaren an Ligand-haltigen
Modellmembranen . . . . . . .. .. ..o
Liposomen als Tumorzellmodelle . . . . . . . .. ... ... ..
Inhibition der Liposomenbindung durch

Heparin . . . . . . . . . . . . .

4.4  Untersuchung der VLA-4-Beteiligung an der Tumorzellmetastasierung
mittels SAW-Biosensors . . . . . . ... ... L

4.4.1

4.4.2

4.4.3

4.44

Optimierung der Messparameter fiir Zellbindungsuntersuch-
ungen am SAW-Biosensor . . . . . ... ... ... ... ...
Einfluss der Integrinaktivierung auf die Zellbindung an immo-
bilisiertem VCAM-1 und Natalizumab . . . ... ... .. ..
Untersuchung der Wechselwirkung von Heparin mit VCAM-1
und Natalizumab . . . . . ... ... ... 00000
Inhibition der Bindung von MV3-Melanomzellen durch

Heparin . . . . . . . . . . . . .. .

4.5 Isolierte Untersuchung der Bindung von Heparin an VLA-4 . . . . . .

4.5.1

4.5.2

4.5.3

Gewinnung und Charakterisierung von VLA-4-haltigen Mem-
branvesikeln . . . . .. ..o oo
Immobilisation von VLA-4-haltigen Membranvesikeln auf SAW-
Sensorchips . . . . . . . ...
Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von LMWH

an membrangebundenem VLA-4 . . . . . . . .. ... .. ...

5 Zusammenfassung

Tabellenverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Literaturverzeichnis

Publikationsliste

Verfassererklarung

Lebenslauf

IV

173

175

176

181

201

203

205



Abkiuirzungsverzeichnis

A Angstrém (10710 m)

AFM .o engl. Atomic Force Microscopy, dt. Rasterkraftmi-
kroskopie

anti-P-Sel-mAb ................ humanes P-Selektin-bindender monoklonaler An-
tikorper

APS oo Ammoniumpersulfat

Aquadem. ..................... demineralisiertes Wasser

AS oo Aminoséure

BSA ... Rinderserum-Albumin

CD . engl. Cluster of Differentiation, dt. nach Oberfla-
chenmerkmalen geordnete Rezeptorklasse

CLA ... engl. Lymphocyte-associated Antigen, dt. Haut-
T-Lymphozyten assoziiertes Antigen

DMSO ... Dimethylsulfoxid

DS . engl. Degree of Sulfation, dt. Sulfatierungsgrad

DSPC ... .o 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DTT ... Dithiothreitol

EDC .. ..o N-(3-Dimethylaminopropyl)- N -ethylcarbodiimid-
Hydrochlorid

EGF ... engl. Epidermal Growth Factor, dt. epidermaler
Wachstumsfaktor

ePSGL-1 ....................... endothelialer P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1

ESI-MS ... Elektrospray-lonisation-Massenspektroskopie

ESL-1 ... o E-Selektin-Ligand-1

EZM ..o Extrazellulare Matrix

FimH .................... ... Mannose bindendes Adhesin

FITC ... Fluoresceinisothiocyanat

FT oo Fucosyltransferase

G418 .o Geneticin



Abkiirzungsverzeichnis

HCELL ...... ... ... E- und L-Selektin-Ligand hamatopoetischer Pro-
genitorzellen

HECs .. ..o engl. High Endothelial Cells

HEV . Postkapillare Venolen mit dickem Endothel

HiT ... Heparin-induzierte Thrombozytopenie

hL-Sel-Fe-Chim. ............... humane L-Selektin-Fc-Chiméaren

HPLC ... . engl. High-Performance Liquid Chromatography;,

dt. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
HUVEC ....................... engl. Human Umbilical Vein Endothelial Cell, dt.

Humane-Nabelschnurvenen-Endothelzellen

LE. Internationale Einheit

ICAM ... engl. Inter Cellular Adhesion Molecule, dt. Inter-
zellulares Adhésionsmolekiil

IFN-0¢ ..o Interferon-o«

Ig-SF Immunglobulin-Superfamilie

IL-1 o Interleukin-1

INCAM-110 ..ot engl. Inducible Cell Adhesion Molecule-110, dt.
Induzierbares Zelladhasionsmolekiil-110

IUPAC ... ..., engl. International Union of Pure and Applied

Chemistry, dt. Internationale Union fiir reine und

angewandte Chemie

Kags v oo Assoziationskonstante

KDiss « v e e oo Dissoziationskonstante

Kp oo Gleichgewichtsdissoziationskonstante

Lo L-Selektin-defiziente Mause

LFA-1 .o Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen-1

LMWH ........................ engl. Low Molecular Weight Heparin, dt. nieder-
molekulares Heparin

LSM ... konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

Mac-1 ... Macrophagen-Antigen-1

MAdACAM-1 ..., engl. Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1,
dt. Mucosa-Adressin-Zelladhésionsmolekiil-1

MIDAS ... engl. Metal Ion Dependent Adhesion Site, dt. Metallionen-
abhéngiges Bindungsmotiv

mP-Sel-Fe-Chim. ............... murine P-Selektin-Fc-Chimaren

MUA ... engl. 11-mercapto undecanoic acid, dt. 11-Mercapto-
undecansaure

VI



Abkiirzungsverzeichnis

engl. Molecular Weight, dt. Molare Masse

engl. Molecular Weight Cut-Off, dt. Molekiilgrofien-
abhangige Trenngrenze

N-Hydroxysuccinimid

natirliche Killerzellen

Méuse mit einer Defizienz fiir endotheliales P-
Selektin, die aber thrombozytares P-Selektin ex-
primieren

P-Selektin-defiziente Mause

Probenauftragpuffer

Protein-A-Sepharose

Phosphatgepufferte Salzlosung

Polyethylen

Phycarinsulfat

Polymethylmethacrylat

Piconewton

engl. Peripheral Lymph Node Addressin, dt. Peripheres-

Lymphknoten-Adressin
Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholin
P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
Polyvinyldifluorid

engl. Quartz Crystal Microbalance, dt. Quarzmi-
krowaage

Tripeptid bestehend aus Arginin-Glycin-Aspartat
reflektometrische Interferenzspektroskopie
rekombinanter P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
Raumtemperatur

subkutan

engl. Surface Acoustic Wave, dt. akustische Ober-
flaichenwelle

Short Consensus Repeat

engl. sodiumdodecasulfate, dt. Natriumsdodecyl-
sulfat

NeubAca2—3Galp1—-3[Fucal —4]GlcNAc-O-R
NeubSAcax2—3Galp1—4[Fucal —3]GlcNAc-O-R
engl. Surface Plasmon Resonance, dt. Oberflachen-

plasmonresonanz

VII



Abkiirzungsverzeichnis

ssDNA ... engl. single stranded Desoxyribonucleic Acid, dt.
Einzelstrang-Desoxyribonucleinsaure

TBS .o engl. Tris-buffered Saline, dt. Tris-gepufferte Salz-
l6sung

TBS-10fach .................... Tris-gepufferte Salzlosung-Konzentrat 10fach

TBS-T ..o, Tris-gepufferte-Salzlosung mit Tween-Zusatz (0,2 %)

TCA . engl. Trichloroacetic Acid, dt. Trichloressigsiure

TFPI ... o engl. Tissue Factor Pathway Inhibitor, dt. Inhibi-
tor des Wachstumsfaktor-Freisetzungsweges

TNF-o¢ ..o Tumornekrosefaktor-oc

Tris oo Tris-Hydroxymethylaminomethan

U Umdrehungen

UFH ... ... unfraktioniertes Heparin

VCAM-1 ... engl. Vascular Cell Adhesion Molecule-1, dt. Vas-
culares Zelladhasionsmolekiil-1

VLA-4 ..o Very Late Activation Antigen-4

VS et versus

VTE (. venose Thromboembolie

VIII



1 Einleitung

Kaum eine andere medizinische Diagnose bringt Menschen an einen derartigen
Wendepunkt im Leben wie die Erkennung einer Krebserkrankung. Zusammen mit
all den Verédnderungen, die das Wissen um einen Tumor im eigenen Korper mit sich
bringt, ist die Frage nach dem Vorhandensein von Metastasen und dem Fortschreiten
der Metastasierung entscheidend fiir die Hoffnung auf eine Genesungsmoglichkeit.
Denn die meisten Patienten versterben nicht an dem Primértumor, sondern an
Tochtergeschwiilsten, die sich in benachbarte oder entfernte Organe ausbreiten

konnen.

Die Mechanismen, die das Eindringen von Tumorzellen in die Blutbahn, Uberleben,
Transport, Ansiedlung in anderen Organen und das weitere Wachstum kontrollieren,
sind sehr komplex und bieten bisher noch keine klinisch relevanten pharmakologi-
schen Ansatzpunkte zur Intervention an. Das Verstdndnis der Wechselwirkungen
von Tumorzellen mit anderen physiologischen Strukturen kann dazu beitragen, In-
terventionspunkte und Zielstrukturen fir die Pravention und die Behandlung der

Metastasierung zu identifizieren.

Tumorzellen nutzen dabei oftmals physiologische Prozesse, um ihre eigene Ver-
breitung voranzutreiben. Selektine, Kohlenhydrat-bindende Zelladhasionsmolekiile
vermitteln im Rahmen von Entziindungsprozessen die Leukozytenrekrutierung und
tragen damit zur Immunantwort bei. Viele Tumorzellen sind in der Lage, mit Selek-
tinen in Wechselwirkung zu treten. Zum Schutz vor dem Immunsystem konnen sie
sich mit Thrombozyten und Leukozyten umgeben und gleichzeitig Mechanismen zur
Extravasation nutzen. Neben Selektinen sind vor allem Wechselwirkungen von Inte-
grinen mit Molekiilen der Immunglobulin-Superfamilie an der adhésiven Interaktion
von Tumorzellen, insbesondere zur Bindung an das Gefaflendothel, beteiligt.

Die Hemmung solcher Bindungsprozesse stellt einen vielversprechenden Ansatz zur
Hemmung der himatogenen Metastasierung im Gesamten dar. Die Gabe von Heparin
zur Prophylaxe thromboembolischer Ereignisse, wie sie im Rahmen von Krebser-
krankungen héufig auftreten, zeigte in klinischen Studien eine antimetastatische
Wirkung. Diese wird unter anderem der Wechselwirkung von Heparin mit Selektinen

zugerechnet. Da die Wirkung nicht vollstandig mit der antikoagulatorischen Aktivitét



1 Einleitung

des Heparins zu erkléren ist, stellen die Adhésionsrezeptor-vermittelten Mechanismen
ein aktuelles Forschungsthema dar. Die Heparinwirkung an Selektinen wird derzeit in-
tensiv in Tiermodellen und in Zell-basierten in vitro-Studien untersucht. Die meisten
dieser Methoden erlauben die Detektion des Effektes der Heparinwirkung, wahrend
die molekularen Grundlagen dieser Interaktion noch nicht vollstdndig verstanden
sind.

Von Selektinen und Integrinen ist bekannt, dass sie komplexe Mechanismen zur
Steuerung von Affinitdt und Aviditéit bei der Ligandbindungsfahigkeit ausnutzen.
Im Verstandnis dieser Steuerungsprozesse liegt ein Schliissel fiir die erfolgreiche
Suche nach potentiellen Inhibitoren. Akustische Biosensoren bieten die Moglichkeit,
molekulare Interaktionen in Echtzeit zu verfolgen.

Ziel dieser Arbeit soll die Biosensoruntersuchung der Heparinwirkung an Selektinen
und dem Integrin VLA-4 als neuer Zielstruktur antimetastatischer Therapieansétze
sein. Die Quarzmikrowaage und der akustische Oberflichenwellensensor sollen dabei
als Werkzeuge etabliert werden, um Modelle aufzustellen, die die Adhésionsrezeptor-
Heparin-Wechselwirkung auf molekularer Ebene erfassen. Gleichzeitig soll durch die
Anwendung liposomaler und zelluliarer Tumorzellmodelle ein umfassenderes Bild der

Bedeutung von Heparin als Inhibitor der Tumorzellmetastasierung gewonnen werden.
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2.1 Selektine

2.1.1 Aufbau und Physiologie der Selektine

Selektine sind Adhésionsrezeptoren, die Kohlenhydratstrukturen als Liganden bin-
den. Der Name, bestehend aus Sel fiir ,;selektiv und Lektin, der Bezeichnung fir

kohlenhydratbindendes Protein bringt diese Eigenschaft zum Ausdruck.

Die Familie der Selektine besteht aus drei Mitgliedern, die untereinander einen sehr
hohen Verwandtschaftsgrad aufweisen: L-Selektin (gp90MEL-14 LECAM-1, CD62L),
E-Selektin (ELAM-1, CD62E), und P-Selektin (PADGEM, GMP-140, CD62P). Die
drei Selektine sind im Zuge der Sdugetierentwicklung hoch konserviert. So unter-
scheiden sich die bindenden Lektindoménen von murinem, humanem oder bovinem
Selektin kaum [1]. Die Buchstaben L, E und P stehen fiir die zelluliare Lokalisation
der verschiedenen Selektine. So findet man L-Selektin auf Leukozyten, E-Selektin auf
Endothelzellen und P-Selektin auf Blutplattchen (engl. platelets), dariiber hinaus
aber auch auf Endothelzellen. Alle drei Selektine sind Glykoproteine und besitzen
finf grundsétzliche Strukturmerkmale: einen kurzen zytoplasmatischen Teil (17-35
AS je nach Selektin-Subtyp), eine einzelne membrandurchspannende Doméne, eine
bestimmte Anzahl von sich wiederholenden Proteinbausteinen, die als ,,short consen-
sus repeats“ (SCR) bezeichnet werden, eine Doméne, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit
mit dem epidermalen Wachstumfaktor als EGF!'-Doméne (30 AS) bezeichnet wird
und am N-terminalen Ende des Proteins eine Lektin-Bindungsdoméne (120 AS).
Aufgrund der Ahnlichkeit zu anderen Lektindoménen, die wie die der Selektine ihre
Liganden Ca?T-abhingig binden, gehért sie in die Familie der C-Typ-Lektine. E-, L-
und P-Selektin weisen im Bereich der Lektindoméne eine Sequenzhomologie von 60%
auf. Der augenscheinlichste Unterschied besteht in der Anzahl der SCR. Wéhrend L-
Selektin nur zwei SCR besitzt, verleihen sechs SCR beim E-Selektin und neun SCR

beim P-Selektin diesen beiden Vertretern eine gewisse raumliche Reichweite, die fiir

lengl. Epidermal Growth Factor
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die Prasentation der Lektindoméne bei Bindungsprozessen von Vorteil ist [2]. Jedes

einzelne SCR besteht aus 60 AS [1, 3].

Lektin-
domine

Wzi ------- === COOH

P-Selektin

EGF SCR T™ Zyto

NH, @=s—COOH

E-Selektin

NH, @== COOH

L-Selektin

Abb. 2.1: Aufbau der Selektine. Die drei Vertreter der Selektinfamilie P-, E- und L-
Selektin in schematischer Darstellung nach Hanley [4]. Am N-terminalen Ende befindet sich
die Lektindoméne an die sich die EGF-Doméne (EGF) und die Short-Consensus-Repeats
(SCR) anschliefen. Auf die transmembranéire Doméne (TM) folgt das C-terminale Ende
der zytoplasmatischen Doméne (Zyto).

Die Konformationsaufklarung von E-Selektin durch Ko-Kristallisation mit seinem
Liganden und anschliefender Rontgenstrukturanalyse durch Graves und Mitarbeiter
1994 legte eine wichtige Rolle der EGF-Doméne bei der Bindung der Zuckerliganden
gemeinsam mit der Lektindoméne nahe [5]. Kolbinger und Mitarbeiter konnten
durch Mutagenesestudien dagegen zeigen, dass die Anwesenheit der Lektindoméne
allein fir die Spezifitdt der Bindung ausreicht [6]. Phan et al. postulierten, dass
die EGF-Doméne durch Aufrechterhaltung einer ganz bestimmten Konformation zu
einer Affinitatserh6hung des Rezeptors fithrt [7].

Der kurzen zytoplasmatischen Doméne wird vor allem eine Rolle bei der Signal-
transduktion zugeschrieben. Durch ihre Verbindung zum Zytoskelett kann sie zum
Beispiel die spéter beschriebene Freisetzung von P-Selektin aus Speichergranula
regulieren [8]. Bei L-Selektin fithrt die Entfernung der zytoplasmatischen Doméne
zum Verlust der Rolleigenschaften von Leukozyten, obwohl die prinzipielle Bin-
dungsfihigkeit und auch die Affinitdt der Lektin-Bindungsstelle erhalten bleiben
[9].

Die physiologische Bedeutung der Selektine liegt in der Rekrutierung von Leukozy-
ten im Zuge von Entziindungsprozessen. Dabei iibernehmen Selektine durch Bindung
ihrer Liganden die Funktion der initialen Kontaktaufnahme zwischen Endothelzellen
und Leukozyten. Die Leukozyten vollfiihren dabei zuerst sprungartige Bewegungen,
die spater in eine charakteristische Rollbewegung entlang des Endothels iibergeht.
Diese beiden Vorgénge werden als ,tethering” und ,rolling* bezeichnet. Dadurch
werden die Leukozyten derart abgebremst, dass es zusétzlich zu einer Abflachung der

Leukozyten kommt, die mit einer vermehrten Préisentation weiterer Selektine/bzw.
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Selektinliganden und der Integrine kommt. Im Anschluss an diesen Prozess konnen
Rezeptoren der Integrinfamilie durch Bindung ihrer Liganden die Leukozyten zum
Arrest auf dem Endothel zwingen, der Voraussetzung fiir die anschliefende Transmi-
gration in das entziindete Gewebe. Die bisher beschriebenen Prozesse werden noch
dadurch verstéirkt, dass die Anndherung der Leukozyten an das Endothel diesen die
Moglichkeit geben, in Wechselwirkung miteinander zu treten und durch Chemokine In-
tegrine zu aktivieren. Der Gesamtprozess aus Kontaktaufnahme, Rollbewegung, fester
Adhésion und Transmigration wird als Adhéasionskaskade der Leukozyten bezeichnet
[10]. Abbildung 2.2 verdeutlicht das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen
Selektine und ihrer Liganden sowie die Beteiligung der verschiedenen Integrine bei

der Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen von Entziindungsreaktionen.
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Abb. 2.2: Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen in der Adhisionskaskade der
Leukozyten. Selektine vermitteln ,, Tethering* und Rollen der Leukozyten iiber Wechselwir-
kungen mit ihren Liganden. Integrin-Wechselwirkungen mit Mitgliedern der Immunglobulin-
Superfamilie fiilhren zur festen Adhésion der Leukozyten. Abkiirzungen siehe Abkiirzungs-
verzeichnis. Darstellung modifiziert nach Bendas [11].

Auch wenn die drei Selektine sich in ihrer Struktur sehr &hneln, so gibt es beziiglich

ihres Vorkommens, ihrer Aktivierung und ihrer Wirkung Unterschiede. E-Selektin
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wird wie schon erwahnt auf Endothelzellen exprimiert. Im Vergleich zu den anderen
beiden Selektinvertretern kommt es erst spat im Rahmen von Entziindungsreaktionen
zur Wirkung, da erst nach drei bis vier Stunden maximale Konzentrationen von E-
Selektin erreicht werden. Diese zeitliche Verzogerung kann mit der de novo-Synthese
von E-Selektin nach Stimulation durch Zytokine wie IL-1 und TNF-o oder nach
Stimulation mit Lipopolysacchariden erklart werden [12]. Die Genexpression wird
durch den Transkriptionsfaktor NF-kB gesteuert, fiir den es drei Bindungsstellen
auf dem E-Selektin-codierenden Gen gibt [13]. Erst nach 24 Stunden werden wieder
die Ausgangskonzentrationen von E-Selektin auf der Zelloberfliche erreicht. Die
Entfernung erfolgt dabei iiber Endozytose und anschlieBenden Abbau in Lysosomen.
Im Vergleich zu den beiden anderen Selektinen weist E-Selektin damit die langste

Dauer der Wirkungsvermittlung im Entziindungsprozess auf.

L-Selektin wird konstitutiv auf Leukozyten exprimiert. Es stellt das humane Ho-
mologe des murinen peripheren Lymphknoten ,homing“-Rezeptors dar, der fiir die
zielgerichtete (engl. ,homing“) Rekrutierung von Lymphozyten in das Lymphsystem
verantwortlich ist [14]. Dariiber hinaus ist L-Selektin essentiell fiir das Leukozyten-
rollen entlang des Endothels im Rahmen von Entziindungsprozessen. Dabei spielt
neben der besonderen Bindungskinetik des L-Selektins an seine Liganden (siehe
Kapitel 2.1.3) auch die schnelle Entfernung des L-Selektins selbst von der Oberfléche
der Leukozyten eine entscheidende Rolle. Das rasche ,,Abwerfen“ des Rezeptors
durch Proteolyse wird als ,;shedding” bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Hemmung dieser Proteolyse das Rollverhalten der Leukozyten unterdriickt und statt
dessen zu einer festen Adhésion der Leukozyten fithrt [15]. Zytokine wie TNF-o oder
IL-8 konnen die Geschwindigkeit des ,,sheddings® erhéhen [16]. Dabei entstehendes
16sliches L-Selektin (sL-Selektin) wirkt selbst im Sinne einer negativen Riickkopplung
auf die Leukozytenadhésion [17].

P-Selektin wird wie L-Selektin konstitutiv synthetisiert. Im Gegensatz zu L-Se-
lektin wird P-Selektin aber in o-Granula der Thrombozyten und in Weibel-Palade-
Korperchen von Endothelzellen gespeichert. Die Prasentation erfolgt nach Stimu-
lierung durch Thrombin, Histamin oder Phorbolmyristat. Dadurch wandern die P-
Selektin-haltigen Zellkompartimente zur Zellmembran und verschmelzen mit dieser,
so dass P-Selektin auf der Zelloberfliche erscheint. Dieser Vorgang vollzieht sich
innerhalb von zehn Minuten [18]. Gleichzeitig regen Zytokine und Lipopolysaccharide
die de novo-Synthese von P-Selektin auf Transkriptionsebene an [19]. Die Entfernung
des P-Selektins von der Zelloberflache erfolgt innerhalb von 30 bis 60 Minuten durch
Endozytose. Es kann dann entweder erneut in den eben genannten Speicherorten vor-

ratig gehalten oder in Lysosomen génzlich abgebaut werden [20]. Das Zusammenspiel
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von E- und P-Selektin auf der Endotheloberflache stellt somit einen hochregulierten
Prozess dar, um die Rekrutierung von Leukozyten einerseits sehr schnell sicherzustel-
len (durch P-Selektin) und auf der anderen Seite eine langanhaltende Wirkung zu
erzielen (durch E-Selektin).

2.1.2 Selektinliganden

Im Kapitel 2.1.1 wurde bereits auf die Namensgebung der Selektine und die Erken-

nung von Kohlenhydratstrukturen als Liganden eingegangen. Nachdem eine gewisse

X nachgewiesen werden

X

Affinitat aller Selektine zur Blutgruppendeterminante Lewis
konnte, zeigten Foxall et al. 1992, dass alle drei Selektine das sialysierte Lewis
(sLe®, NeubAca2—3GalB1—4[Fucal—3]GlcNAc-O-R)? binden [21], wenn auch mit
sehr geringer Affinitit (Kp = 0,5 — 1,0 mM) [22, 23]. Neben sLe* bindet auch
sein Positionsisomer sLe* (NeubAca2—3Galf31— 3[Fucal—4|GlcNAc-O-R) alle drei
Selektine mit gleicher Affinitat [24, 25].

HO AcHN

Abb. 2.3: Sialyl LewisX. Dieses Tetrasaccharid bestehend aus Fucose, Galaktose, N-
Acetylglucosamin und Sialinsédure ist das kleinste Bindungsepitop, das von allen drei
Selektinen erkannt wird. Hier ist sLe® in der Bindungstasche von E-Selektin dargestellt.
An der Bindung der Lektindoméne der Selektine sind die negative Ladung der Sialinséure,
sowie die 2-,3- und 4-standige Hydroxygruppe der Fucose und die 6-standige Hydroxygruppe
der Galaktose beteiligt. Die Bindung wird iiber Ca?* koordiniert.

2engl. sialyl Lewis®
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Die meisten Selektinbindungsepitope liegen nicht isoliert vor, sondern in Form von
muzindhnlichen Glykoproteinen. Muzine (lat. mucus, Schleim) sind langgestreckte,
stark verzweigte Glykoproteine mit einer zentralen Proteinkette, von der aus eine
Vielzahl von Zuckerresten abzweigen. Die Zuckerreste verleihen den Muzinen einen
stark hydrophilen Charakter und schiitzen das Proteingrundgertist vor enzymati-
schem Abbau. Im so genannten Riickgrat des Proteins finden sich vor allem die
Aminoséuren Serin, Threonin und Prolin. Die Zuckerreste, bei denen vor allem fucosy-
lierte Laktosaminoglykane von Bedeutung sind, sind tiber O-glykosidische Bindungen
an das Proteingeriist kovalent gebunden. Die Bindung von N-Acetylgalaktosamin
als erster Zuckerrest der Seitenkette an Serin oder Threonin unterscheidet Muzine
von den meisten anderen Glykoproteinen, bei denen N-Acetylgalaktosamin tiber
eine Amidgruppe mit Asparagin verbunden ist. Die Bezeichnung , muzinénliche*
Glykoproteine bei den Selektinliganden ist in der Tatsache begriindet, dass diesen
die so genannten ,, Tandem-Wiederholungen“ (engl. ,tandem repeats“) fehlen, einer
bestimmten Abfolge von sich wiederholenden Aminoséduren wie sie fiir ,,echte* Muzine
typisch ist [26, 27].

Durch die Présentation vieler potentieller Bindungsepitope bei muzindhnlichen
Selektinliganden kann eine Affinitdtserh6hung vom millimolaren Bereich fiir isoliertes
sLeX zum hohen nanomolaren Bereich fiir natiirlich vorkommende Muzinliganden
festgehalten werden [28, 29]. Welche Bedeutung diese kinetischen Parameter auf die
Funktion der Selektine haben, wird an anderer Stelle (Kapitel 2.1.3) erklért.

In den folgenden Abschnitten soll auf die Liganden der unterschiedlichen Selektine

eingegangen werden.

E-Selektin-Liganden

ESL-1 (E-Selektin-Ligand-1) ist der bekannteste E-Selektin-Ligand. Er wurde erst-
mals durch Levinovitz et al. 1993 beschrieben und als 150 kD schweres fucosyliertes,
membranstandiges Glykoprotein charakterisiert [30]. Wahrend bei den meisten an-
deren Selektinliganden die Anbindung der Zuckerreste an das Proteinriickgrat tiber
O-glykosidische Bindungen erfolgt, sind die Zuckerreste im ESL-1 N-glykosidisch
angebunden. Da E-Selektin und seine Liganden im Rahmen dieser Arbeit nicht néher
betrachtet werden, soll an dieser Stelle nur kurz erwahnt werden, dass es zu ESL-1
zwei Homologe gibt, den ,cysteine rich FGF receptor®, das den ,basic fibroblast
growth factor* (FGF?) bindet [31] und auch identisch mit dem ,Golgi complex-
localized glycoprotein-1¢ (GLG1%) ist, das auch als MG-160 bezeichnet wird [32].

3engl. basic Fibroblast Growth Factor
4engl. Golgi complex-Localized Glycoprotein 1
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ESL-1 unterscheidet sich aber von diesen intrazelluldr vorkommenden Proteinen in
seinem posttranslationalen Fucosylierungsmuster, das entscheidend fiir die Bindung
an E-Selektin ist. Als E-Selektin-Ligand kann es demnach nur bei Expression an der
Zelloberflache und bei korrekter Glykosylierung fungieren [33]. Zu P- und L-Selektin
hat ESL-1 keine Affinitat [34].

Als weitere potentielle Liganden fiir E-Selektin sind das Haut-assoziierte Lympho-
zyten-Antigen (CLA®), als speziell glykosylierte Form des PSGL-1 [35], CD43 [36],
der E- und L-Selektin-Ligand-hdmatopoetischer Progenitorzellen (HCELLS), eine
spezielle Glykoform des CD44 [37], $2-Integrine [38] und Glykolipide [39] zu nennen.
Fiir humanes L-Selektin ist ebenfalls eine Bindung an E-Selektin beschrieben [40, 41].

Der , jiingste E-Selektin-Ligand ist ,death receptor-3“ (DR37), der auf den Kolo-
lonkarzinomzelllinien HT-29 und LoVo exprimiert wird. Er kann durch E-Selektin
aktiviert werden und fiithrt nach Kinasenaktivierung zur endothelialen Transmigration

der Tumorzellen, was diesen einen Uberlebensvorteil verschafft [42].

L-Selektin-Liganden

Die Rolle des L-Selektins wurde erstmals bei der Untersuchung des Ubergangs von
Leukozyten aus der Blutbahn in das Lymphsystem erkannt. Dieser Ubergang findet
in den so genannten ,high endothelial venules“ (HEV®) statt, die ihren Namen
der Tatsache verdanken, dass hier die Endothelzellen nicht flach sind, sondern ei-
ne kubische Form besitzen (HECs?), so dass die Zellen ein vergleichsweise dickes
Endothel ausbilden [43]. Diese spezialisierten postkapillaren Venolen findet man
in verschiedenen sekundéren lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Rachen-
mandeln, Peyerschen Plaques in Diinndarm und Wurmfortsatz sowie in kleineren
Aggregaten lymphatischen Gewebes im Magen und Dickdarm [44]. Man findet sie
nicht in der Milz.

In einer grundlegenden Arbeit aus dem Jahr 1964 konnten Gowans und Knight
mithilfe von Gewebsschnitten die Lokalisation, Extravasation und Rezirkulation von
Leukozyten aus der Blutbahn in das Lymphsystem und zuriick im Bereich der HEV
von Lymphknoten nachweisen und trugen damit mafgeblich zum Verstéindnis der
Spezifitat der Immunabwehr bei [45]. 1976 gelang es, die molekulare Basis fir die
Extravasation durch Antikérperexperimente zu klaren. Als Zielstruktur fiir den Anti-
korper MEL-14 wurde das Antigen gpMFL-14 identifiziert, das spiter als CD62L bzw.

engl. Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen
engl. Hematopoetic Cell E- and L-selectin Ligand
engl. Death Receptor-3

engl. High Endothelial Venules

engl. High Endothelial Cells
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L-Selektin bezeichnet wurde [14]. Wahrend L-Selektin auf Leukozytenseite entdeckt
wurde, konnten auf der Seite der HEV verschiedene L-Selektin-Liganden charakte-
risiert werden. Dies gelang zuerst fiir das ,,glycosylation-dependent cell adhesion
molecule-1¢ (GlyCAM-1'9), fiir CD34 und fiir Podocalyxin. Sie alle zéhlen zu den
Sialomuzinen. Das Vorhandensein von Sialinsdure in den Ligandstrukturen konnte
mittels Sialinidasebehandlung festgestellt werden [46]. Wéhrend Podocalyxin und
CD34 membranstindige Rezeptoren darstellen, ist GlyCAM-1 ein l6slicher Rezeptor,
der im Plasma, aber auch in den Milchdriisen und der Milch verschiedener Spezies
vorkommt. Dabei bindet GlyCAM-1 aus der Milch nicht an L-Selektin [47]. Ohne
Membranverankerung vermag GlyCAM-1 nicht direkt an der Leukozytenrezirkula-
tion teilzunehmen. Eine indirekte Beteiligung wird aber uber die Aktivierung von

Integrinen angenommen [48].

GlyCAM-1 ist der am besten charakterisierte L-Selektin-Ligand. Verschiedene
Sulfatierungsmuster des sLe* sind fiir diesen Liganden bekannt. Als 6-Sulfo-sLe®
bezeichnet man sLe* mit einer Sulfatierung am C6 des GlcNac. Ist dagegen die
Position C6 der Galaktose sulfatiert, wird die Struktur 6’-Sulfo-sLe* genannt. Sie
wurde erstmals in Méausen identifiziert. Man wei$, dass 6-Sulfo-sLe® eine héhere
Affinitét zu L-Selektin aufweist als sLe®. Die physiologische Bedeutung von 6’-Sulfo-
sLe® ist noch nicht geklirt, zumal in sekundéren Lymphorganen des Menschen

bislang kein 6’-Sulfo-sLe® nachgewiesen werden konnte [49, 50].

Bei der weiteren Suche nach méglichen Selektinliganden kam vor allem der Anti-
korper MECA-79 zum Einsatz, mit dem einerseits HEV in Lymphknoten markiert
werden, der andererseits aber auch eine Blockade des Lymphozyten-,,homings“ vermit-
telt [51]. Dabei bindet MECA-79 verschiedene Glykoproteine, die unter dem Begriff
,peripheral lymph node addressins* (PNAd!!) zusammengefasst werden. Neben muri-
nem GlyCAM-1, humanem oder murinem CD34 und humanem Podocalyxin sind das
2002 charakterisierte humane oder murine Endomucin als weiteres Sialomucin [52]
und das ,mucosal addressin cell adhesion molecule-1¢ (MAdCAM-1'2) zu nennen.
Es wird auf mesenterialen Lymphknoten und auf HEV der Peyerschen Plaques expri-
miert. Seine kurze Muzindoménde verleiht ihm die Fahigkeit L-Selektin zu binden
[53]. Dariiber hinaus besitzt MAACAM-1 aber auch eine Immunglobulindoméne,
die es zur Bindung an das Lymphozyten-Integrin o437 befdhigt. Diese Bindung ist
fir das ,,homing® von Lymphozyten in Darm-assoziierten lymphoiden Organen und

Geweben von grofier Bedeutung [54].

Oengl. Glycosilation-dependent Cell Adhesion Molecule-1
Hengl. Peripheral Lymph Node Addressin
2engl. Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1
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Es ist bekannt, dass die HEV humaner Rachenmandeln noch weitere L-Selektin-
Liganden ohne Muzinstruktur tragen, deren genaue Struktur aber noch aufgeklart
werden muss. Diese Liganden stellen keine Zielstruktur fir MECA-79 dar und werden
nicht zu den PNAd gezéhlt [55].

Mithilfe von GlyCAM-1- und/oder CD34-Knock-Out-Mausen konnte gezeigt wer-
den, dass das Fehlen einer dieser beiden Liganden keinen Effekt auf das Lymphozyten-
,homing“ hat, wiahrend die Unterdriickung eines Gens (engl. , gene silencing®), das
die posttranslationale Glykosylierung von gleichen Bereichen der beiden Liganden

steuert, zum Verlust der Lymphozyten-,,homings“ fiihrt.

P-Selektin-Liganden

PSGL-1 wurde erstmals 1992 durch Moore et al. beschrieben. Sie gewannen einen
P-Selektin-Liganden aus der Zellmembran von myeloiden Zellen und identifizierten
ihn als sialinhaltiges Glykoprotein [56]. Sein Molekulargewicht konnte mit 250 kD
bestimmt werden. PSGL-1 ist ein langgestrecktes Homodimer, dessen Monomere tiber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Schon in frithen Arbeiten konnte durch
die Behandlung mit verschiedenen Sialinidasen und weiteren Enzymen gezeigt werden,
dass PSGL-1 neben dem sLeX-Motiv O-glykosidisch verkniipfte o-1,3-Fucosylierungen
und o-2,3-Sialysierungen enthélt, die an Threonin57 gebunden sind. Da die Behand-
lung mit Sialinidasen die Bindungsfdhigkeit PSGL-1-exprimierender Zellen nicht
deutlich herabsetzen konnte, wurde postuliert, dass nur ein Teil aller Sialinsauren
und sLeX-Strukturen derartig gebunden sind [57].

Wilkins et al. untersuchten die Kohlenhydratstrukturen, die O-glykosidisch an
Serin und Threonin gebunden sind néher und isolierten aus den Zellmembranen von
HL-60-Zellen PSGL-1, dessen Zucker-Vorldufer-Molekiile metabolisch mit *H radioak-
tiv markiert wurden. Sie fanden heraus, dass PSGL-1 weniger stark fucosyliert ist als
angenommen und dass der grofite Teil der O-Glykane aus neutralen oder sialinisierten
Formen des ,,Core-2“-Tetrasaccharids Galp1—4GlcNAcp1—-6[Galp1—-3]GalNAcOH
besteht. Der Begrift ,,Core-2 structure® beschreibt die Verzweigung von Kohlen-
hydraten durch 3-1,6-Verkniipfung von GalNAc mit GlcNAc. Ein verhéltnisméfig
kleiner Anteil der O-Glykane ist «f3-1,3-fucosyliert und teilt sich in zwei Hauptfrak-
tionen auf, die beide das sLe®-Motiv besitzen. Eine Fraktion weist ein disialysiertes,
monofucosyliertes Glykan auf und die andere ein monosialysiertes, trifucosylier-
tes Glykan mit einem Polylaktosamin-Riickgrat. Die Wichtigkeit der fucosylierten
Anteile konnte dadurch demonstriert werden, dass das Vorhandensein der beschrie-
benen ,,Core-2“-Struktur alleine nicht fiir die P-Selektin-Bindungsfahigkeit ausreicht.
Leukosialin (CD43), das ebenfalls aus HL-60-Zellen isoliert wurde, besitzt zwar
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die gleiche ,,Core-2“-Struktur, aber keine fucosylierten Glykane und weist keine
Selektin-Bindungsfahigkeit auf [58].

Die Wichtigkeit von ladungsinduzierten Wechselwirkungen fiir die Selektinbindung
lasst sich mit einer Affinitatssteigerung der Bindgung von PSGL-1 durch die N-
terminale Sulfatierung der Tyrosinreste an den Positionen 46, 48 und 51 erklaren. Bei
partieller Desulfatierung bleibt eine gewisse Bindungsfihigkeit des PSGL-1 erhalten.
Fehlen aber alle Sulfatgruppen, ist eine P-Selektin-Bindung nicht mehr moglich [59].

Zwar exprimieren die meisten Leukozyten PSGL-1, eine P-Selektin-Bindung wird
aber nur bei 10-20% aller Lymphozyten erreicht. Wie schon fir E- und L-Selektin-
Liganden beschrieben, stellt auch PSGL-1 hohe Anspriiche an die posttranslationale
Glykosylierung und erfordert dariiber hinaus die schon erwéhnte Tyrosinsulfatierung,

um die P-Selektin-Bindungsfahigkeit zu gewahrleisten [60].

Durch seine Lénge von 50 nm besitzt PSGL-1 eine relativ grofie Reichweite, die
dadurch verstarkt wird, dass es auf den Spitzen der Mikrovilli der Leukozyten
lokalisiert ist. Beide Faktoren zusammen préadestinieren die P-Selektin-PSGL-1-
Wechselwirkung fir die initiale Kontaktaufnahme von Leukozyten mit dem Endothel

im Entziindungsprozess [61].

Bei der Beschreibung der Liganden fiir E- und L-Selektin wurde schon erwéhnt,
dass PSGL-1 auch diese beiden Selektinvertreter zu binden vermag. Dabei hat L-
Selektin die gleichen strukturellen Anforderungen an PSGL-1 wie P-Selektin. Dieser
Interaktion wird vor allem im Rahmen von Leukozyt-Leukozyt-Wechselwirkungen
eine Bedeutung zugemessen, die zu einer Beschleunigung der Adhésionskaskade
fithrten. E-Selektin hingegen bindet PSGL-1 in anderer Weise. Wéhrend die ,,Core-
2“-Struktur sich hier positiv auf die Bindung auswirkt, unterscheidet E-Selektin
nicht zwischen sulfatierten und nicht-sulfatierten Tyrosinresten am N-terminalen
Ende des Proteins [62]. Die Bindungsaffinitit von PSGL-1 zu E-Selektin ist dariiber
hinaus etwa b0fach geringer als die zu P-Selektin, was die Unterschiede in ihrem

Bindungsverhalten noch einmal hervorhebt [63].

PSGL-1 wird zusatzlich zu den Leukozyten auch auf Thombozyten exprimiert.
Die dadurch ermoglichten Thrombozyt-Endothel- und Thrombozyt-Thrombozyt-
Wechselwirkung sind biologisch noch nicht zweifelsfrei eingeordnet [64]. Die konsti-
tutive Expression von funktionstiichtigem PSGL-1 auf Endothelzellen (ePSGL-1)
vermittelt die Adhésion von Monozyten oder Monozyt-Thrombozyt-Komplexen am
unstimulierten Endothel [65].

Ein P-Selektin-Ligand, der vor allem fiir den Prozess der Metastasierung von
Bedeutung ist, ist CD24. CD24 ist ein kleines Protein bestehend aus 27 Aminosauren
und mit starker Glykosylierung, das iiber einen Glykosylphosphatidylinositolrest
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in der Zellmembran verankert ist. Es bietet zahlreiche Ankniipfungspunkte fiir O-
Glykane, da die Hélfte der Aminosduren Serin oder Threonin sind. Die Expression von
CD24 erfolgt in der Frithphase der B-Zell-Entwicklung. Es fehlt aber auf Monozyten
und ausgereiften T-Zellen, so dass CD24 in gesundem Gewebe nicht zu finden
ist, wohl aber auf der Oberflache verschiedener humaner Karzinomzellen [66]. Das
Vorhandensein von sLeX-modifiziertem CD24 auf verschiedenen Karzinomzellen und
das gleichzeitige Fehlen von PSGL-1 auf diesen Zellen unterstreicht die Rolle, die CD24
bei Adhésionsvorgangen zwischen Tumorzellen und Endothel bzw. Thrombozyten
spielen konnte [67].

Die Beschreibung der Vielfalt der Selektinliganden zeigt, dass diese Rezeptorfamilie
auf unterschiedlichste Art und Weise Wechselwirkungen zu vermitteln vermag, die
nicht nur fiir das Leukozytenrollen verantwortlich ist, sondern, wie der Fortgang
dieser Arbeit zeigen wird, bei anderen physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen von Bedeutung sind.

2.1.3 Kinetik der Selektinbindung

Das Verstéindnis der Selektin-vermittelten Rollbewegung von Leukozyten entlang des
Endothels auf molekularer Ebene ist von entscheidender Wichtigkeit fiir die Suche
nach moéglichen Selektininhibitoren. Dabei war schon in frithen Arbeiten zu diesem
Thema bekannt, dass die Betrachtung der Rezeptor-Ligand-Bindung alleine nicht
ausreichen wiirde, das Rollphénomen zu erkléaren. Folgende weitere Parameter, die fiir
Selektin-vermittelte Bewegung von Bedeutung sind, sollen im Folgenden vorgestellt

werden:

e Einfluss von Scherkréften auf die kinetischen Anforderungen der Selektinbin-
dung

e catch bond behavior” der Selektine

e Einfluss der Leukozytenverformung auf die Einzelbindung und die Prasentation
von Bindungsepitopen

e Rezeptor- und/oder Ligandanhdufung durch ,,Cluster“-Strukturen

Die mechanische Belastung der Selektinbindung durch Scherkréfte, die auf die
Leukozyten im Blutsystem wirken, ist eine wichtige Komponente fiir die Kinetik
der Selektinbindung. Es ist vorstellbar, dass die Selektin-Ligand-Bindung unter
Schereinfluss sehr rasch erfolgen muss, damit es zu einer Wechselwirkung kommen
kann. Das rasche Zustandekommen einer Rezeptor-Ligand-Bindung ist wiederum
von einer schnellen Assoziationskonstanten (k44s) abhéngig. So konnten Nicholson

et al. zeigen, dass die Bindung zwischen l6slichem L-Selektin und immobilisiertem
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GlyCAM-1 mit einer Assoziationskonstanten von k4., > 10° M !s? eingegangen wird
[68]. Die Bindung zwischen 16slichem P-Selektin und seinem immobilisierten Liganden
PSGL-1 wird sogar noch schneller, und zwar mit einer Assoziationskonstanten von
kass = 4,4 -105M st ausgebildet [69]. Die schnellere Assoziationskonstante fiir
P-Selektin kann mit dessen Beteiligung in der frithen Phase der Adhésionkaskade

der Leukozyten erklart werden.

Da Selektine keine feste Adhésion der Leukozyten vermitteln sollen, sondern die
schon beschriebene Rollbewegung, ist es nach erfolgreich eingegangener Bindung
ebenso wichtig, dass die Selektin-Ligand-Bindung auch schnell wieder gelost wird.
Diese Anforderung wird durch eine schnelle Dissoziationskonstante von kp;zs > 10s™
fiir die L-Selektin-GlyCAM-1-Bindung und von kp;ss = 1,4 st fiir die P-Selektin-
PSGL-1-Bindung erreicht. Fiir die Bindung von E-Selektin an seinen natiirlichen
Liganden ESL-1 ist ebenfalls eine schnelle Dissoziationskonstante von kp;ss = 0,58
beschrieben [70]. Daraus ergibt sich fir die L-Selektin-GlyCAM-1-Bindung eine
moderate Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) von 1,08 - 107* M und fiir die
P-Selektin-Bindung an PSGL-1 Kp = 3,0-10"7 M.

Betrachtet man die eingegangene Bindung zwischen Selektin und Ligand genauer,
so erkennt man, dass die Bindung selbst wahrend ihrer kurzen Lebensdauer un-
terschiedlichen Zugkréaften durch das Scherverhalten der Leukozyten ausgesetzt ist.
Der Einfluss dieser Zugkréfte (engl. ,tensile forces“ bzw. ,tensile strenghts“) wurde
lange Zeit kontrovers diskutiert. Bell stellte schon 1978 ein theoretisches Modell
zur Beschreibung von Zell-Zell-Wechselwirkungen auf und postulierte darin, dass
Zugkrafte die Lebensdauer von Rezeptor-Ligand-Bindungen bei Zell-Zell-Kontakten
grundsatzlich verkiirzen, weil sie die Energiebarriere zwischen gebundenem und
ungebundenem Zustand herabsetzen [71]. In der Literatur wird dieses Modell als
,slip bond behavior* bezeichnet. Das ,slip bond behavior* wurde lange Zeit auch fiir
die Selektinbindung angenommen und konnte in verschiedenen Arbeiten fiir alle drei
Selektinvertreter gezeigt werden [72-75].

Andere Arbeiten zeigten, dass durch die Einwirkung einer Zugkraft die Lebens-
dauer und die Starke einer Rezeptor-Ligand-Interaktion verlangert bzw. verstéarkt
wird. Ein solches Phénomen kann dadurch erklart werden, dass die Bindungspartner
sich in Folge der einwirkenden Kraft besser zueinander ausrichten kénnen. Man
bezeichnet es als ,catch bond behavior® [76]. Experimentell konnte dies fiir die
Selektin-Ligand-Bindung erstmals durch Marshall et al. gezeigt werden [77]. Mithil-
fe von Rasterkraftmikroskopie (AFM'®) konnten sie den Zusammenhang zwischen

ausgeiibter Kraft auf die Selektinbindung und deren Lebenszeit aufklaren. Dazu

Bengl. Atomic Force Microscopy
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immobilisierten sie den natiirlichen Liganden fiir P-Selektin PSGL-1 auf der Spitze
der Rastermikroskopnadel und bewegten diese so tiber einer Schicht aus immobili-
siertem P-Selektin, dass Rezeptor und Ligand in Wechselwirkung treten konnten.
Durch Verwendung einer Schicht mit nur sehr wenigen immobilisierten P-Selektin-
Rezeptoren konnten sie sicherstellen, dass jedes PSGL-1 nur mit einem einzigen
P-Selektin interagieren konnte. Durch Ausiiben verschiedener Zugkréfte auf die Ras-
termikroskopnadel im Bereich weniger pN wurde die Bindung strapaziert und deren
Lebenszeit aufgezeichnet.

Die Erhohung der Kraft auf die Rastermikroskopnadel fiihrte zu einer Verlangerung
der Lebensdauer der Bindung, also zu einem ,catch bond behavior“. Erst nach
Uberschreiten einer kritischen Kraft resultierte aus jeder weiteren Kraftvergrofierung
wieder die Verkiirzung der Lebensdauer (,,slip bond behavior®). Die Widerspriiche
zu bisherigen Erkenntnissen, die ein ,slip bond behavior® fiir die Selektinbindung
postulierten, konnten damit erklart werden, dass in den vorangegangenen Arbeiten
mit derart groflen Kraften gearbeitet wurde, dass nur der ,slip bond“-Bereich der
Bindung erfasst wurde. Abbildung 2.4 zeigt die Ergbnisse des hier beschrieben

Versuches.
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Abb. 2.4: Zusammenhang zwischen ausgeiibter Kraft und Lebensdauer fiir die
Bindung zwischen PSGL-1 und P-Selektin (AFM-Experiment). Auf der Spitze
einer Rastermikroskopnadel wurde PSGL-1 immobilisiert und mit P-Selektin in Kontakt
gebracht. Die Erhohung der Zugkraft auf die Nadel resultierte bis zu einer bestimmten
Kraft in einem ,catch bond behavior“ der Bindung und erst nach Uberschreiten der
maximalen Lebensdauer der Bindung in einem ,slip bond behavior®. (Grafik erstellt mit
experimentellen Daten aus Marshall et al. [77])

Verschiedene Modelle versuchen dieses Verhalten zu erkléren. Aus Kristallisations-
experimenten von P-Selektin mit und ohne seinen Liganden PSGL-1 erkennt man
Unterschiede in einer Region, die die EGF-Doméane und die Lektinbindungsdomaéne
verbindet und die als Gelenkdoméne (engl. ,hinge domain“) bezeichnet wird. Ohne

PSGL-1 liegt diese Doméne im P-Selektin in einem geschlossenen Winkel zum Rest
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des Proteins vor, wahrend die Anwesenheit von PSGL-1 in einem offenen Winkel
resultiert [78]. Die beiden Zustédnde wurden als niedrig- bzw. hoch affiner Zustand
des P-Selektins eingeordnet. Kréfte, so postulierten es 2003 Konstantopulos et al.,
sorgen fiir die Offnung der Gelenkdoméne und dadurch fiir die Anderung des Affini-
tatszustandes. Fiir die P-Selektin-PSGL-1-Bindung konnte die offene Form bedeuten,
dass eine Kraft, die auf die Ligandbindung ausgeiibt wird, die Position des PSGL-1 in
der Bindungstasche verandert. Dabei werden Bindungen gelost und wegen des hoch
affinen Zustandes direkt neue Bindungen eingegangen. Im Englischen wird dieses
Modell als ,sliding rebinding model“ bezeichnet. Es vermittelt die Vorstellung, dass
PSGL-1 durch Krafteinwirkung von einer Bindungsstelle zur néchsten ,schlittert”
[79].

Eine weitere mogliche Erklarung fiir das ,,catch bond behavior® der Selektine
konnte eine allosterische Aktivierung der Bindungsdoméne sein. Durch Einwirkung
einer auBeren Kraft auf die Ligand-Rezeptor-Bindung werden bindungshemmende
Domaénen innerhalb der Bindungstasche weggeschoben, so dass bindungsférdern-
de Areale einen grofleren Einfluss auf die Bindung tibernehmen kénnen. Fiir das
bakterielle Adhesin FimH ist ein solcher Mechanismus beschrieben [80]. Man kann
mithilfe von Computermodellen einen allosterischen Mechanismus zur Beschreibung

des ,,catch bond behaviors* auch bei Selektinen nahelegen [81].

Unabhéngig vom angewendeten Modell konnen Ubergénge zwischen ,catch-“ und
,slip bond behavior® eine Erkldrung dafiir sein, dass in Flusskammerexperimenten
gezeigt werden konnte, dass die Erhohung des Scherstresses erst eine Verstarkung der
Rollbewegung zur Folge hat und spéter zu einer schnelleren Rollbewegungen bzw. zu
einem Ablésen der Zellen fithrt [74, 82].

Fiir L-Selektin wird angenommen, dass die Kombination aus ,,catch bond behavior*
und 7-9fach schnellerer kp;s; im Vergleich zu E- und P-Selektin dafiir sorgt, dass
Leukozyten im Zentrum von Blutgefafien keine Interaktionen untereinander eingehen,
weil dort niedrigere Scherkréfte vorherrschen, als in unmittelbarer Nahe zum Endothel
[83].

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Einflussgrofien auf die Selektinbindung
konnte gezeigt werden, dass die Verformung der Leukozyten durch Scherkréifte sich
auf jede einzelne Selektin-Ligand-Bindung auswirkt (siehe Abbildung 2.5), aber auch,
dass durch ein Abflachen der Leukozyten wiahrend des Rollprozesses die Anzahl der
Bindungsmoglichkeiten erhéht wird [72].

Die durch Alon et al. berechneten Kréafte von 112 pN pro Rezeptor-Ligand-Wechsel-
wirkung korrespondieren mit Kréaften wie sie mithilfe von rasterkraftmikroskopischen

Experimenten gefunden wurde. Bei derartigen Experimenten lag die Kraft, die
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Abb. 2.5: Einfluss der Kriifte auf einen Leukozyten im Prozess des ,,Tetherings*
unter Scherstress. Scherstress der Scherrate vy induziert eine Kraft Fig und ein Dreh-
moment Tg auf einen Leukozyten mit dem Zellradius R. Die Bindung der Zelle an seinen
Liganden mit der Kraft Fy resultiert in der Kraft Fz, die auf die Zelle wirkt. Die Bindung
ist tiber die Distanz I vom Massenzentrum der Zelle entfernt. I ist eine Funktion der
Deformation der Zelle, und die Kraft Fp ist abhéngig vom Radius R. Wird R durch
Abflachen der Zelle im Anschluss an die Bindung grofier, resultiert auch eine grofiere Kraft.
Bei gegebenem Zellradius R = 4,25 pm, I = 4 pm und einem Scherstress von 1,1 dyn cm?
ergibt sich fir eine ruhende Zelle, bei der die Nettokrafte und das Drehmoment = 0 sind,
eine auf die Zellbindung wirkende Kraft von 112 pN. Abbildung und Berechnung wurden
modifiziert nach Alon et al. [72].

aufgewendet werden musste, die PSGL-1-P-Selektin-Bindung zu l6sen, zwischen
165 pN und 175 pN [84, 85]. In einem Computermodell konnten Pawar et al. allerdings
zeigen, dass das Rollverhalten starker durch das ,,catch-slip bond behavior® als durch
das Abflachen der Leukozyten beeinflusst wird [86].

Als letzter Einflussfaktor auf die Kinetik der isolierten Einzelbindung sei die
Fluiditat der Mikrovilli der Endothelzellen genannt. Je fluider diese sind, desto héher
ist die Affinitét der resultierenden Selektinbindung [87, 88].

Im Kapitel 2.1.2 wurde die Bedeutung der multiplen Prasentation von einzel-
nen Selektinbindungsepitopen in Form von Muzinliganden erwahnt und die damit
einhergehende Affinitdtserhohung fiir die Selektinbindung erlautert. Neben der Af-
finitdtsregulierung iber multimere Prisentation von Bindungsepitopen innerhalb
eines Ligandmolekiils stellt die lokale Anhdufung von Selektinen selbst, aber auch
von Selektinliganden in Form von so genannten ,,Clustern® eine Méglichkeit der Avi-
ditétserhohung der Selektin-Ligand-Wechselwirkung dar. Fiir E-, L- und P-Selektin
konnten Clusterstrukturen auf Zelloberflichen nachgewiesen werden [89-91]. Fiir
E-Selektin konnte gezeigt werden, dass die Clusterung in so genannten ,lipid rafts®

nicht nur der Aviditatserhohung dient, sondern essentiell fir die Signaltransduktion
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im Leukozyt-Endothel-Adhéasionsprozess ist [92]. Auf der Seite der Bindungsepitope
konnte eine Clusterung des P-Selektin-Liganden CD24 nachgewiesen werden [93].
Ausfiithrlich wurde der Einfluss des Ligandenclusterings durch Vogel et al. untersucht.
Sie konnten zeigen, dass sLe*-tragende Glykolipide in Modellmembranen konzentra-
tionsabhéangig clustern. Eine verstarkte Clusterung des Selektinliganden fithrt dazu,
dass Zellen in einem Rollassay bei niedrigen Ligandkonzentrationen die charakte-
ristische Rollbewegung zeigen, bei hoheren Konzentrationen aber adharieren. Die
Adhésion als Folge des Clusterings wurde dabei mit einer starken Aviditdtserh6hung
erklart [94].

Als weiteren aviditédtsfordernden Parameter fiir die Selektin-Ligand-Interaktion
ist die Flexibilidt der Selektinepitope zu nennen. In vitro konnte mit verschiedenen
sLeX-Glykolipid-Derivaten gezeigt werden, dass der Einbau unterschiedlich flexibler
Platzhalter zwischen sLe*-Epitop und Lipidanker zu unterschiedlichen Ergebnissen
bei der Bindung von E-Selektin fithrt [95].

Die bisherigen Ausfiihrungen sollen die Komplexitat der Selektin-Ligand-Bindung
in ihrer Mechanik und Kinetik verdeutlichen. Gleichzeitig wird versténdlich, dass
bei der Suche nach potentiellen Selektininhibitoren diese Aspekte Beachtung fin-
den miissen, um wirksame Antagonisten zu finden. Abschliefflend fasst Tabelle 2.1
wichtige kinetische Bindungskonstanten fiir die Bindung zwischen Selektinen und

verschiedenen natiirlichen und kiinstlichen Bindungspartnern zusammen.

Tab. 2.1: Kinetische Daten der Selektin-Ligand-Interaktion

Selektin Ligand Kp kass ML st kpss [s1]  Referenz
P-Selektin ~ PSGL-1 von humanen Neutrophilen 200nM 7 -10° 1,5 2]
des PSGL-1-NHs-Terminus
PSGL-1-Ig-Chimiren 60nM  4-10° 3-1074 [84]
PSGL-1 (human) 320nM  4,4-10° 1,4 (28]
sLeX 7.8mM  6,7-10% 533 [96]
E-Selektin  Maus-ESL-1 (37°C) 62 UM 7.4-10% 4,6 [97]
Maus-ESL-1 (25°C) 56 UM 4,8 -10% 2,7 [97]
16sliches sLe* 107 uM  n.b. n.b. [22]
16sliches sLeX 720 uM 2,3 -10° 164 [96]
L-Selektin  Maus-GlyCAM-1 108 uM  1-10° 10 [68]
sLeX 3,9mM  2,8-10% 1000 [96]

2.1.4 Selektininhibitoren

Aufgrund der vielfaltigen Beteiligung von Selektinen bei pathologischen Zustanden

wie chronisch entziindlichen Erkrankungen, Arteriosklerose oder der hamatogenen
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Metastasierung bieten sie sich als Zielstruktur fiir potentielle Inhibitoren an. Dabei

werden verschiedene Ansétze bei der Inhibitorsuche verfolgt.

Ein Ansatz beim Versuch die Selektinfunktion zu unterbinden, ist die Blockierung
der Bildung von Selektinliganden. Die Bindungsepitope sLe* und sLe* werden
im Golgi-Apparat iiber O- oder N-glykosidische Bindungen durch sequentiellen
Einsatz von N-Acetylglucosaminyl-, Galaktosyl-, Sialyl- und Fucosyltransferasen
(FT) an das Protein-Riickgrat zum Beispiel des PSGL-1 gebunden. Der Einsatz von
Inhibitoren dieser Enzyme wie zum Beispiel von Fucosyltransferase-Inhibitoren sollte
dazu fiihren, dass die Bildung funktionstiichtiger Selektinliganden ausbleibt [98, 99].
Es gibt verschiedene Griinde, warum dieser in der Theorie naheliegende Ansatz
bisher nicht zu potenten antiinflammatorischen oder antimetastatischen Substanzen
gefiihrt hat. Die Struktur der verschiedenen F'T ist nicht genau bekannt, da es an
Rontgenkristallographischen- oder NMR-Strukturanalysen fehlt. Man weify aber, dass
die Inhibition einer bestimmten F'T, z.B. F'T7, durch andere FT wie F'T5 iibernommen
werden kann. Vor allem aber fehlt es den bisher gefundenen FT-Inhibitoren sowohl
an Inhibitionspotenz als auch an ausreichend hoher Affinitat zu den FT [100, 101].

Pathophysiologisch spielt die Unterdriickung der Selektinligand-Bildung im so
genannten Leukozytenadhasion-Defizienz-Syndrom Typ II eine Rolle. Dieser sehr
seltene Gendeffekt beim Menschen, der sich in einem gestorten Fucosemetabolis-
mus duflert geht mit einer starken Immunsuppression einher [102]. Deshalb ist die
Immunsuppression mit der Folge opportunistischer Infektionen als Nebenwirkung

anti-Selektin-gerichteter Therapien gefiirchtet.

Ein weiterer naheliegender Ansatz ist der Einsatz von Selektin-Antikérpern. Der
Einsatz des anti-L-Selektin-AK Aselizumab in einer klinischen Studie zur Behandlung
von Patienten mit multiplen Traumen fiithrte nicht zu einer Verbesserung klinisch
relevanter Parameter wie Lange der kiinstlichen Beatmung, Lange der Intensivbe-

handlung oder genereller Hospitalisierungsdauer [103].

Neben der Blockade der Selektinfunktion durch Antikérper konnen sie durch exogen
zugefithrte Selektinliganden blockiert und dadurch in ihrer Funktion gestort werden.
Losliches PSGL-1-Immunglobulin, das aus den 47 N-terminalen AS des PSGL-1 und
der Fe-Doméne von IgG1 besteht, inhibiert in vitro das Leukozytenrollen [59]. In vivo
konnte die Wirksamkeit des PSGL-1-Ig durch Intravitalmikroskopie belegt werden
[104]. Es stellte sich aber heraus, dass fiir die antiinflammatorische Wirksamkeit 30fach
geringere Konzentrationen an PSGL-1-Ig bendtigt wurden, als sie fiir die Inhibition
des Leukozytenrollens notig sind, so dass andere Wirkmechanismen wie die Bindung
verschiedener Chemokine und die damit verbundene Inhibition der Chemotaxis von

Maus-Neutrophilen eher als Begrindung fiir die letztendliche Wirkung dienen [104].

19



2 Theoretischer Teil

Hohe Produktionskosten aufgrund der Expression von PSGL-1-Ig in Saugetierzellen,
die mit Genen fiir Fucosyltransferasen und GlcNAc-Transferasen ko-transfiziert
werden mussten, um die posttranlationale Glykosilierung zu gewéhrleisten, waren ein
Grund fiir das Aussetzen von klinischen Studien mit PSGL-1-Ig. Als weiterer Grund
kam die moderate Effektivitat hinzu [105].

sLeX wurde lange Zeit als Leitstruktur zur Synthese glykosidischer und nicht-
glykosidischer ,small molecule“-Inhibitoren angesehen. Durch Analyse der phar-
makophoren Gruppen und struktureller Verdnderungen wurde versucht, potente
Inhibitoren zu finden. Durch den Ersatz von Kohlenhydratstrukturen des sLe® durch
andere Pharmakophore versprach man sich unter anderem eine leichtere synthetische
Zuganglichkeit. Kohlenhydrate unterliegen in vivo einer ausgepriagten enzymatischen
Degradation, die zusatzlich limitierend ist. Eine schlechte orale Bioverfiigharkeit, die
die Injektion dieser Inhibitoren erfordert, kommt als weitere Limitierung hinzu. Der
Hauptgrund aber, warum Kohlenhydrat-basierte sLe*-Mimetika in klinischen Studien
keinen Therapievorteil zeigen konnten, liegt in den geringen, dem sLe® &hnlichen

Bindungsaffinitdten von Kp ~ 1 mM.

Aus dieser Gruppe hat bisher nur das Molekiil mit dem Namen Bimosiamose
(TBC1269, Encysive) nennenswerten Erfolg in klinischen Studien der Phase Ila bei
der Behandlung von Psoriasis und Asthma gezeigt. Die Struktur von Bimosiamose
ist Abbildung 2.6 zu entnehmen und stellt ein sLe*-Dimer-Mimetikum dar. Es hat
Bindungsaffinitat zu allen drei Selektinvertretern und wird daher als Pan-Selektin-
Antagonist bezeichnet [106]. Doch auch Bimosiamose zeigt bei der Untersuchung
kinetischer Parameter das sLe*-typische Bindungsverhalten mit einer sehr schnellen
Dissoziationskonstanten von kp;ss > 3 s'. Die Assoziationskonstante von ks >
2,7-10% Ms! fithrt zu einer Affinitit der Bimosiamose im mikromolaren Bereich
(Kp = 111,4 uM). Es ergaben sich nur marginale Unterschiede in der Bindungskinetik
bei Anwesenheit oder Abwesenheit von Ca?*-Ionen, die fiir die sLe*-Bindung essentiell
sind. Die entsprechenden Untersuchungen wurden an P-Selektin durchgefithrt. Man
weif}, dass es durchaus Unterschiede in der Ca?T-Abhéingigkeit der Selektine geben
kann. So konnten Koenig et al. fiir die Bindung eines Heparin-Tetrasaccharids
eine Ca?t-Unabhéngigkeit fiir die Bindung an P-Selektin zeigen, wobei das gleiche
Molekiil L-Selektin ausschlieBlich Ca?*-abhéngig zu binden vermochte [107]. Nach
Bindung von Bimosiamose konnen weder Antikorper, die gegen die Lektin-Doméne des
Selektins gerichtet sind, noch Antikorper gegen die EGF-Doméne am Selektin binden.
Es wird vermutet, dass Bimosiamose die Bindung an der Lektin-Domaéne sterisch
unterbindet und es dadurch zu einer Konformationsanderung im Selektinmolekiil
kommt, die die Bindung an der EGF-Doméne allosterisch unterdriickt [108].
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Abb. 2.6: Bimosiamose (TBC1269). Bimosiamose (1,6-bis[3-(3-carboxymethylphenyl)-
4-(2-a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl]-hexan) ist als einziges sLeX-Dimer-Mimetikum zur
Zeit in klinischen Studien der Phase Ila zur Therapie von Asthma und Psoriasis.

Mit vielfiltigen Variationen des sLeX-Grundgeriists konnten Substanzen geschaffen
werden, die sLe® selbst in ihren IC5y-Werten bei der Hemmung von Leukozytenad-
hasionsvorgangen tibertreffen. Als Beispiel sei die O-Methylierung der (31-Position
des GlcNAc im sLeX genannt, die zu einer Verbesserung der 1C5y von 5mM fiir sLe*
nach 0,6 mM fiir sLeX*-OMe fiihrt. Trotzdem haben derartige sLeX-Mimetika bisher
keinen klinischen Erfolg bei der Therapie chronisch entziindlicher Erkrankungen
gezeigt.

Die Liste der Versuche, potente Selektininhibitoren zu finden, kénnte noch um
einige weitere Ansdtze und Vertreter erweitert werden, die ausfithrlich bei Bendas
[11] beschrieben sind. Es bleibt aber festzuhalten, dass alle Ansétze, die im klinischen
Einsatz bei der Therapie chronisch entziindlicher Erkrankungen sind, keine signifi-
kanten Vorteile aufweisen konnten. Die einzige Ausnahme mit klinischer Relevanz ist
der Einsatz des Glucosaminoglykans Heparin und verschiedener Heparinderivate zur
Préavention und Therapie der himatogenen Metastasierung. Im Folgenden soll auf
den Einsatz von Heparin, der Beteiligung der Adhésionsrezeptoren und die Bedeu-
tung kinetischer Parameter bei der Therapie der himatogenen Metastasierung naher

eingegangen werden.

2.2 Die hamatogene Metastasierung

Zu einem der sechs Kennzeichen fiir Krebs zahlt neben Immortalitat, abnormaler
Wachstumsregulierung, autarkem Wachstum, Umgehung der Apoptose und fortwéh-
render Angiogenese auch die Féahigkeit der Zellen zur Invasion und Metastasierung
[109]. Die Verbreitung von Tumorzellen eines Primértumors an andere Stellen des
Organismus iiber das Blut- oder Lymphsystem ist ein hoch regulierter Prozess, der
bis heute noch nicht vollstdndig aufgeklart und verstanden ist. Dieses komplexe

Zusammenspiel von Ablésen der Zellen vom Primértumor, Uberwindung von Gewebs-
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barrieren, Intravasation, Transport durch Blut- oder Lymphsystem, Adhéasion und
Extravasation im Zielorgan, der Proliferation und Angiogenese wird als ,,metastati-
sche Kaskade® bezeichnet. Jeder einzelne dieser Schritte muss erfolgreich absolviert
werden, damit es tatséchlich zur Metastasenbildung kommt. Dies hat zur Folge, dass
nur 0,01% aller Tumorzellen, die die Zirkulation erreichen Metastasen bilden konnen
[110].

Assoziation mit
Thrombozyten
und Leukozyten

Ausbildung von
Metastasen

Angiogenese

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der himatogenen Metastasierung. Die Ab-
bildung stellt den Ablauf der himatogenen Metastasierung mit folgenden Einzelschritten
dar: Ablosen von einzelnen Zellen vom Primértumor; Uberwindung der EZM und Invasion
in das Blutsystem; Ummantellung mit Thrombozyten und Leukozyten zum Schutz vor
Scherstress und Angriff durch das Immunsystem; Transport durch den Organismus; mecha-
nischer Arrest oder Arrest durch Wechselwirkung mit dem Gefaflendothel; Extravasation;
Ausbildung von Mikrometastasen und Angiogenese zum Anschluss an die Blutversorgung.
Abbildung modifiziert nach Guo und Giancotti [111].

Bei einigen Tumorzellen kommt es schon wahrend der Ausbildung des Priméartu-
mors zum Ablosen einzelner Zellen durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten. Die
Fahigkeit dieser Zellen, die extrazelluldre Matrix und dabei speziell die Basalmembran
iiberwinden zu koénnen, stellt einen Hauptfaktor dar, warum bestimmte Tumorzellen
wie das kleinzellige Lungenkarzinom, das maligne Melanom oder das Pankreaskar-
zinom ein hohes metastatisches Potential haben, wihrend andere Tumorarten wie
die intraepitheliale Prostataneoplasie tiberhaupt nicht zur Metastasenbildung neigen
[112]. Zellen, die sich derart von ihrem Gewebsanker getrennt haben, miissen den

Prozess der Anoikis umgehen kénnen. Anoikis ist ein Schutzmechanismus, der bei
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nicht entarteten Zellen dafiir sorgt, dass sie aulerhalb ihres Gewebeverbandes nicht
iiberleben konnen. Dieser Mechanismus dient physiologischer Weise zum Schutz vor
einer Ansiedlung von Zellen auflerhalb ihrer anatomisch vorgesehenen Lokalisation
[113]. Die Fortbewegung durch die extrazelluldre Matrix wird durch die Sezernierung
von Matrixmetalloproteinasen und einer teilweise amoboiden Fortbewegungsfahigkeit
aufgrund fluider Zellmembranen gewéahrleistet [114].

Im Anschluss an die Degradation der Blutgefifiwiande und dem Entritt in das
Blutsystem sind die Tumorzellen veschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt, die ihre
Uberlebenschancen drastisch herabsetzen. Dazu gehéren Bestandteile des Immunsys-
tems, die die Tumorzellen als fremd erkennen, die Einwirkung von Scherkraften auf
die Zellen und die Notwendigkeit nach erfolgtem Transport durch den Organismus
an bestimmten Stellen das Blutsystem wieder zu verlassen. Versuche mit radioaktiv
markierten Tumorzellen haben gezeigt, dass bei diesem Schritt der metastatischen
Kaskade die meisten Tumorzellen absterben [115].

Einen Schutz konnen die Tumorzellen durch Wechselwirkungen mit Thrombozyten
und Leukozyten erreichen, die rasch nach dem Eintritt in das Blutsystem erfolgen
miissen. Dadurch bilden sich Mikroemboli, die an anderen Stellen des Organismus
mechanisch oder durch spezifische Wechselwirkungen mit dem Endothel der Blut-
gefae zum Arrest kommen. Es kann die Extravasation aus dem Blutgefaf§ und
die Ausbildung von Mikrometastasen erfolgen, die ab einer Gréfle von 2 mm durch
Initiierung von Angiogenese an die Versorgung durch das Blutsystem angeschlossen
werden miissen.

Damit Tumorzellen die Passage im Blutsystem iiberleben und Wechselwirkun-
gen zu physiologischen Blutbestandteilen eingegangen werden konnen, bedienen
sie sich verschiedenster Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen. Von unterschiedlichen
Adhésionsmolekiilen wie GPIb/IX/V, GPIIb/IIla und Tumorzell-standigem «V 33
weil man, dass sie die Adhéasion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten férdern.
Dariiber hinaus spielen aber vor allem Selektine, allen voran thrombozytares P-
Selektin eine wichtige Rolle bei der Assoziation von Tumorzellen und Thrombozyten.
Verschiedene Tumorzelllinien exprimieren eine Vielzahl von Muzinliganden, die eine
Selektinbindung vermitteln konnen.

Die Uberlebensvorteile, die eine Ummantellung mit Thrombozyten nach sich ziehen,

konnen verkiirzt wie folgt zusammengefasst werden:

e Schutz vor zytotoxischer Aktivitiat von NK-Zellen und vor Scherkraften

e Bildung groflerer Tumorzell-Thrombozyt-Aggregate, die zur Embolie in Mi-
krogefalen fithren kann und den Tumorzellen dadurch eine Méglichkeit zum
Arrest bietet
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e Einnahme einer Briickenfunktion zur Bindung an Leukozyten und Endothelzel-
len und dadurch Forderung der Extravasation

e Verstarkung von Angiogenese und Wachstum nach erfolgter Extravasation durch
thrombozytiare Wachstumsfaktoren sowie Anpassung an die neue Umgebung
[116, 117]

Eine Inhibition dieser Ummantellung stellt damit ein interessantes Target fiir eine
antimetastatische Therapie dar, wobei die Notwendigkeit der Aufrechterhaltung der
physiologischen Hamostase als limitierender Faktor an dieser Stelle zu nennen ist. In
der gezielten Hemmung von Selektin- bzw. Integrin-Wechselwirkungen kénnte ein

Schliissel fiir die Losung dieses Konfliktes liegen.

2.2.1 Selektine und Selektinliganden bei der hamatogenen

Metastasierung

Die Wechselwirkung von Tumorzellen mit Leukozyten, Thrombozyten und Endothel-
zellen legt eine Beteiligung von Selektin-Ligand-Wechselwirkungen als Komponente
dieser Interaktionen nahe und soll im Folgenden naher betrachtet werden.

Die Wechselwirkung von E-Selektin mit Muzinliganden auf Tumorzellen stellt
fiir diese eine Moglichkeit dar, am Endothel zu adhérieren. Verschiedene sLe® und
sLe® tragende Liganden konnten auf Kolonkarzinomzellen, Mammakarzinomzellen
oder Prostatakarzinomzellen ebenso nachgewiesen werden, wie die Bindungsfahigkeit
dieser Tumorzellen an endotheliales E-Selektin in vivo [118-120].

Die Expression des E-Selektin-Liganden ESL-1 auf Tumorzellen wurde noch nicht
zweifelsfrei gezeigt. PSGL-1, das neben P-Selektin auch E-Selektin bindet, konnte
auf Tumorzelllinien detektiert werden. Das Gleiche gilt fiir eine Isoform von CD44.
CD44 bindet neben Hyaluronsédure und anderen Bestandteilen der extrazellularen
Matrix auch E-Selektin. Auf der Kolonkarzinomzelllinie LS174T konnte eine Isoform
des CD44 mit posttranslationalen N-Glykosylierungen nachgewiesen werden, die
sowohl E- als auch L- und P-Selektin binden kann [121, 122].

Da E-Selektin physiologisch im Rahmen von Entziindungsreaktionen erst nach
einigen Stunden nach de novo-Synthese auf der Oberfliche von Endothelzellen er-
scheint, werden bei der Tumorzellmetastasierung verschiedene Mechanismen genutzt,
die Expression von E-Selektin zu erhohen. Erhohte E-Selektin-Expression bei chro-
nisch entziindlichen Erkrankungen wird als ein Hinweis fiir die erhohte Inzidenz von
Tumorerkrankungen in Folge angesehen. Durch Produktion von TNF-«, IL-13 oder
I[FN-y, aber auch durch Zytokin-Induktion mittels tumorzellsténdiger Kohlenhydrat-

strukturen ist eine Endothelaktivierung mit erhohter E-Selektin-Expression als Folge

24



2.2 Die hamatogene Metastasierung

moglich [123, 124]. Gelangen Tumorzellen in die hepatische Mikrozirkulation, konnen
sie durch Aktivierung von Kupfferzellen diese zu erhéhter TNF-o-Bildung anregen
und somit indirekt eine erhohte Expression von E-Selektin, aber auch von VCAM-1
induzieren. Erhéhte Plasmaspiegel von sLeX, sLe® oder 16slichem E-Selektin gelten

als Indikator fiir eine schlechte Prognose bei Tumorpatienten [125].

Neben der Induzierung der E-Selektin-Expression ist auch eine konstitutive Ex-
pression von E-Selektin auf Endothelzellen des Knochenmarks beschrieben, die
bei der Metastasierung von Mammakarzinom- und Prostatakarzinomzellen in das
Knochenmark tiber E-Selektin-vermitteltes ,homing“ eine Rolle spielt [126]. Die
Metastasierung wird demnach durch die Wechselwirkung von Selektinliganden auf
Tumorzellen und endothelialem E-Selektin stark gefordert [127].

Neben E-Selektin, das ausschliefllich auf Endothelzellen exprimiert wird, wird
auch P-Selektin eine wichtige Rolle bei der Tumorzellmetastasierung zugeschrieben.
Vor allem die schon beschriebene Tumorzell-Thrombozyt-Wechselwirkung konnte in
verschiedenen Studien als prometastatisch charakterisiert werden. Kim et al. konnten
nach Injektion von Tumorzellen in P-Selektin-Knock-Out-Méuse (P-) eine geringere
Ansiedlung von Lungenmetastasen im Vergleich zu Wildtypméusen feststellen. Die
Thrombozyten dieser Mause zeigten keine Adhésionsfahigkeit an Tumorzellmuzine,
und in P~ waren Tumorzellen im Vergleich zu Wildtypmausen weniger stark mit
Thrombozyten assoziiert [128]. Aber auch endotheliales P-Selektin spielt eine Rolle
bei der Tumorzellmetastasierung. So konnten Ludwig et al. den Einfluss von endo-
thelialem und thrombozytarem P-Selektin getrennt voneinander betrachten. Dazu
implantierten sie Wildtypmausen das Knochenmark von P-, so dass die Mause zwar
kein thrombozytires, wohl aber endotheliales P-Selektin exprimierten (P¥). Die
Injektion von Melanomzellen der Zelllinie B16F10 fithrte zu einer geringeren Metasta-
senbildung in den Lungen der P* im Vergleich zum Wildtyp. Die Unterdriickung der
Metastasenbildung war allerdings geringer als in P~. Diese Ergebnisse zeigten, dass
auch endotheliales P-Selektin bei der Metastasierung von Melanomzellen eine Rolle
spielt, wenn auch der Haupteffekt auf eine Wechselwirkung mit thrombozytarem P-
Selektin zuriickzufiihren ist [129].

Zwar tragen einige Tumorzellarten PSGL-1 als Selektinliganden, auf epithelialen
Tumorzellen konnte aber vor allem CD44v, eine O-sialysierte Isoform des CD44 als
Selektinligand identifiziert werden [122]. CD24 ist ein weiterer Ligand, der seine
P-Selektin-Bindungsfihigkeit durch das Vorhandensein einer sLeX-Modifikation er-
reicht und der in vitro eine Rollbewegung von Tumorzellen vermitteln kann [130].

Chondroitinsulfate, Heparansulfat-ahnliche Proteoglykane und Sulfatide sind P-Selek-
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tinliganden auf Tumorzellen, die kein sLeX-Motiv beinhalten, deren Bindungsfiahigkeit

aber an das Vorhandensein einer Sulfatgruppe gekoppelt ist [131-133].

Wihrend P- und E-Selektin bisher noch nicht auf Tumorzelllinien nachgewiesen
werden konnten, tragen verschiedene entartete Blutzelllinien L-Selektin. Bei unter-
schiedlichen leukdmischen Erkrankungen und beim malignem Lymphom konnten
ahnliche L-Selektin-Expressionsmuster nachgewiesen werden. L-Selektin kann eine
prometastatische Wirkung durch Vermittlung von Adhésionsvorgiangen zum Bei-
spiel in Lymphknoten entfalten, wie sie fiir L.-Selektin-exprimierende Insulinome in

transgenen Méusen nachgewiesen wurde.

Die Rolle leukozytéaren L-Selektins bei der Tumorzellmetastasierung ist ambivalent.
So kénnen Tumorzellen, die Liganden fiir L-Selektin exprimieren, dafiir sorgen, dass
zytotoxische Lymphozyten im Rahmen der Immunabwehr durch Infiltration in das
Tumorgewebe den Krebs bekdampfen. Eine solche antimetastatische Wirkung von
L-Selektin konnte mithilfe von L-Selektin- und ICAM-1-defizienten Mausen und
kombiniert defizienten Méausen fiir das Wachstum und die Lungenmetastasierung
von Melanomzellen nachgewiesen werden [134]. Andererseits werden erhéhte Serum-
level an L-Selektin mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht. Dabei
ist vorstellbar, dass l6sliches L-Selektin die Immunabwehr durch Blockierung der

entsprechenden Liganden auf den Tumorzellen herabsetzt [135].

Verschiedene Krebszellen exprimieren Liganden fiir L-Selektin und kénnen dadurch
in Wechselwirkung mit Leukozyten treten. Als Beispiele seien Prostatakarzinomzellen
[136] oder die Kolonkarzinomzelllinie LS180 genannt, die Liganden fiir L-, E- und
P-Selektin besitzt [137]. Durch Muzinepitope mit Bindungsfahigkeit zu allen drei
Selektinen kann eine Quervernetzung von Tumorzellen, Thrombozyten, Leukozyten
und Endothelzellen erreicht werden. Dadurch kann es zur Bildung groflerer Zellag-
gregate kommen, die wiederum vermehrt zur Mikroembolibildung neigen. Neben der
mechanischen Arrestfihigkeit durch eine entsprechende Grofie kann iiber Wechsel-
wirkung mit endothelialem E-Selektin auch eine gezielte Adhésion an das Endothel
erreicht werden [138]. Da sowohl L-Selektin-Antikérper als auch die Verwendung
von L-Selektin-defizienten Méusen zu geringeren Metastasierungsraten im Vergleich
zum Wildtyp bei verschiedenen Metastasierungsmodellen mit Kolonkarzinomzellen
fithrte, gilt die Beteiligung von L-Selektin als gesichert. Fiir LS180-Zellen konnte ein
synergistisches Zusammenspiel von L- und P-Selektin bei der Tumorzellmetastasie-
rung gezeigt werden. Fiir die Lungenmetastasieurng von Adenokarzinomzellen ergab
sich, dass P-Selektin vor allem durch Bindung von Sulfatiden an der Metastasierung
teilnimmt, wahrend die Liganden fiir L-Selektin vor allem durch Sialomuzine und

Glucosaminoglykane représentiert werden. Die Wechselwirkung mit den verschie-
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denen Selektinen ist dabei zeitlich verschoben. Wéahrend P-Selektin in einer frithen
Phase die Adhésion von Plattchen an die Tumorzellen férdert, vermag leukozytéres
L-Selektin spéater die Ausbildung eines Leukozytenmantels um das Aggregat aus
Tumorzelle und Thrombozyten zu férdern. Dabei kann L-Selektin der Leukozyten
direkt mit den Tumorzellen interagieren, oder es kommt zur Bindung thrombozytaren
P-Selektins an leukozytares PSGL-1. Dadurch ist die schon beschriebene mechanische
Arrestvermittlung gefordert und auflerdem kénnen Leukozyten eine Briickenfunktion
zum Endothel hin einnehmen. Dazu ist es aber von No6ten, dass Endothelzellen
vermehrt Liganden fiir L-Selektin exprimieren. Ahnlich wie in entziindetem Gewe-
be kénnen Tumorzellen durch Sekretion von Zytokinen auch in nicht-lymphoiden
Organen zu einer vermehrten Bildung von L-Selektin-Liganden auf Endothelzellen

beitragen. Laubli et al. konnten genau diesen Mechanismus nachweisen [139].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die drei Selektine auf unterschied-
liche Art und Weise synergistisch zur Tumorzellmetastasierung beitragen koénnen.

Die beschrieben Zusammenhénge sind in Abbildung 2.8 dargestellt.

Thrombozyten

— P-Selektin
-

E-Selektin
Tumorzelle

L-Selektin

Leukozyt
P-Selektin-Ligand
L-Selektin-Ligand

E-Selektin-Ligand

P |
\E/
B

[0 I CIO I. IO I .I ‘]Endothelzellen

Abb. 2.8: Potentielle Selektin-Tumorzellinteraktionen.Tumorzellen exprimieren Li-
ganden fiir E-, L- und P-Selektin. Uber E- und P-Selektin kénnen sie in Kontakt mit
Endothelzellen treten, iiber P-Selektin dariiber hinaus mit Thrombozyten. Durch entspre-
chende tumorzellstindige L-Selektin-Liganden wird die Bindung an Leukozyten vermittelt.
Leukozyten exprimieren L-Selektin und binden Thrombozyten iiber thrombozytéres PSGL-
1. Nach Induktion endogener L-Selektin-Liganden ist die Wechselwirkung mit dem Endothel
moglich. Die Darstellung wurde modifiziert nach Borsig et al. [140].

27



2 Theoretischer Teil

2.2.2 Auswirkungen der Heparingabe auf den Verlauf von

Krebserkrankungen

Durch zahlreiche Arbeiten zur mechanistischen Funktion der Antikoagulation im
Rahmen von Krebserkrankungen weifl man, dass Tumorzellen selbst die Koagulation
aktivieren konnen. Die Bildung von Fibrin-Gerinsel am Ende der Koagulations-
kaskade ist direkt in das Tumorwachstum und in die Tumorverbreitung involviert.
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Transfektion eines Onkogens in
Leberzellen der Méuse nicht nur zur Ausbildung eines Leberkarzinoms fiithrte, son-
dern gleichzeitig mit einer Hyperkoagulation einherging, der vendése Thombosen
und schwere Blutungen folgten [141]. Deshalb wird der Hyperkoagulationsstatus,
der durch die Krebserkrankung hervorgerufen wird, als Hoch-Risikofaktor fiir die
Ausbildung thromboembolischer Komplikationen gesehen. Gleichzeitig beeinflusst die
Aktivierung des Koagulationssystems die Biologie der Tumorzellen selbst [142, 143].

Vor diesen Erkenntnissen stand das Wissen, dass thromboembolische Ereignisse ge-
hauft bei Krebserkrankungen auftreten. Durch Begleiterscheinungen bei der Therapie
von Krebserkrankungen wie Operationen, Chemotherapie, zentralvenosen Verweilka-
thetern, Immobilisation, Infektionen und Malnutrition ist die Gefahr, eine venose
Thromboembolie (VTE) zu erleiden, erhoht. Dariiber hinaus ist aber auch bekannt,
dass Patienten, die unter Metastasen leiden, ein 15fach erhohtes Thromboembolierisi-
ko haben als Patienten, bei denen noch keine Metastasen festgestellt werden konnten
[144]. Gleichzeitig stellt die VTE die zweithaufigste Todesursache bei Krebspatienten
dar [145]. Daher gehort die Thromboseprophylaxe und ggf. die Thrombosetherapie
zu den Standardmafinahmen im Rahmen der Therapie von Krebserkrankungen. Un-
fraktionierte Heparine (UFH!) galten lange als Medikation der Wahl und werden
nach und nach durch niedermolekulare Heparine (LMWH?'?) abgelost, die in ihrer
Anwendung als genauso effektiv wie UFH angesehen werden, aber seltener zu der
geftirchteten Nebenwirkung der heparininduzierten Thrombozytopenie fithren [146].
(Zur Struktur von Heparin und Unterschieden zwischen UFH und LMWH siche
Kapitel 2.2.4.) Die initiale Gabe von Heparin und anschlieBender Rezidivprophylaxe
mit oralen Antikoagulantien wird als weniger effektiv angesehen und bringt aufferdem
eine hohere Blutungsneigung bei den Patienten mit sich [147, 148].

Inzwischen ist die Heparingabe zur Thromboseprophylaxe im Rahmen von Krebs-
therapien in die Behandlungsrichtlinien aufgenommen worden, wobei vorgesehen ist,
alle hospitalisierten Patienten mit LMWH zu behandeln und eine Rezidivprophylaxe

fiir drei bis sechs Monate durchzufiihren. Bei andauernder Krebserkrankung soll

Mengl. Unfractionated Heparin
15engl. Low Molecular Weight Heparin
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2.2 Die hamatogene Metastasierung

den Richtlinien entsprechend auch die Gabe von LMWH fortgesetzt werden [149].
Da das hamostatische System an Tumorwachstum und Entwicklung beteiligt ist,
wurde versucht in klinischen Studien nachzuweisen, dass die beschriebenen positiven
Effekte einer Heparingabe auf den Krankheitsverlauf auf einen antineoplastischen
Effekt zurtickzufiihren sind. In den 80er und 90er Jahren des letzten Jahrhunderts
konnte mithilfe von retrospektiven Evaluierungen gezeigt werden, dass Krebspatien-
ten durch die perioperative Prophylaxe mit UFH im Vergleich zu Patienten, denen
keine Prophylaxe zuteil wurde, einen Uberlebensvorteil hatten [150]. Diese Patienten
hatten aber nicht nur eine hohere 3-Jahres-Uberlebensrate, sondern starben auch
seltener an Metastasen als die Patienten der Kontrollgruppe. Lebeau et al. konnten
dariiber hinaus zeigen, dass Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom auf die
entsprechende Chemotherapie besser ansprachen, wenn gleichzeitig UFH verabreicht
wurde im Vergleich zu Patienten, die nicht mit UFH behandelt wurden (37% vs.
23%, p = 0,04). Eine Uberlebenszeitverlingerung unter Heparingabe konnte eben-
falls gezeigt werden, wobei diese nur fiir Patienten im frithen Krankheitsstadium
signifikant war (p = 0,03) [151]. Smorenburg et al. setzten sich 1999 in einem Review
kritisch mit den Ergebnissen der eben genannten Studie und weiterer Studien zur
Wirkung von UFH bei Krebspatienten auseinander. Nach Diskussion aller methodisch
korrekt durchgefithrter Studien zu diesem Thema kamen sie zu dem Schluss, dass
die positiven Effekte einer UFH-Gabe auf die Uberlebenszeit von Krebspatienten

nicht zweifelsfrei nachgewiesen seien [152].

Im Gegensatz zu der nicht ganz eindeutigen Datenlage fiir die Anwendung von
UFH konnten positive Effekte bei der Verwendung von LMWH in der Krebstherapie
in verschiedenen klinischen Studien nachgewiesen werden. Zuerst zeigten zwei Meta-
Analysen klinischer Studien, in denen UFH gegen LMWH zur Initialbehandlung
von VTE eingesetzt wurde, eine Reduktion der Mortalitat bei der Krebsbehandlung
unter LMWH [153, 154]. Auf dieser Grundlage wurden randomisierte, prospektive
Studien durchgefiihrt, deren priméirer Endpunkt die Uberlebenszeit von Patienten
ohne VTE unter LMWH-Gabe war. Dabei wurden verschiedene Tumorzelltypen,
Krankheitsstadien und andere prognostische Variablen herangezogen. Nach einer
Pilotstudie durch Wojtukiewicz et al. mit 27 Melanom-Patienten, in der die Ergeb-
nisse der Meta-Analysen nachvollzogen werden konnten [155], waren es vor allem
zwei grofl angelegte Studien aus den Jahren 2004 und 2005, die durch ihr prospek-
tives, randomisiertes, placebo-kontrolliertes Studiendesign valide Erkenntnisse zur
antineoplastischen Wirkung von LMWH lieferten. In der FAMOUS!®-Studie wurden

385 Patienten mit vorangeschrittenen soliden Tumoren verschiedener Typen tég-

6engl. Fragmin Advanced Malignancy Qutcome Study
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lich mit 5000 [.E.-anti-Xa s.c. Dalteparin behandelt und mit einer Placebo-Gruppe
verglichen, wobei keiner der Patienten im Vorfeld Anzeichen thromboembolischer
Ereignisse zeigte. In der Uberlebenszeit nach einem, zwei und drei Jahren konnte fiir
die Verumgruppe ein Uberlebensvorteil festgestellt werden, der allerdings nicht signi-
fikant unterschiedlich zur Placebo-Gruppe war. In einer Post-hoc Subgruppenanalyse
konnte aber gezeigt werden, dass Patienten mit einer guten Prognose (Uberlebenszeit
> 17 Monate) durch LMWH-Gabe einen signifikanten Uberlebensvorteil nach zwei
und drei Jahren verglichen mit der Placebo-Gruppe aufwiesen (p = 0,03) [156].
In der MALT'-Studie konnten Klerk et al. ebenfalls einen Uberlebensvorteil von
Krebspatienten mit fortgeschrittenen und metastasierenden Tumoren durch Gabe des
LMWH Nadroparin feststellen [157]. Altinbas et al. wiesen nach, dass die Gabe des
LMWH Dalteparins in Kombination mit einer Chemotherapie zu einem Uberlebens-
vorteil im Vergleich zu der alleinigen Durchfiihrung der Chemotherapie bei Patienten
mit kleinzelligem Bronchialkarzinom unterschiedlicher Stadien und ohne VTE fiihrte
(13,0 Monate vs. 8,0 Monate) [158]. Die beschriebenen Studien belegen den Nutzen
der Heparingabe bei Krebspatienten. Die Tatsache, dass vor allem Patienten ohne
bestehende Metastasen eine Uberlebenszeitverlingerung aufwiesen, gibt Hinweise auf
den Wirkmechanismus, der dem Nutzen zu Grunde liegt und der in der Hemmung der
Metastasierung zu vermuten ist. Durch eine Vielzahl von Tierexperimenten konnte
gezeigt werden, dass die Heparingabe eher die Metastasierung als den Primartumor
beeinflusst [159].

Die klinischen Daten weisen trotz des zuweilen unterschiedlichen Studiendesigns
einen positiven Effekt des Heparins fiir Krebspatienten nach. Diese Wirkung, die
sich noch meist lange nach dem Therapieende duflert, kann nicht allein auf den anti-
koagulatorischen Effekt zuriickzufiithren sein, da der Therapiezeitraum meist recht
limitiert ist [157]. Zwar konnte schon in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts
fir die antikoagulatorische Therapie mit dem Vitamin K-Antagonisten Warfarin
ein antineoplastischer Effekt bei der Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms
nachgewiesen werden [160], fiir andere Krebsarten konnte ein solcher Nachweis in
spateren Studien allerdings nicht erbracht werden [161]. Wahrend die Interpretation
der Daten der beschriebenen Studien zuweilen nicht zu eindeutigen Aussagen fiihrt,
konnte im Mausmodell und in verschiedenen in vitro-Studien ein klareres Bild ge-
zeichnet werden. Verschiedene Studien zur Heparinwirkung in Mausen belegen einen
antimetastatischen Effekt sowohl fiir UFH als auch fiir LMWH fiir Zelllinien muriner
oder humaner Herkunft. Derartige Studien wurden fiir Kolonkarzinom-, Melanom-,

Lungenkarzinom- und Mammakarzinomzelllinien durchgefithrt [150, 159, 162]. In

7engl. Malignancy And Low Molecular Weight Heparin Therapy
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2.2 Die hamatogene Metastasierung

vielen dieser Mausmodelle wurden den Méusen Tumorzellen direkt in das venose
Blutsystem gespritzt. Bei dieser Methode kann die Heparinwirkung zu ganz bestimm-
ten Zeitpunkten untersucht und die moglichen beteiligten Wechselwirkungen auf eine
iibersichtliche Anzahl begrenzt werden. So konnte die Metastasenbildung muriner
Melanomzellen durch eine einzige Injektion von UFH oder LMWH signifikant gesenkt
werden [129, 163, 164]. In vielen dieser Studien wurden UFH und LMWH in unphy-
siologisch hohen Konzentrationen eingesetzt, aber auch in Studien zur Metastasierung
von Kolonkarzinom- und Melanomzellen mit klinisch relevanten Dosierungen konnte
eine antimetastatische Wirkung durch Heparingabe nachgewiesen werden [165, 166].
Der Zeitpunkt der Heparingabe scheint ein wichtiger Faktor in derartigen Studien zu
sein, da die Heparingabe unmittelbar vor Tumorzellinjektion zu einem Effekt fiihrt,
wéahrenddessen die Heparinapplikation 24 Stunden vor Tumorzellinokulation keine
antimetastatische Wirkung hervorruft [129, 162, 164]. Diese und weitere Tiermo-
delle zur antimetastatischen Wirkung von Heparin sind ausfiihrlich bei Niers et al.
zusammengefasst [159].

Heparin ist eine komplexe Mischung aus Glucosoaminoglykanen und weist eine
Vielzahl biologischer Funktionen auf [162, 167-170]. An dieser Stelle seien nur einige

genannt, die im Rahmen von Krebserkrankungen eine Rolle spielen kénnen.

e Antikoagulation

e Freisetzung von Inhibitoren des Wachstumsfaktor-Freisetzungs-Wegs (TFPI'®)

e Inhibition der Angiogenese

e Modulation der Proteasenaktivitiat und von Komponenten der extrazellularen
Matrix

e Bindung von Wachstumsfaktoren

e Inhibition der Heparanase

e Inhibitor Selektin-abhéngiger Interaktionen

Bei néherer Betrachtung der schon beschriebenen Tierexperimente zeigt sich, dass
einige der erwdhnten Heparinwirkungen hier nicht in Frage kommen. Wenn Tumor-
zellen direkt in die Blutbahn injeziert werden, ist der Kontakt zu Bestandteilen des
Blutsystems oder Endothelzellen dominant und so auch als Wirkort fiir Heparin
anzusehen. Heparin wird aber nach seiner Gabe innerhalb weniger Stunden aus dem
systemischen Blutkreislauf entfernt, so dass seine Wirkung auf die Angiogenese oder
die Bindung von Wachstumsfaktoren in dieser frithen Phase von untergeordneter
Relevanz sein diirfte [171]. Das Pentasaccharid Fondaparinux besitzt die antikoagula-

torische Wirksamkeit des Heparins. Thm fehlen aber viele weitere Heparinwirkungen,

8engl. Tissue Factor Pathway Inhibitor
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und es zeigte in Studien auch kein antimetastatisches Potential [165]. Aufgrund der
derzeitigen Studienlage ist es naheliegend, dass die antimetastatische Wirkung des
Heparins nicht alleine mit der Antikoagulation zu erkléren ist. Adhésionsrezeptoren
wie Selektine sind die naheliegendsten Zielstrukturen fiir die Heparinbindung, denn
sie sind nachweislich im Prozess der hamatogenen Metastasierung beiteiligt (siehe
Kapitel 2.2.1) und stellen dartiber hinaus Bindungspartner fiir Heparin dar. Dieser

Zusammenhang soll im folgenden Kapitel naher beleuchtet werden.

2.2.3 Selektinblockade durch Heparin als antimetastatischer

Mechanismus

In Kapitel 2.2.1 wurde beschrieben, inwiefern die Wechselwirkung von Tumorzellen
und Selektinen einen Beitrag zur hamatogenen Metastasierung leistet. Von Heparin
weifl man seit Ende der achtziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts, dass es ein
potenter Selektinligand ist. Skinner et al. wiesen als erste die Bindungsfahigkeit
von Heparin an P-Selektin nach und zeigten, dass auch andere sulfatierte Glykane
wie Fucoidan oder Dextransulfat P-Selektin zu binden vermégen und Heparin von
der Bindungsstelle verdréngen konnen [172]. Noch vor der Aufklarung der Struktur
des PSGL-1 war bekannt, dass Heparin neben den anderen genannten Glykanen,
die Bindung von Neutrophilen an P-Selektin inhibiert. Somit konnten strukturelle
Voraussetzungen fiir die P-Selektin-Bindungsfahigkeit postuliert werden, noch bevor
man die eigentliche Struktur des nativen P-Selektin-Liganden kannte [173].

Auf die Bedeutung Selektin-defizienter Mause wurde unter anderem in Kapitel
2.2.1 eingegangen. Durch sie konnte die Bedeutung dieser Adhésionsrezeptoren fiir
die Tumorzellmetastasierung gezeigt werden. Mit den gleichen Modellen konnte auch
die Potenz von Heparin als Inhibitor Selektin-vermittelter Metastasierungsvorgénge
nachgewiesen werden. So zeigen Wildtypmause, denen 30 Minuten vor der Injektion
von Tumorzellen Heparin gespritzt wurde, eine ahnliche Reduktion der Lungenmeta-
stasen wie P-Selektin-defiziente Méuse. Die Kombination aus P-Selektin-Defizienz
und Heparingabe fithrte dagegen nicht zu einer weiteren Reduktion der hdmatogenen
Metastasierung. Derartige Experimente zeigen, dass Selektindefizienz und Heparinga-
be am gleichen Punkt des metastatischen Geschehens eingreifen. Durch Bindung
an P-Selektin kann Heparin die Bildung von Thrombozyt-Tumorzell-Mikroemboli
unterdriicken. Der antimetastatische Effekt duflert sich aber nicht nur im Zeitrahmen
des Experimentes. Auch nach sechs Wochen zeigen Méuse, die vor der Tumorzellin-
jektion Heparin erhalten haben, weniger metastatische Herde in der Lunge als die
Kontrollgruppe [171]. Um diesen ungewohnlichen Effekt zu erklaren, wird im Kapitel
4 der mogliche Einfluss der Bindungskinetik diskutiert.
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Da Heparin Bindungsfahigkeit sowohl zu L- als auch zu P-Selektin besitzt, ist
die isolierte Untersuchung der Heparinwirkung an beiden Rezeptoren fiir das wei-
tere Verstandnis wichtig. Ahnlich der P-Selektin-Defizienz folgt auch aus der L-
Selektin-Defizienz in Méusen eine geringere Metastasierungsneigung. Die Bildung
von Mikroemboli aus Tumorzellen und Thrombozyten ist bei L-Selektin-defizienten
Ma&usen nicht beeinflusst, da sie P-Selektin vermittelt ist. Durch Heparingabe ist in
L--Mausen eine weitere Reduktion der Metastasenbildung moglich, die bei P-Mausen
nicht erfolgt. In diesem Modell nehmen Leukozyten als mogliche Partner bei der
Selektin-vermittelten Thrombenbildung eine entscheidende Rolle ein. In Kapitel
2.2.1 wurde erwahnt, dass L- und P-Selektin zu unterschiedlichen Zeiten bei der
Tumorzellmetastasierung ihre Wirkung entfalten. Dadurch lésst sich auch erkléren,
dass eine L-Selektin-Blockade durch Heparin idealerweise sechs bis 18 Stunden nach
Tumorzellinjektion erfolgt (zur Hemmung von P-Selektin 30 Minuten vor der Tu-
morzellinjektion). Ubertrigt man diese Erkenntnisse auf ihre klinische Relevanz, so
wird klar, dass nur die Inhibition beider Selektine zu unterschiedlichen Zeitpunkten
des Metastasierungsgeschehens zu einem Therpaieerfolg fithren kann. Fiir Patienten
im fortgeschrittenen Krankheitsstadium, bei denen bereits Tumorzellen in die Blut-

bahn gelangt sind, gestaltet sich ein Eingreifen durch Heparin dagegen schwieriger

128, 139].

Bei den beschriebenen Modellen zur Untersuchung der Heparinwirkung konnte
in Méusen mit L- und gleichzeitiger P-Selektin-Defizienz durch die Heparingabe
kein weiterer antimetastatischer Effekt festgestellt werden. Hier spielen also die
zusatzlichen Heparinwirkungen, die in Kapitel 2.2.2 beschrieben wurden, keine
Rolle. Allerdings lassen sich diese Erkenntnisse nicht auf die klinische Relevanz im
Allgemeinen zuriickprojezieren, da die verwendeten Tumorzelllinien ihr metastatisches

Potential vor allem iiber ihre Selektinbindungsfahigkeit vermittelten.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Heparin seine nachweisbare
antimetastatische Aktivitdat durchaus durch die Blockade von L- und P-Selektin-
vermittelten Adhéasionsvorgéangen entfalten kann, wihrend es keine Affinitat zu E-
Selektin aufweist. Die Untersuchung der Heparinbindung auf molekularer Ebene und
die Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen kann zum einen zum Verstindnis
der Selektinblockade beitragen und zum anderen zum Design von Heparinabkémm-

lingen fiihren, die ihre Wirkung vor allem iiber die Selektinblockade vermitteln.
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2.2.4 Aufbau, Vorkommen und strukturelle Anforderungen des

Heparins an die Selektinblockade

Heparin ist ein polydisperses Gemisch linearer Glucosaminoglykane. Die Struktur wird
aus einem Disaccharid-Grundbaustein gebildet, der unterschiedlich zusammengesetzt
sein kann. 75-90% der Disaccharide werden aus L-Iduronsdure und D-Glucosamin
gebildet. Andere mogliche Disaccharide zeichnen sich vor allem durch verdnderte
Sulfatierungsgrade und -muster aus. D-Glucuronsiaure, das Epimer der L-Iduronsaure,

und N-Acetylglucosamin seien als weitere mogliche Monosaccharide genannt.

0 S/O
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Abb. 2.9: Heparin. Das Disaccharid aus L-Iduronsédure und einem disulfatierten Glucosa-
min (R = H). Die Position 2-O der Iduronséure und die Position 3-O des Gluscosamins
koénnen sulfatiert oder desulfatiert vorliegen.

Endogen kommt Heparin in verschiedenen Organen des Menschen wie Milz, Leber,
Lunge, Darmmukosa, Thymus und Herz vor. Es wird in Granula von Mastzellen
und basophilen Granulozyten zusammen mit Histamin gespeichert und kann unter
Einwirkung von Proteinasen und Endoglykosidasen aus diesen freigesetzt werden. Die
physiologische Rolle des Heparins ist dabei bis heute noch nicht eindeutig geklart.

Heparin, das aus Schweinedarmmukosa oder Rinderlungen gewonnen wird, ist
seit iiber 70 Jahren das Therapeutikum der Wahl zur antikoagulatorischen Thera-
pie. Dabei differenziert man pharmakologisch zwischen unterschiedlichen Heparinen.
Unfraktioniertes Heparin (UFH) besteht aus 200 bis 300 Monosacchariden und
weist ein Molekulargewicht zwischen 5 und 30kD auf (mittleres Molekulargewicht
15kD). Seine antikoagulatorische Wirkung vermittelt es als vor allem als Kofak-
tor von Antithrombin III im Rahmen der Blutgerinnungskaskade. Durch Bindung
und Konformationsanderung verstérkt es dessen Wirkung bei der Komplexbildung
verschiedener Faktoren der Blutgerinnungskaskade (Faktoren Ila (Thrombin), IXa,
Xa, XIa und Xlla), die dadurch in ihrer proteolytischen Aktivitdt gehemmt werden.

Die Dosierung von UFH erfolgt in Internationalen Einheiten (I.E.), da Heparin als
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Substanzmischung mit unterschiedlichen Molekulargewichtsspektren produkt- und
chargenspezifische Wirksamkeiten aufweist. Dabei entspricht 1 mg UFH etwa 150 LE.

Das Européische Arzneibuch unterscheidet LMWH von UFH {iber deren Faktor Ila-
Aktivitdt und Molekiilmassenverteilung. Das Verhéltnis von Faktor Xa- zu Faktor I1a-
Aktivitdt muss demnach fiir LMWH mindestens gleich 1,5 sein. Die mittlere relative
Molekiilmasse und midnestens 60% der Molekiile miissen < 8kD sein [174]. Ihre
antikoagulatorische Wirkung vermitteln LMWH dabei durch Wechselwirkung mit
verschiedenen Hamostase-Parametern, vorwiegend durch die Hemmung von Faktor
Xa. Faktor Ila (Thrombin) wird durch LMWH deutlich weniger beeinflusst. Diese
Eigenschaft duflert sich vor allem in einer geringeren Blutungsneigung der Patienten.
Da LMWH eine hohere biologische Verfiigharkeit besitzen als UFH und dadurch eine
langere Wirksamkeit, gelten sie heute als Mittel der Wahl zur antikoagulatorischen
Therapie. LMWH werden durch Depolymerisation aus UFH gewonnen. Die Techniken,
die dabei zum Einsatz kommen, sind ausfithrlich bei Linhardt et al. beschrieben [175].
An dieser Stelle sollen Techniken erwéhnt werden, die fir in dieser Arbeit verwendete

Produkte zum Einsatz kommen:

e alkalische 3-Elimination von Heparin-Benzylester zur Herstellung von Enoxa-
parin (Clexane®)

e Desaminative Spaltung von Heparin aus Schweinedarmukosa mit salpetriger
Séure zur Herstellung von Nadroparin (Fraxiparin®)

e (-Elimination durch Heparinase von UFH zur Herstellung von Tinzaparin
(Innohep®)

Aufgrund der Heterogenitiat des Heparins versuchte man bald die Frage zu kléren,
welche Strukturmerkmale essentiell fiir die Bindung an Selektinen sind. Man kam
zu der Erkenntnis, dass molekulare Anforderungen, die fiir die antikoagulatorische
Wirkung des Heparins verantwortlich sind, sich von denen fiir die L- und P-Selektin-
Bindungsféhigkeit unterscheiden [176, 177]. Als wichtige strukturelle Parameter
wurden die Kettenlange und die Ladung der Heparinmolekiile determiniert. Koenig
et al. zeigten, dass UFH besser in der Lage sind, die Bindung von sLe* oder PSGL-1-
positiven Zellen an L- und P-Selektin zu inhibieren als LMWH und postulierten, dass
eine groflere Kettenlédnge eine verbesserte Selektinbindungsfahigkeit mit sich bringe.
Sie zeigten, dass UFH in 12-50fach geringeren Konzentrationen zur Selektininhibition
eingesetzt werden konnen als sie fiir die antikoagulatorische Wirkung notwendig sind
[107].

Neben der Kettenlange und damit einhergehenden dem Molekulargewicht ist die

Ladung des Heparins essentiell fiir die Selektinbindung. Durch Reduktion der Car-
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“19 erhalten, was zu

boxylgruppe des Heparins werden so genannte ,,CR-heparins
einem Verlust der L- und P-Selektin-Bindungsfahigkeit fiihrt. Bei der Reduktion
entsteht aus der Carboxylgruppe eine Hydroxylgruppe, die wiederum sulfatiert wer-

“20 erhalten wird, das durch die

den kann, so dass ein so genanntes ,,CRS-heparin
Sulfatierung seine L- und P-Selektin-Bindungstahigkeit wieder erhalt, gleichzeitig
aber keine antikoagulatorischen Eigenschaften mehr aufweist [178]. Uber die Sul-
fatierung des Heparins ist bekannt, dass die C'6-Sulfatierung des Glucosamins fiir
die Selektinbindung essentiell ist. Eine Desulfatierung der Positionen 2-O und 3-O
fithrt zu einem Verlust der antikoagulatorischen Heparinaktivitét, wobei die Selektin-
bindungsfahigkeit erhalten bleibt [179, 180]. Trotz der bisherigen Erkenntnisse zu
Struktur-Wirkungsbeziehungen von Heparin bei der Selektinblockade, ist es schwierig
ein umfassendes Bild zu zeichnen, da Heparin ein heterogenes Gemisch verschiedens-
ter Glucosaminoglykane darstellt. Die Untersuchung von Heparinzubereitungen mit
engerer Massenverteilung (LMWH), der Einsatz semisynthetischer Heparine oder
isolierter homogener Heparinfraktionen stellt verschiedene Ansatzpunkte zur weiteren

Aufklarung der Grundlagen der Heparin-Selektin-Wechselwirkung dar.

Waéhrend fiir die Interaktion von Selektinen und seinen nativen Liganden kinetische
Bindungsdaten vorliegen und man eine recht genaue Vorstellung vom Einfluss der
Bindungskinetik auf die Selektinfunktion hat (siche Kapitel 2.1.3), ist der Einfluss
der Kinetik auf die Heparin-Selektin-Bindung noch nicht hinsichtlich der Inhibition
der Tumorzellmetastasierung untersucht. Nur eine Arbeit berichtet iiber die Bestim-
mung von Bindungskonstanten der Heparin-P-Selektin-Bindung, ohne aber auf die
Auswirkungen fiir die Inhibitionseigenschaften néher einzugehen [181]. Eine derartige

Betrachtung soll in dieser Arbeit in Kapitel 4 angestellt werden.

Frau Dr. Juliane Fritzsche aus unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Heparin
die Tumorzelladhéasion von B16F10-Melanomzellen zu inhibieren vermag, obwohl we-
der Selektine noch Selektinliganden auf der Oberfléche dieser Zelllinie nachzuweisen
waren. Sie postulierte die Hemmung der Wechselwirkung des Integrins VL A-4 mit
seinem Liganden VCAM-1, nachdem Heparin sowohl die Adhésion von B16F10 an
immobilisierten Endothelzellen als auch an immobilisierten VCAM-1-Fc-Chiméren
unterdriicken konnte. Da die Untersuchung dieser Wechselwirkung auf molekularer
Ebene Teil dieser Arbeit sein wird, werden in den folgenden Kapiteln Integrine und
Integrinliganden vorgestellt sowie deren Beteiligung bei der himatogenen Metasta-

sierung und die Wechselwirkung mit Heparin beleuchtet.

Yengl. Carboxy Reduced heparin
20engl. Carboxy Reduced Sulfated heparin

36



2.3 Integrine

2.3 Integrine

2.3.1 Aufbau und Physiologie der Integrine

Die Selektin-vermittelte initiale Kontaktaufnahme, das Zellrollen und die Kinetik
der Selektine sind ein wichtiger Bestandteile fiir die Frithphase der Rekrutierung
von Leukozyten im Entziindungsgeschehen. Damit es aber zur Transmigration der
Leukozyten kommt, bedarf es der festen Adhésion am Endothel. Diese Aufgabe wird
durch die Adhésionsrezeptorfamilie der Integrine iibernommen.

Strukturell sind Integrine langgestreckte, nicht-kovalent verbundene o3-Heterodi-
mere. Jede Untereinheit hat eine verhéltnismaflig lange extrazellulire Doméne, eine
transmembranédre Doméne und eine kurze zytoplasmatische Doméne aus 20-27 AS.
In Wirbeltieren sind bislang 18 «- und acht 3-Untereinheiten identifiziert, deren
Kombination 24 verschiedene Integrine ergibt. Wahrend manche Untereinheiten nur
in einem einzigen Integrin anzutreffen sind, sind andere wie zum Beispiel die (31-
Untereinheit in 12 Integrinen oder die &V in fiinf Integrinen zu finden. Integrine
unterscheiden sich sehr in ihrer Ligandspezifitat. Die spezifische oo/ 3-Kombination ist
nicht nur fiir die Liganderkennung verantwortlich, sondern beeinflusst dariiber hinaus
die Verbindung zu Komponenten des Zytoskeletts oder die Signalweiterleitung. Die
Integrin-Zytoskelett-Verbindung (,,Integrierung“) ist namensgebend fiir diese Klasse
der Adhésionsrezeptoren.

Durch ihre Expression auf der Auflenseite der Zellen und der gleichzeitigen Ver-
bindung zum Zytoskelett konnen Integrine die Rolle von Schnittstellen einnehmen,
die durch Ligandinteraktion den Zellen Informationen tiber ihre Lokalisation im
Gewebe und ihr zelluléres Umfeld geben konnen [182]. Integrine vermitteln den Zu-
sammenhalt von Gewebeverbéanden und die Steuerung von Bewegung und Wachstum.
Die genannten Funktionen kénnen unter dem Begriff Zell-Matrix-Wechselwirkungen
zusammengefasst werden. In ihrer Rolle als Adhéasionsrezeptoren vermitteln sie
Zell-Zell-Wechselwirkungen.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten die unterschiedlichen Integrine zu gruppieren.
Eine dieser Moglichkeiten ist die Einteilung anhand ihrer {3-Untereinheiten. (31-
Integrine sind auf nahezu allen Zelltypen exprimiert und vermitteln vor allem Zell-
Matrix-Wechselwirkungen. Zu den Liganden zahlen entsprechend Molekiile der EZM
wie Fibronektin, Vitronektin, Laminin, Osteopontin, Knochen-Sialoprotein und
Kollagen [183]. Eine Ausnahme dieser Gruppierung stellt das Integrin adp1 (VLA-421)
dar, das in Kapitel 2.3.3 ausfiihrlich vorgestellt wird. Es bindet neben Fibronektin

auch VCAM-122, einen Liganden aus der Immunglobulin-Superfamilie.

22engl. Vascular Cell Adhesion Molecule-1
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Wiéhrend (31-Integrine ubiquitér anzutreffen sind, ist die Expression der (32- und
der 37-Untereinheit auf Leukozyten beschrankt, so dass die zweite grofile Gruppe die
[32-Integrine darstellen. Zusétzlich zu den beiden genannten sind auf Leukozyten auch
Integrine mit 31-, 33- und B7-Untereinheiten zu finden [184]. Wichtige Vertreter der
B2-Integrine sind das Lymphozyten-Funktion-assoziierte Antigen-1 («L32, LFA-123)
und das Macrophagen-Antigen-1 («MB2, Mac-1?*). Wihrend LFA-1 konstitutiv auf
allen Leukozyten vorhanden ist, wird Mac-1 in Speichergranula der Granulozyten
und Monozyten vorgehalten und bei Aktivierung freigesetzt [185]. Liganden dieser
Integrine sind vor allem in der Gruppe der ICAM? zu finden, der Interzelluldren
Adhéasionsmolekiile. Wahrend ICAM-1 durch Zytokine induzierbar ist, werden ICAM-
2 und ICAM-3 konstitutiv exprimiert.

Im Folgenden soll kurz auf den Aufbau der Integrine eingegangen werden. Die «-
Untereinheit besitzt als wesentliche Strukturelemente den (3-Propeller, die I-Doméne,
die Stelzenregion, die transmembranére und die zytoplasmatische Doméne. Sieben
Segmente mit jeweils 60 AS am N-terminalen Ende der «-Untereinheit bilden den f3-
Propeller, dessen Konformation ihm einen scheibenférmigen Aufbau verleiht. Nur
neun der a-Untereinheiten (L, oM, aX, aD, «E, a1, 2, «10 und «11) besitzen
die 200 Aminosauren lange I-Doméne, die in verschiedenen Arbeiten auch als von-
Willebrand-Faktor-A-Doméne bezeichnet wird. Die I-Doméne ist dabei zwischen
die B-Faltblatter IT und III des B-Propellers inseriert. Bei Integrinen mit diesen
o-Untereinheiten bildet die [-Doméne die wichtigste, bei einigen die ausschlielliche

Bindungsdoméne.

Die Ligandbindung wird koordinativ tiber zweiwertige Metallionen ausgebildet.
Die Teilbereiche der I-Doméne, die an koordinativen Bindungen zu den Metallionen
beteiligt sind, werden Metallionen-abhéngiges-Bindungsmotiv (MIDAS?%) genannt.
Uber das MIDAS-Motiv und die koordinative Bindung zu zweiwertigen Metallionen
konnen negativ geladene Regionen der Liganden gebunden werden. Die Verbindung
zwischen [-Doméane und dem [-Faltblatt des -Propellers wird tiber eine flexible
Kette aus 20 AS hergestellt. Der hohe Serinanteil dieses Verbindungsstiicks sorgt
fiir eine gewisse Flexibilitdt und Beweglichkeit, die fiir die Rezeptoraktivierung von
Bedeutung ist. Integrine ohne I-Doméne werden als Non-al-Integrine bezeichnet. Die
Ligandbindung bei diesen Integrinen wird iiber den 3-Propeller der o-Untereinheit
und die B-Untereinheit vermittelt. An den B-Propeller schlieft sich die 170 A lange

23engl. Lymphocyte Function-associated Antigen-1
24engl. Macrophage Antigen-1

25engl. InterCellular Adhesion Molecule

26engl. Metal Ion-Dependent Adhesion Site
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2.3 Integrine

Stelzenregion an, die die Verbindung zur transmembraniren Doméne darstellt und
hauptverantwortlich fiir die Reichweite der o-Untereinheit ist.

Die -Untereinheit besitzt ebenfalls das MIDAS-Motiv, das in einer Region einge-
bettet ist, die mit der [-Doméne der o-Untereinheit eine gewisse Sequenzhomologie
aufweist und deshalb als I-dhnliche Doméne bezeichnet wird. Bei Non-o-I-Integrinen
bildet die I-dhnliche Doméane zusammen mit dem (-Propeller der o-Untereinheit die
Bindungsdoméne. An die Stelzenregion der [3-Untereinheit schlieit sich eine kurze
Aminosiuresequenz an, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zum epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF?") als I-EGF-Domine bezeichnet wird und eine wichtige Rolle
bei der Integrinaktivierung spielt. Abbildung 2.10 stellt den Aufbau der Integrine

schematisch dar.

inserierte I-Domine
(bei a1, a2, 010, a11, oD, oE, aL, oM, a.X)

MIDAS-Motiv ﬁ

transmembranéire Domiine

s ) 7 ' | ) ) ¥ 1) v oo

p-Propeller |

Stelzenregion zytoplasmatische
Domine
MIDAS-Motiv yd N
B-Untereinheit NHZ@:é 5 m Hﬁ:com
I-éhnliche I-EGF-Domiine

Domiine

Abb. 2.10: Schematischer Aufbau der Integrine. Die Darstellung zeigt den sche-
matischen Aufbau des Integrin-Heterodimers mit den einzelnen Doménen. Darstellung
modifiziert nach Mould [186] und Shimaoka [187].

Integrine unterliegen komplexen Mechanismen zur Regulierung ihrer Ligandaffinitat
und -aviditat. Durch einen Prozess, der als ,inside-out signalling® bezeichnet wird,
konnen Stimuli anderer Rezeptoren, ausgelost durch Zytokine auf der Seite der
zytoplasmatischen Doméne, Signalwege induzieren, die die Affinitdat der Integrine
oder ihre Prasentation auf der Zelloberflache in kiirzester Zeit verdndern. Im Rahmen
der Immunantwort und bei Entztindungsprozessen ist diese Form der Aktivierung
von Integrinen auf Leukozyten und Thrombozyten von besonderer Wichtigkeit,
denn deren schnelle Wirkungsvermittlung bei diesen Prozessen ist essentiell fiir die

physiologische Funktion.

2Tengl. Epidermal Growth Factor
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Experimentelle Affinitéits- und Aviditatsveranderungen kénnen auflerhalb der Zel-
len durch zweiwertige Kationen wie Mn?* oder Ca?*, aber auch durch Antikérper
oder Phorbolester ausgelost werden. Die Anwesenheit der genannten Stoffe sorgt fiir
eine Konformationsanderung des Integrins, die mit einer starken Affinitdtsénderung
einhergeht. Am Beispiel der al.-I-Doméne konnte gezeigt werden, dass sich die so
genannte geschlossene und die offene Konformation in ihren Kp-Werten fiir die
Bindung ihres natiirlichen Liganden unterscheiden. Fiir die geschlossene Konforma-
tion wurde ein Kp-Wert von 2mM bestimmt, wahrend die offene Konformation
einen Kp-Wert von 200 nM besitzt. Neben diesen beiden Extremen werden multi-
ple Zwischenstadien sowohl fiir die Konformation als auch fiir die resultierenden

Gleichgewichtsdissoziationskonstanten postuliert [187].

Verschiedene Arbeiten beschéaftigen sich mit der molekularen Basis dieser Affini-
tatsveranderung und unterschiedliche Modelle vermégen sie zu beschreiben. Durch
Bewegung des C-terminalen Linkers, der I-Doméane und (3-Propeller verbindet, kon-
nen die [-Domaéne der «-Untereinheit und die I-ahnliche Doméne der (3-Untereinheit
in rdumliche Néhe zueinander treten und so die Affinitat der I-Doméne beeinflus-
sen. Dieses Modell wird als Glockenseilmodell (engl. ,bell-rope model“) bezeichnet

187, 188].

Ein weiteres Modell ist das so genannte Klappmessermodell (engl. ,switchblade-
like model®), das die Situation beschreibt, dass die I-Doméne, der 3-Propeller und
die I-dhnliche Domaéane im inaktiven Zustand der Zellmembran zugewandt sind.
Durch Bewegungen in den I-EGF-Modulen und den Stelzenregionen kommt es zu
einem Aufrichten des gesamten Integrins und dadurch zu einer Zuwendung der

Bindungsdoménen in Richtung potentieller Liganden [189].

Neben der Beeinflussung der Affinitét eines einzelnen Rezeptors konnen Prozesse,
die zu multivalenten Interaktionen fithren die Aviditat der Rezeptorbindung stark
regulieren. Als Beispiel sei das Clustern vieler Rezeptoren zu einem so genannten
,Patch® genannt [190]. Im Falle der Integrine muss dazu deren Verbindung zum
Zytoskelett kurzzeitig gelost werden, woran sich eine laterale Diffusion entlang der
Zellmembran anschlieit, die zur Ausbildung von so genannten ,,Microclustern® fiihrt,
die sich im weiteren Verlauf dann zu grofleren ,,Cluster-Patches® zusammenlagern
[191].

Als ,outside-in signalling” werden Prozesse bezeichnet, bei denen die Ligandbin-
dung und die anschlieende Clusterung der Rezeptoren die Signalwege im Zellinneren
beeinflussen. Also Folge des ,joutside-in signalling® werden Morphologie, Wachstum

und Differenzierung der Integrin-exprimierenden Zellen beeinflusst [192].
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Das Zusammenspiel von Affinitdtserhohung durch Konformationsinderung und
Aviditatserhohung durch Clustern ist noch nicht vollstandig verstanden. Es ist leicht
vorstellbar, dass durch die Anwesenheit vieler Bindungspartner fiir einen Liganden
in Form von Clustern die Wahrscheinlichkeit erhoht ist, eine Bindung eingehen zu
konnen. Diese Vorstellung deckt sich mit Erkenntnissen von Bazzoni et al., die postu-
lierten, dass die maBgebliche Avidititserhéhung nicht durch konformelle Anderungen
innerhalb der Integrine hervorgerufen wird, sondern durch die Clusterung nach erfolg-
ter Ligandbindung [193]. Die Reihenfolge von Konformationsianderung und sich daran
anschliefender Clusterung lésst andere Autoren aber zu dem Schluss kommen, dass
die Zeit, die zwischen Ligandbindung und Clusterung liegt, zu lange ist, um wirklich
physiologische Relevanz im Zelladhésionsprozess zu haben. Die Bindungsaffinitét
zwischen Integrinen und Liganden muss innerhalb von Sekunden erhoht werden, um
zirkulierende Zellen erreichen zu konnen. Somit wére die Affinitétsverdnderung durch
Konformationsédnderung die Voraussetzung fiir die Zellbindung, wéhrend die spéter

einsetzende Clusterung die Zelladhésion nur noch zu stabilisieren vermag [187, 191].

2.3.2 Integrinliganden

Die meisten Integrin-Ligand-Paare wurden entweder durch Affinitatschromatographie
oder durch Subtyp-spezifische Antikorper gefunden. Zusatzlich konnten diese Daten
durch direkte Protein-Protein-Bindungsassays unterstiitzt werden. Eine Mdoglichkeit,
die Vielzahl der Integrin-Ligand-Wechselwirkungen zu ordnen, ist die Einteilung
in vier Hauptklassen aufgrund der strukturellen Gemeinsamkeiten von Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen. Diese Klassen stehen in keinem Zusammenhang mit der

evolutionédren Entwicklung der Wechselwirkung [183].

RGD-bindende Integrine

Alle fiinf oV-Integrine, zwei 1-Integrine (531 und a8f1) und «IIbf3 binden
Liganden, die das Tripeptid bestehend aus Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) in ihrer
Bindungsdoméne aufweisen. RGD findet sich vor allem in Proteinen der EZM.
Die Bindung von Integrin-tragenden Zellen an RGD verhindert, dass die Zellen
die Anoikis eingehen wie sie fiir Zellen, die sich auflerhalb ihres Gewebeverbandes
befinden, iiblich ist. Es sei am Rande bemerkt, dass 16sliche RGD-Tripeptide als
mogliche Inhibitoren von Angiogenese, chronisch entziindlichen Erkrankungen und
auch der Metastasierung untersucht werden, weil sie durch Bindung an Integrine

deren Adhasion an die EZM unterdricken konnen und dadurch zur Anoikis der Zellen
fihren [194].
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Im Falle der physiologischen Funktion der RGD-Tripeptide kommt es zur Bindung
an eine Oberfliche zwischen der - und der (-Untereinheit, wobei das Arginin
des RGD in eine Bindungstasche des 3-Propellers der o-Untereinheit passt, und
Aspartat tiber eine kationische koordinative Bindung an die I-dhnliche Doméne der
B-Untereinheit bindet [195, 196]. Eine Vielzahl von Proteinen der EZM besitzen das
RGD-Motiv, als Beispiele seien Fibronektin, Vitronektin, von-Willebrand-Faktor und
Thrombospondin genannt. Obwohl das Bindungsmotiv bei allen Bindungspartnern
gleich ist, unterscheiden sich die Wechselwirkungen bei verschiedenen Integrinen
in ihrer Affinitat. Dies ist auf Unterschiede in der Prézision mit der RGD seine
Bindungsmotive auf der o- und [3-Untereinheit verschiedener Integrine binden kann,

zuriickzufithren [183].

LDV-bindende Integrine

LDV ist ein Tripeptid bestehend aus Leucin-Aspartat-Valin. Am bekanntesten ist
sein Vorkommen in einer Spleifivariante des Fibronektins und wird vor allem durch
das odP1-Integrin (VLA-4) erkannt [197]. AuBlerdem binden o437, a9f1, die vier
Mitglieder der $2-Familie und «ER7 LDV-Sequenzen in ihren Liganden. Obwohl
strukturell sehr unterschiedlich zum RGD-Motiv, ist die Funktion des LDV-Motivs
ahnlich. Ein Austausch von RGD durch Mutagenese zu LDV durch Tselepis et al. im
Schlangengift-Desintegrin Kistrin fiihrte zu einem Verlust der Bindungsfahigkeit an
die physiologischen Liganden V33 und o531 und gleichzeitig zur Bindungsfahigkeit
an a4fB1, das durch Kistrin physiologisch nicht erkannt wird [198]. Als Desintegrine
werden Proteine bezeichnet, die als Antagonisten Integrine binden und dadurch zu
einem Verlust der Zellbindungsfahigkeit fiihren. Das Schlangengift Kistrin sorgt zum
Beispiel zu einer Unterdriickung der «IIb3 (GPIIb/IIIa)-induzierten Plattchen-
aggregation und wurde als Therapeutikum bei arteriellen Thrombosen untersucht
[199].

Holomoge des LDV finden sich auch in Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie
wie VCAM-1 [200] und MAdCAM-1[183]. Der genaue Bindungsort fur das LDV-
Motiv an Integrinen ist noch nicht aufgeklért, aber es wird als sehr wahrscheinlich
angesehen, dass LDV an ahnlichen Stellen bindet wie RGD. Der Einbau von LDV
und RGD in nicht-adhésive Proteine wie Staphylokokkus-Protein A fiihrt zu einer
Zellbindungsfahigkeit dieses Proteins [201].

2-Integrine, die exklusiv auf Leukozyten exprimiert werden und dadurch fiir
die Extravasation der Leukozyten im Rahmen der Adhésionskaskade und fir das
,homing“ der Lymphozyten zustédndig sind, binden ihre Liganden hauptséachlich durch

eine Interaktion mit der I-Doméne der «-Untereinheit. Der zu Grunde liegende Me-
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chanismus ist fiir die Interaktion zwischen der &L-I-Doméne und ICAM-1 ausfiihrlich
beschrieben [202]. Obwohl der Bindungsmechanismus sehr verschieden vom bisher
beschriebenen LDV-Bindungsmechanismus ist, sind die Bindungsdoménen der Ligan-
den dem LDV-Motiv sehr dhnlich. Der Hauptunterschied liegt darin, dass 31- und
7-Integrine Aspartat zur Koordination des Kations nutzen, wahrend (32-Integrine
die Koordination tiber Glutamat ausbilden.

Weitere Integrinligandklassen seien an dieser Stelle nur der Vollstéandigkeit halber

erwahnt.

e [-Doménen-f1-Integrine (zeichnen sich durch ihre Laminin- und Kollagen-
Bindungsféhigkeit aus [203])

e Laminin-bindende Integrine ohne I-Doméne [183]

e weitere Integrin-Ligand-Interaktionen (wie die Bindungsféhigkeit an Heparin,
die in Kapitel 2.3.5 erlautert wird)

Abbildung 2.11 verdeutlicht die méglichen Kombinationen von «- und [3-Unterein-

heiten der Integrine und die Zuordnung der Ligandklassen.

| Kollagen-Rezeptoren | Leukozyten-spezifische

Rezeptoren

| Laminin-Rezeptoren |

Abb. 2.11: Integrin-Kombinationen und Ligandklassen. {31-Integrine bilden die
grofite Gruppe der Integrine und vermitteln vor allem Zell-Matrix-Wechselwirkungen:
weif: Kollagen- und Laminin-bindende Integrine, orange: ausschlieflich Laminin-bindende
Integrine. Die gelb unterlegten Integrine werden exklusiv auf Leukozyten exprimiert. Griin
unterlegte o-Untereinheiten: LDV-bindende Integrine. Blau: RGD-Motiv-aufweisende Inte-
grine. Abbildung modifiziert nach Hynes et al. [204].
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2.3.3 Integrin VLA-4 und VCAM-1

Das Integrin VLA-4 (o431, CD49d/CD29) gehort zur VLA-Proteinfamilie. Der
Begriff VLA leitet sich vom Englischen ,very late activation antigen“ ab und cha-
rakterisiert die Eigenschaft der Mitglieder dieser Proteinfamilie, erst zwei bis vier
Wochen nach in vitro-Stimulation im Prozess der T-Zellaktivierung in Aktion zu
treten. Nachdem VLA-1 1983 und spéater VLA-2 durch Hemler et al. entdeckt und
in den folgenden Jahren charakterisiert wurden, wurde VLA-4 zusammen mit VLA-
3 und VLA-5 1987 von der gleichen Arbeitsgruppe erstmalig unter diesem Namen
beschrieben [205, 206]. Nahezu gleichzeitig zeigten sie, dass mit der Entdeckung der
VLA-Proteine 3 und 5 diejenigen Rezeptoren gefunden waren, von denen vorher nur
die Fibronektin- und Laminin-Bindungsfihigkeit bekannt war und man schlussfolger-
te, dass iiber diese Rezeptoren Zelladhésion an die beiden Matrixproteine vermittelt
werden kann [207].

Die VLA-Proteine weisen alle die gleiche 3-Untereinheit auf und unterscheiden
sich in ihren «-Untereinheiten. Die o-Untereinheit des VLA-4 ist 150 kD schwer und
wie bei allen Integrinen mit der 3-Untereinheit (130 kD) nicht-kovalent 1:1 assoziiert.
Hemler et al. konnten es auf Lymphozyten und Monozyten nachweisen [206]. Bei
der allgemeinen Beschreibung der Integrine wurde schon erwéhnt, dass VLA-4 zu
den Integrinen ohne inserierte I-Doméne gehort. Wie alle anderen VLA-Integrine
vermittelt auch VLA-4 Zell-Matrix-Bindungen zum Beispiel zu Fibronektin. Im
Vergleich zu VLA-5 wird diese Bindung allerdings an einer alternativ gespleifiten
Doméne des Fibronektins eingegangen. Unter den VLA-Proteinen bildet es eine
Ausnahme, weil es neben Zell-Matrix-Wechselwirkungen auch Zell-Zell-Bindungen
durch Bindung an VCAM-1 eingeht. Durch diese Eigenschaft kann VLA-4 am
Entziindungsgeschehen teilnehmen, indem es die Bindung zwischen endothelialem
VCAM-1 und verschiedenen Leukozyten wie Eosinophilen, Basophilen, NK-Zellen,
Monozyten, B- und T-Zellen ermoglicht, die zur Transmigration dieser Zellen in das
entziindete Gewebe fiihrt.

VCAM-1 gehort als Ligand des VLLA-4 zu einer weiteren Gruppe von Zelladhé-
sionrezeptoren, der Immunglobulin-Superfamilie (Ig-SF). Diese grofie Proteinfamilie
zeichnet sich durch das Vorhandensein von einer oder mehrerer homologer Ig-Ein-
heiten aus. Ig-Einheiten sind aus 70 bis 100 AS aufgebaut, die durch Cysteine
voneinander getrennt sind. Sie ordnen sich in Form nicht-paralleler 3-Strange an, die
wiederum (-Faltblédtter in einer so genannten ,,Sandwich“-Form bilden, die durch
Disulfidbriicken stabilisiert wird [208]. Zelladhésionsmolekiile bilden nur eine Unter-
gruppe der Ig-SF, die unter anderem auch T-Zell-Rezeptoren, Wachstumsfaktoren

oder das bakterielle Adhasionsmolekiil Intimin beinhaltet. Die Ig-Doméanen der Prote-
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ine der Ig-SF werden auf der extrazelluldren Seite exprimiert. Die meisten Mitglieder
der Familie besitzen eine transmembranare Doméane und einen kurzen zytoplasma-
tischen Rest [209]. Neben ihrer Rolle als Adhésionsrezeptorliganden sind sie auch
bei der Entwicklung des Nervensystems und der Embryonalentwicklung beteiligt
[209, 210]. Fir die Zelladhésion sind neben VCAM-1 die Unterfamilie der ICAMS
mit fiinf Mitgliedern und das Mucosa-Addressin-Zelladhasionsmolekiil-1 (MAdCAM-
1) zu nennen [211, 212].

VCAM-1 wurde von zwei Gruppen unabhéngig voneinander entdeckt. Durch An-
tikorperexperimente konnte ein Protein auf HUVEC?® identifiziert werden, dessen
Expression durch TNF-« induziert werden konnte. Man bezeichnete es deshalb mit
dem Begriff ,inducible cell adhesion molecule-110% (INCAM-110?%). Seine Expression
auf bestimmten Tumorzellen wurde schon in den ersten Arbeiten zu diesem Ligan-
den nachgewiesen [118, 213]. Osborn und Mitarbeiter fanden ebenfalls 1989 einen
Rezeptor, der monozytéire und lymphozytéare Zelllinien zur Adhésion bringen konnte.
Diesen Rezeptor, den sie mittels Klonierung auf HUVEC nach Stimulation mit TNF-
o oder IL-1 nachweisen konnten, nannten sie VCAM-1 [214]. Die Similaritét von
INCAM-10 und VCAM-1 wurde 1990 durch Rice et al. beweisen [213].

Die VCAM-1-Expression auf der Oberflaiche von Endothelzellen wird nicht nur
durch TNF-«, sondern auch durch Lipopolysaccharide und Thrombin erhéht. Auf
genetischer Ebene regen IFN-« und IL-4 sowohl die VCAM-1- als auch die ICAM-
1-Bildung an. Bei entsprechender Integrinaktivierung kann dadurch die Leukozyten-
adhésion auf Endothelzellen geférdert werden [211, 215, 216].

Die VLA-4-Bindungsféhigkeit von VCAM-1 wurde sehr frith nach der Entdeckung
von VCAM-1 nachgewiesen. Dieser Wechselwirkung, die nicht iiber die Fibronektin-
Bindungsstelle im VLA-4 vermittelt wird, wurde eine groffle Bedeutung in der Rekru-
tierung mononukleérer Leukozyten vorhergesagt [217]. Inzwischen ist bekannt, dass
VLA-4 nicht das einzige Integrin ist, dass VCAM-1 zu binden vermag. Auch «437,
D2 und M2 haben Affinitdt zu VCAM-1. Neben der Expression auf vaskuldren
Zellen wird VCAM-1 auch auf Monozyten-dhnlichen Zellen der Leber (Kupfferzellen),
des Gehirns sowie einigen epithelialen Zellen der Niere exprimiert [213, 218]. Die
Expression auf Tumorzellen wurde schon erwahnt und wird in Kapitel 2.3.4 noch
naher erlautert.

Ahnlich wie L-Selektin unterliegt auf der Zelloberfliche exprimiertes VCAM-1
dem Prozess des ,sheddings“. Durch das Entfernen von VCAM-1 von der Endo-

theloberfliche wird die Adhésion von Leukozyten vermindert. Analog zu L-Selektin

28engl. Human Umbilical Vein Endothelial Cells
29engl. INducible Cell Adhesion Molecule-110
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wird auch 16slichem VCAM-1 eine regulatorische Funktion im Prozess der Leukozy-
tenrekrutierung zugesprochen. Die Tatsache, dass abgelostes VCAM-1 immer noch
Integrinbindungsféhigkeit besitzt, gibt ihm die Moglichkeit, als endogener Inhibitor

zu wirken.

2.3.4 Bedeutung von VCAM-1 und VLA-4 im Rahmen von

Krebserkrankungen

VCAM-1 wird neben seiner Expression auf Endothelzellen der Blutgefafie auch auf
verschiedenen malignen Zelllinien exprimiert. Als Beispiel seien Zellen von Kopf-
und Halstumoren [219], Mammakarzinom- [220] sowie Magenkarzinomzellen [221]
zu nennen. Kine Erhohung der VCAM-1-Expression auf diesen Zellen wird als
prognostischer Marker genauso herangezogen wie erhéhte Serumlevel an VCAM-1.
Losliches VCAM-1 kann VLA-4-positive T-Lymphozyten binden. Diese entfernen
sich dadurch von Tumorzellen. Daher kann die VCAM-1-VLA-4-Interaktion als
pro-neoplastischer Faktor wirken [222].

Fir Prostatakarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass die VCAM-1-Expression
mit dem Ubergang vom Entziindungsstadium in die Karzinogenese einhergeht. Fiir
diese Krebsart gilt die enge Verbindung zwischen chronischer Entziindung und neo-
plastischer Entartung als gesichert, wiahrend der molekulare Mechanismus noch nicht
vollstandig geklart ist. Wong et al. postulieren in ihrer Arbeit, dass die Expressions-
erhohung von VCAM-1 und anderer Oberflachenstrukturen auf Prostataepithelzellen
den Ubergang zwischen Entziindung und Krebserkrankung markiert [223].

Andererseits kann VCAM-1 auf Tumorzellen selbst zur Rekrutierung von T-Lym-
phozyten beitragen. Fiir Tumorzellen bestimmter Nierenkarzinome ist zum Beispiel
beschrieben, dass die Expression von VCAM-1 zur verstarkten Rekrutierung von
Lymphozyten fiihrt, die mit verringerter Metastasierung und vermindertem Tumor-
wachstum in Verbindung gebracht wird [224]. VCAM-1 nimmt also im Rahmen von
Krebserkrankungen keine eindeutige Rolle als pro- oder antineoplastisch-wirkender
Ligand ein.

Auch VLA-4 wird eine Bedeutung bei der Rekrutierung von zytotoxischen T-
Zellen zugesprochen. Sasaki und Mitarbeiter konnten durch Stimulation von Tc-2-
Zellen, einer CD8-positiven zytotoxischen T-Zelllinie, mit IL.-4 eine Herabregulierung
der VLA-4-Expression bei gleichzeitigem Erhalt der Expressionsmuster fiir andere
Oberflachenproteine erreichen. Die VLA-4-Suppression fithrte zu einer Verringerung
der Transmigrationsfahigkeit der Tc-2-Zellen in das Melanomgewebe von Mausen, so
dass im Umkehrschluss VLA-4 eine Bedeutung fiir die antineoplastische Aktivitét

von zytotoxischen T-Zellen beigemessen wurde [225].
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VLA-4 wird auf verschiedenen Tumorzellen exprimiert. Neben Osteosarkom- und
Rhabdomyosarkomzelllinien [226] ist vor allem die Expression auf verschiedenen
Melanomzelllinien zu nennen [227, 228]. Die Wechselwirkung von tumorzellstandigem
VLA-4 mit endothelialem VCAM-1 spielt dabei als Adhésionsmechanismus zur Re-
krutierung von Tumorzellen aus der Blutbahn in andere Gewebe eine Rolle. Klemke
et al. konnten in vitro die Adhésion und Transmigration von VLA-4-positiven Tu-
morzellen an Endothelzellschichten nachweisen [229]. Im Mausmodell konnte mithilfe
von VCAM-1-Expressionsstimulierung die VLA-4-VCAM-1-Wechselwirkung als pro-
metastatische Wechselwirkung im Rahmen der Lungenmetastasierung verschiedener
Krebszelllinien nachgewiesen werden [230-232].

Ahnlich wie die Expression von VCAM-1 auf Tumorzellen mit dem Verlauf der
Krebserkrankung korreliert, gilt dies auch fir die Expression von VLA-4 auf Mela-
nomzellen primérer Tumore [233]. Die Auswirkungen, die eine vermehrte Expression
von VLA-4 auf die Metastasierung hat, werden von unterschiedlichen Gruppen unter-
schiedlich bewertet. Qian et al. transfizierten eine VL.A-4-negative hochmetastatische
Zelllinie mit der cDNA fiir die Integrin-o-Untereinheit. Da die Zelle das Gen fiir die
B 1-Untereinheit besafl, war sie in der Lage, das a431-Heterodimer zu exprimieren.
Dadurch verlor die Zelllinie ihre Metastasierungsfahigkeit sowohl in vitro als auch
nach s.c.-Injektion im Mausmodell. Da die Metastasierungseigenschaften der Zelllinie
bei i.v.-Injektion erhalten blieb, postulierten die Autoren, dass VLA-4 vor allem bei
der Durchquerung der EZM im Rahmen der Metastasierung eine Rolle spielt [234].
Eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit von Liang und Dong betont die Rekrutierung von
Tumorzellen iiber die VLA-4-VCAM-1-Interaktion. Sie wiesen fiir sLe*/*-negative
Melanomzellen die Adhésions- und Transmigrationsfahigkeit an Endothelzellschichten
unter Flussbedingungen nach [235].

Der Einfluss von VLA-4 und VCAM-1 auf die hamatogene Metastasierung ist
mit der jetzigen Datenlage nicht eindeutig einzuordnen. Die Untersuchung dieser
Wechselwirkung als Zielstruktur fiir Inhibtionsansétze konnte einen wichtigen Beitrag
zum Verstandnis der Rolle im Rahmen der Tumorzellmetastasierung leisten und
gleichzeitig zu einem Therapieansatz zur Behandlung der Metastasierung fithren.
Inwiefern Heparin als Integrin-Ligand diese Aufgabe erfiillen kann, soll im Folgenden

erlautert werden.

2.3.5 Heparin als Integrin-Ligand

Die Funktion endogenen Heparins ist bis heute nicht vollstandig aufgekléart. Vie-
le Heparinwirkungen und Bindungsmoglichkeiten wurden in den vorangegangenen

Kapiteln erwahnt. Eine weitere Heparin-Wechselwirkung ist die Bindungsfahigkeit
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an verschiedenen Integrinen. So bindet Heparin die Integrine «M(32 (Mac-1) und
aX P2 mit hoher Affinitat [236, 237]. Diese beiden Integrine spielen eine wichtige
Rolle bei der Adhésion und Migration von myeloiden Leukozyten. Durch Bindung
verschiedener Komplement-Fragmente sind sie dariiber hinaus an der Phagozytose
von Mikroben beteiligt. In vitro konnte die Bindungsfahigkeit von Leukozyten an
immobilisiertem Heparin durch Diamond et al. nachgewiesen werden. Durch Trans-
fektion von Makrophagen und der dadurch resultierenden Expression des Integrins
aX (32 konnte diesen Zelllinien eine Heparin-Bindungsfédhigkeit verliechen werden
[237]. Die Bindung des Heparins erfolgt dabei Mg?**-abhingig an der I-Doméne der
genannten Integrine. Das Pentasaccharid Fondaparinux zeigte in den genannten Ar-
beiten keine Integrin-Bindungsfahigkeit. Eine Anzahl von > 10 Monomeren wurde als
Mindestléange fiir die Heparininteraktion gefunden. Durch Konformationsanderungen
im X2 nach Bindung von gréfleren Heparinfragementen konnte eine allosterische

Regulierung der Heparinaffinitét festgestellt werden [238].

Fiir Thrombozyten ist die Heparin-induzierte Thrombozytenaggregation beschrie-
ben. Als Nebenwirkung einer Heparintherapie werden sie je nach zeitlichem Auftreten
im Therapieverlauf als HiT I und HiT II bezeichnet. Da sie unbehandelt zum Schlag-
anfall fithren konnen, sind sie sehr gefiirchtet. Es wird vermutet, dass die Bindung
von Heparin am GPIIb/IIIa (Integrin allbf3) zu einem ,outside-in signalling® fiihrt,
das die Fibrinogenbindungsféhigkiet der Thrombozyten erhoht [239].

Heparin vermag die Adhésion leukédmischer Zellen an verschiedene Integrine zu
modulieren. Dabei sorgt die Bindung von Heparin an Integrine mit (33-Untereinheit fiir
eine Verstiarkung der Zellbindung, wihrend Bindung an Integrine mit (35-Untereinheit
zur Inhibition der Bindungsfahigkeit der Zellen fithrt [240].

Park und Mitarbeiter konnten kiirzlich zeigen, dass die Kombination von Heparin
mit dem RGD-Bindungsmotiv in einem Molekiil zu einem wirksamen Inhibitor von
Tumorwachstum und Angiogenese im Tiermodell bei Plattenepithelkarzinom fithrt. In
vitro konnte eine starke Bindungsfahigkeit an Integrin V33 festgestellt werden, die
auch die Adhéasion und Migration von Endothelzellen an Vitronektin zu unterdriicken
vermochte [241].

Es wurde schon erwdhnt, dass sich Frau Dr. Juliane Fritzsche aus unserer Arbeits-
gruppe mit der Interaktion von Heparin und anderen sulfatierten Polysacchariden mit
dem Integrin VLA-4 beschéftigt hat. Sie konnte zeigen, dass Heparin die Adhésion
von B16F10-Melanomzellen in einem Zelladhésionsassay an VCAM-1 inhibiert. UFH
waren dabei weniger potent als LMWH. Phycarinsulfate, die als potente Selektinin-
hibitoren anerkannt sind, zeigten keine Inhibitorwirkung bei der VLA-4-VCAM-1-
Interaktion [242]. Mit dieser Arbeit wurde die Integrin-Inhibition durch Heparin
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erstmals mit dem Prozess der hamatogenen Tumorzellmetastasierung in Verbindung
gebracht und VLA-4 als neue Zielstruktur fiir eine antimetastatische Therapie er-
kannt. Die mechanistische Untersuchung der Heparin-VLA-4-Interaktion soll Teil
dieser Arbeit sein und wird ausfithrlich im Kapitel 4 behandelt.

2.4 Biosensoren

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die Bedeutung von Adhésionsrezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen und deren Inhibition erldutert. Verschiedene in vitro- und
Tiermodelle stehen am Beginn der Charakterisierung derartiger Wechselwirkungen.
Wiéhrend Tier- und zellbasierte-Modelle besonders geeignet sind, die Folgen einer
Wechselwirkung, wie zum Beispiel die Zelladhasion im Flusskammerassay oder die
Unterdriickung der Metastasierung durch Heparin darzustellen, gibt es andere Metho-
den, die die Detektion dieser Wechselwirkungen auf molekularer Ebene ermdoglichen.
Dadurch kénnen Erkenntnisse zu molekularen Mechanismen, raumlichen Anforde-
rungen und zeitlichem Verlauf der Wechselwirkungen gewonnen werden. Unter dem
Begriff | Biosensoren* wird eine Vielzahl von Methoden zusammengefasst, die es
ermoglichen, auch Wechselwirkungen zwischen Adhéasionsrezeptoren wie Selektinen,
Integrinen und ihren Liganden oder Inhibitoren isoliert zu betrachten und in elek-
trische Signale umzusetzen. Im Folgenden sollen Biosensoren im Allgemeinen und
speziell akustische Biosensoren vorgestellt und ihre Bedeutung fiir die Detektion von
Adhaésionsrezeptorwechselwirkungen erlautert werden.

Die Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (IUPAC?°) definiert
einen Biosensor als geschlossenes integriertes System, das eine spezifische quantitative
oder halb-quantitative analytische Information liefert und das aus biologischem Erken-
nungselement (biochemischer Rezeptor) und Signalumwandler (Transducer) besteht,
die sich in direktem rdumlichen Kontakt befinden [243]. Die biologischen Molekiile,
die dabei als Erkennungseinheiten fungieren, werden in das Sensorsystem integriert.
Bei solchen Molekiilen kann es sich um Rezeptoren, Antikorper, Enzyme, DNA, RNA
oder Kohlenhydratstrukturen handeln. Aber auch Mikroorganismen, eukariotische
Zellen oder Gewebsschnitte konnen als Erkennungseinheit eingesetzt werden. Die
Wechselwirkung solcher Erkennungseinheiten mit anderen Molekiilen kann tiber
verschiedene physikalische Prinzipien detektiert und durch den Signalwandler in ein
auswertbares elektrisches Signal umgesetzt werden [244].

Der Signalwandler wird durch die IUPAC als Einheit definiert, die bestimmte

Formen von Energie in elektrische Energie und dadurch in Signale umsetzt. Abbildung

30engl. International Union of Pure and Applied Chemistry
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2.12 illustriert schematisch den allgemeinen Aufbau eines Biosensors und verdeutlicht

einige ausgewéhlte Anwendungsgebiete.

Probengemisch ~ Antigen  Substrat Produkt EHybrid—DNA

- O0°c™

A

ooy s B T
IAntikéirper Enzym ssDNA

| \

Signal- Signal- Signal- Signal-
umwandler umwandler umwandler umwandler
A B C D

Signal
~ 4

Signalanzeigeeinheit

Abb. 2.12: Schematischer Aufbau von Biosensoren und beispielhafte Anwen-
dungsgebiete. Verschiedene Erkennungseinheiten bilden eine funktionelle Einheit mit
dem jeweiligen Signalumwandler, der die Interaktion von Erkennungseinheit und Analyt-
molekiilen in ein (meist elektrisches) Signal umwandelt. Dieses Signal kann zur bildlichen
Darstellung zu einer Anzeige weitergeleitet werden. A: Die Erkennungseinheit wechselwirkt
nur mit einer Molekiilsorte aus einem heterogenen Probengemisch. B: Ein Antikérper
bindet sein Antigen. C: Ein Enzym setzt sein Substrat zu einem spezifischen Produkt um.
D: ssDNA3! bindet an komplementire DNA unter Ausbildung von Hybrid-DNA.

In der Theorie konnen verschiedene physikalische Phanomene in der Biosensorik
zur Signalwandlung genutzt werden: akustische Wellen, Heizkapazitat, Heiztrans-
fer, Photonen, Neutronen, Ionen, radioaktive Partikel, Elektronen, elektrische und
magnetische Felder. In der Praxis basieren die meisten gebrauchlichen Biosensoren
auf optischen Signalumwandlern. Nur wenige neuartige Signalumwandlungsmog-
lichkeiten haben den akademischen Bereich verlassen und sind zu robusten und
kommerziell erhaltlichen Systemen avanciert [245-248]. Zu den wichtigsten optischen
Biosensorsystemen gehéren Oberflichenplasmonresonanz-Biosensoren (SPR3?) und
reflektometrische Interferenzspektroskopie-Biosensoren (RIfS). Die Zahl von 1350
Publikationen basierend auf SPR-Experimenten im Vergleich zu 600 Publikationen
mit akustischen Biosensoren im Jahr 2006 dokumentiert die vorherrschende Stellung
optischer Biosensorsysteme [249]. SPR-Biosensoren sind hochentwickelt und gelten
in der wissenschaftlichen Gemeinschaft als Methode der Wahl zur Detektion von In-

teraktionen auf molekularer Ebene. Trotz alledem sind SPR-Sensoren in bestimmten

3lengl. single-stranded Deoxyribonucleic acid
32engl. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy
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Bereichen aufgrund des grundsétzlichen Messprinzips limitiert. Diese Limitierungen

auBlern sich vor allem

e bei der Detektion von Signalen, die nicht durch reine Massenverdnderungen
verursacht sind (Dichte, Viskositat, Proteinfaltung).

e bei den Moglichkeiten der chemischen Modifikation der Sensoroberfliche, da
die Messung der Refraktionsdnderung eine Goldoberfliche voraussetzt und
die Hersteller von SPR-Biosensoren vor-funktionalisierte Sensorchips anbieten,
deren genaue Beschichtung als Firmengeheimnis gilt.

e im groflen Einfluss &uBerer Faktoren wie Pufferwechsel auf den Refraktionsindex,

der eine Neukalibrierung des Systems bei einem Pufferwechsel erfordert [249].

Trotz der vorherrschenden Stellung optischer Biosensoren finden akustische Bio-
sensoren in den letzten zehn bis fiinfzehn Jahren nicht nur wegen ihres breiten
Einsatzgebietes mehr Beachtung. Vor allem besetzen sie Nischen in der Detektion
molekularer Interaktionen, bei denen es nicht nur um reine Massenverdnderungen
geht, sondern auch um die Charakterisierung viskoelastischer Eigenschaften [250].

Im Folgenden sollen akustische Biosensoren wie die Quarzmikrowaage oder akus-
tische Oberflichenwellensensoren néher vorgestellt und von anderen Biosensoren

abgegrenzt werden.

2.5 Akustische Biosensoren

Akustische Biosensoren gehoren zu den mikrogravimetrischen Systemen und werden
in der Literatur allgemein als QCM?33-Sensoren bezeichnet. In den folgenden Kapiteln
wird naher darauf eingegangen, dass diese Begriffsverwendung nicht ganz exakt ist, da
ganz verschiedene Signalumwandlungswege unter dem Begriff QCM zusammengefasst
werden, die aber unterschiedliche physikalische Phanomene zur Transduktion nutzen
[243]. Allen akustischen Biosensoren ist die Messung von physikalischen Eigenschaf-
ten akustischer Wellen gemein, die sich in oder an der Oberfliche von so genannten
piezoelektrischen Substraten bewegen. Der piezoelektrische Effekt ist eine Eigenschaft
bestimmter Festsoffe, auf gerichteten mechanischen Zug, Druck oder Torsion mit einer
Anderung der Ladungsverteilung innerhalb des Feststoffs zu reagieren. Der Begriff
selbst leitet sich vom griechischen IlceCerv ,driicken, pressen® ab und wurde erstmals
im Jahr 1880 durch die Briider Pierre und Jacque Curie beschrieben [251, 252].

Dieser Effekt tritt ausschliefSlich in nichtleitenden Materialen auf, deren Kristalle

#engl. Quartz Crystal Microbalance
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kein Inversionszentrum in ihrer Kristallstruktur aufweisen. Der prominenteste Ver-
treter ist a-Quarz, ein Mineral, das chemisch aus Siliziumdioxid besteht und im
Gegensatz zu Feldspat, einer anderen Modifikation des Siliziumdioxids, eine trigonale
Kristallstruktur aufweist. Lithiumniobat, Bariumtitanat, Galliumorthophosphat und
Berlinit sind weitere Beispiele fiir piezoelektrische Kristalle. Abbildung 2.13 stellt das
Zustandekommen des piezoelektrischen Effekts durch mechanische Beanspruchung

bestimmter Materialien schematisch dar.

Abb. 2.13: Schematische Darstellung des piezoelektrischen Effekts. Die Ladungs-
schwerpunkte Q™ und Q, die im linken Bildteil noch iibereinander liegen, verlagern sich
im rechten Bildteil durch Einwirkung einer mechanischen Kraft. Dadurch ensteht ein
elektrischer Dipol, der als elektrische Spannung gemessen werden kann. Die Abbildung
wurde in Anlehnung an Degreen [253] erstellt.

Sunuuedg

Als inversen oder reziproken piezoelektrischen Effekt bezeichnet man die Eigen-
schaft der eben genannten Materialien, auf das Anlegen eines dufleren elektrischen
Feldes mit einer mechanischen Verformung zu reagieren. Diese Verformung ist von
der Art des elektrischen Feldes abhéngig. Bei einer angelegten Wechselspannung
erreicht die Deformationsschwingung des piezoelektrischen Materials ein Maximun,
wenn die Wechselfrequenz der Spannung und die Schwingung in Resonanz sind. Die
Lage dieses Maximums wird dariiber hinaus auch von der Dichte, der Temperatur
und der Viskositat des angrenzenden Mediums beeinflusst. Diese Beeinflussbarkeit
der Verformung prédestiniert den inversen piezoelektrischen Effekts als analytisches

Messprinzip.

2.5.1 Grundlagen der akustischen Biophysik

Akustische Signalwandler auf Basis von Quarzkristallen sind Teil unseres Alltags,
ohne dass man sich dessen immer bewusst ist. Im Milliardenmaflstab werden Quarz-

kristalle in Armbanduhren, Computern, Fernsehern, Autos, elektronischen Geraten,
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vor allem Telefonen, verbaut. In den frithen Tagen der elektronischen Kommunikati-
on, als Quarz-Resonatoren nur im limitierten Umfang zu erhalten waren, fand die
Frequenzeinstellung solcher Resonatoren noch nach empirischen Vorgehensweisen
statt [254].

Erst durch Erkenntnisse des deutschen Physikers Giinther Sauerbrey aus dem
Jahre 1959 war es moglich, die Frequenzeigenschaften von Schwingquarzen exakt
voraus zu berechnen und einzustellen [255]. Durch Anlegen einer Wechselspannung an
der Ober- und Unterseite eines Quarzkristalls, der mit einer Goldelektrode bedampft
ist, kommt es innerhalb des Kristalls zu einer Verschiebung von Ionen in jeder
einzelnen Elementarzelle des Quarzkristalls. Die Summe dieser Einzelverschiebungen
resultiert in einer Verformung des Kristalls. Da es sich bei der angelegten Spannung
um eine Wechselspannung handelt, &ndert die Verformung mit jedem Wechsel der
Spannung ihre Richtung. Die Frequenz der Verformung entspricht im Resonanzfall
der Frequenz der angelegten Spannung. Bei dieser Verformung werden die Schichten
des Quarzes gegeneinander verschoben. Innerhalb der Schichten kommt es aber nicht
zu einer Deformation. Diese Art der Quarzschwingung wird als Scherschwingung oder
Scher-Dickenschwingung bezeichnet [256]. In Abbildung 2.14 ist die Scherschwingung

eines Quarzkristalls nach Anlegen eines elektrischen Feldes dargestellt.

Ay

—

- aaead® X
zZ

Abb. 2.14: Schematische Darstellung des Scher-Dickenschwingmodus. Durch An-
legen eines elektrischen Feldes an der Ober- und Unterseite einer Platte aus o-Quarz kommt
es zu einer Verschiebung der Quarzschichten in horizontaler Ebene, ohne dass es zu einer
Deformation innerhalb der Schicht kommt. Die Anregungsrichtung lauft entlang der y-
Achse. Die x-Achse markiert die Schwingrichtung. Eine Bewegung in Richtung der z-Achse
bleibt aus.

Die Anregungsrichtung verlduft dabei senkrecht zur Quarzoberfliche, die Schwin-
gung vollzieht sich in der horizontalen Achse. Die Grundfrequenz fy héngt von der
Dicke des Quarzes dg und der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Transversalwelle v,
ab. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit hédngt von der Dichte der Quarzscheibe und

vom Schermodus der Schwingung ab und kann als konstant angesehen werden.
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Uty

~ 2dg

fa (2.1)

Sauerbrey konnte erstmals zeigen, dass es einen linearen Zusammenhang zwischen
der Resonanzfrequenz eines Schwingquarzes im Scher-Dickenschwingmodus und des-
sen Masse gibt. Er bezog bei seinen Betrachtungen aber nicht nur die Eigenmasse des
Quarzes mit ein, sondern zeigte auch, dass eine Masse, die sich auf dem Quarzmaterial
anlagert und im Verhéltnis zur Gesamtmasse des Quarzes klein ist (maximal 2%
des Eigengewichtes des Quarzkristalls), sich genauso verhélt wie das Quarzmaterial
selbst. Eine aufgelagerte Masse andert somit formal die Dicke der Quarzscheibe und
damit die Resonanzfrequenz der Quarzschwingung (siehe Gleichung 2.2).

Af  Adg Am
fo do  pokodg

In dieser Gleichung stellen f die Eigenfrequenz des Quarzes, po die Dichte der

(2.2)

Quarzscheibe, Fi; die Flache, dg die Dicke der Quarzscheibe und Am die Masse einer
zu wiegenden Schicht auf dem Kristall dar. Da sich die Eigenschaften der Quarzscheibe
wahrend der Messung nicht verandern, kénnen dg, pg und F als konstant angesehen
werden und in der Konstanten C; zusammengefasst werden. Uy ist demnach eine

Gerétekonstante und wird als Schichtwéageempfindlichkeit bezeichnet.

Af = —CfAm (23)

Aus Gleichung 2.2 und 2.3 geht hervor, dass die Massendnderung an der Ober-
fliche eines zur Schwingung angeregten Quarzsensors eine proportionale Anderung
der Resonanzfrequenz zur Folge hat. Diese Anderung hingt unter anderem von der
Eigenfrequenz des Quarzes ab. Je hoher die Eigenfrequenz ist, desto hoher ist die Emp-
findlichkeit des gesamten Messsystems. Fiir einen 10 MHz-Quarzsensor, wie er in der
Praxis eingesetzt wird, ergibt sich eine Empfindlichkeit von 0,226 Hz cm™. Auf einer
Fliche von 1 cm? verursacht eine Massenanlagerung von 4,4 ng eine Frequenzénderung
von 1 Hz. Bei der Anwendung von Quarzmikrowaagen, die auf der Schwingung von
Quarzsensoren im Scher-Dickenschwingmodus basieren, kann eine Steigerung der
Empfindlichkeit durch eine Erhohung der Eigenfrequenz erreicht werden. Diese ist
wiederum abhéngig von der Dicke des Quarzes. Je diinner der Quarz, desto héher ist
seine Eigenfrequenz. Es gilt Gleichung 2.4, die besagt, dass eine Resonanzschwingung
genau fiir den Fall erreicht wird, bei dem die Dicke der Quarzscheibe dg halb so grof3

ist wie die Wellenlange der induzierten Transversalwelle Ag.

dg = 22 (2.4)
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In der Praxis kann die Empfindlichkeit aber nur bedingt gesteigert werden, denn die
Verringerung der Dicke eines Quarzkristalls fithrt zu Problemen in der Handhabung.
AuBerdem wird der schaltungstechnische Aufwand durch eine Frequenzerhéhung we-
sentlich grofer. Fiir die klassische QCM-Technik finden Quarzsensoren mit 5-30 MHz
Resonanzfrequenz Anwendung. Bei der Verwendung von akustischen Oberflachen-
wellensensoren konnen diese Probleme umgangen werden, da durch die spezielle
Schnitttechnik des Quarzes eine extrem diinne Fiihrungsschicht erhalten wird, die die
eigentliche Schwingung induziert, die aber auf einem dickeren (nichtschwingenden)
Quarzuntergrund liegt. Daher ist es moglich, Eigenfrequenzen von bis zu 150 MHz
einzusetzen und dadurch die Empfindlichkeit drastisch zu steigern. Auf detailliertere
und weitere Besonderheiten der SAW-Technik wird in Kapitel 2.5.3 eingegangen.
Sauerbrey postulierte in seiner Arbeit, dass das empirische Eichen von Quarzresona-
toren wie es fiir die Telekommunikation tiblich war, entfallen werde und dass es durch
Kenntnis der Dicke (und damit der Masse) des Quarzsensors moglich sein werde,
dessen Resonanzfrequenz vorherzusagen. Er und andere Wissenschaftler seiner Zeit
konnten das immense Potential, das in der von ihnen erforschten Technik liegt, jedoch
noch nicht vollends abschétzen, da die Anwendung ihrer Kenntnisse erst durch kom-
plexe elektronische Schaltungen moglich wurde. Der Einfluss der Elektronik auf die
Entwicklung der QCM-Technik soll im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter betrachtet

werden, kann aber unter Borngréber [257] detailliert nachvollzogen werden.

2.5.2 Messungen in Fliissigkeit mit akustischen Biosensoren

Die beschriebenen Zusammenhénge zwischen der Resonanzfrequenz eines Schwing-
quarzes und der Massenbeladung wurden urspriinglich fiir Messungen an Quarz-Luft-
Phasengrenzen beschrieben und gelten streng genommen nur hier. Bei Messungen in
Fliissigkeit kommt es zu erheblichen Energieverlusten der Quarzschwingung durch
die umgebende (fliissige) Materie. An Luft oder im Vakuum sind diese Verluste
vernachléssigbar klein. In Flissigkeiten wird die Quarzschwingung aber derart stark
gedampft, dass sie lange Zeit als limitierender Faktor fiir derartige Messungen ange-
sehen wurden. Durch die elektronische Entwicklung der letzten Jahrzehnte konnten
geeignete Beschaltungen fiir Messanordnungen in Fliissigkeiten realisiert werden, die
ausreichend stabile Schwingungen ermoglichen. Derartige Schaltungen erlauben es
sogar, neben der reinen Massenanlagerung an Quarzoberflichen auch viskoelastische
Eigenschaften der adsorbierten Masse zu detektieren.

Gleichzeitig beeinflusst auch jede Anderung der Fliissigkeit {iber der Quarzober-
flache, wie man sie zum Beispiel durch einen Pufferwechsel erreichen wiirde, die

Schwingung des Quarzsensors, denn durch Anderung der Viskositit des angrenzenden
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Mediums verédndert sich auch der Energieverlust der eigentlichen Quarzschwingung.
Gordon und Kanazawa widmeten sich in ihren Arbeiten dem Einfluss von Fliissig-
keiten auf die Resonanzschwingung eines Schwingquarzes und kamen zu folgendem

mathematischen Zusammenhang [258, 259].

_ gt [npr
N Ns v (25)

Die Gleichung zeigt, dass es zu einer Frequenzénderung fiir einen Quarzsensor
mit der Resonanzfrequenz f; kommt, wenn sich die Dichte des fliissigen Mediums
py oder dessen Viskositat 7y, andern. In dieser Gleichung sind pg (Schermodul des
Quarzes [—25]) und pg (Dichte des Quarzes) konstant.

cms?

Die Viskositéat eines fliissigen Mediums hangt wiederum von der Temperatur des
Mediums ab, so dass ein weiterer Faktor fiir die Errechnung einer Frequenzénderung
berticksichtigt werden muss. Da die Temperatur aber auch einen direkten Einfluss
auf die Resonanzfrequenz hat, ist Temperaturkonstanz fiir QCM-Experimente von
auBlerster Wichtigkeit. Fiir einen in dieser Arbeit verwendeten 10 MHz-Quarzsensor
betriagt der Temperaturkoeffizient in wéassriger Umgebung 15 Hz/K in einem Tem-
peraturbereich von 30-50°C [257]. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass eine
Frequenzanderung von 15 Hz genau in dem Bereich liegt, den man fiir eine Protein-
Kohlenhydrat-Wechselwirkung im mikromolaren Konzentrationsbereich erwartet,

wird die Wichtigkeit konstanter Temperaturverhaltnisse nochmals verdeutlicht.

2.5.3 Funktionsweise und Anwendung von QCM und SAW im
Vergleich

Als akustische Biosensoren basieren sowohl die QCM- als auch die SAW-Technik
auf den gleichen physikalischen Grundprinzipien wie sie in den vorangegangenen
Abschnitten beschrieben wurden. Um die Techniken voneinander abzugrenzen, bietet
sich vor allem die Art und Weise an, mit der sich die akustische Welle im entsprechen-
den Material fortbewegt. Die bisher benutzten Modellbeschreibungen fiir akustische
Biosensoren représentieren vor allem die QCM-Technik. Die entsprechenden Sensoren
arbeiten im Scher-Dickenschwingmodus. Nach Anlegen einer Spannung an Ober-
und Unterseite des entsprechenden Sensors verbreitet sich die akustische Welle im
gesamten piezoelektrischen Substrat. Die Auslenkung der Welle ist unmittelbar an
der Ober- und Unterseite des Sensors am starksten, woher auch die Sensitivitat
gegeniiber Oberflacheninteraktionen rithrt. Es wurde schon beschrieben, dass die
Limitierung der QCM-Technik in der Sensitivitat liegt, da eine hohere Sensitivi-

tat mit diinneren Sensoren einhergeht. Werden bestimmte Dicken unterschritten,
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ist der Sensor zu zerbrechlich, als dass man ihn im Laboralltag benutzen konnte.
StandardméfBig werden Sensoren mit Resonanzfrequenzen zwischen 5 und 30 MHz
eingesetzt.

In SAW-Sensoren breitet sich die akustische Welle nur in einer sehr diinnen
Fihrungsschicht unterhalb der Sensoroberfliche aus. Die Schicht wird durch die
Herstellung der Sensoren mittels ST-Schnitt gewonnen (siehe Kapitel 3.6.1). Die
Gesamtdicke des Quarzes spielt bei SAW-Sensoren daher keine Rolle und ist nicht
limitierend fiir die Sensitivitat. SAW-Sensoren gehoren aufgrund der geringen Dicke
der Fihrungsschicht zu den sensitivsten akustischen Biosensoren.

Wihrend bei der QCM-Technik die Umgebung des Quarzsensors (z.B. Fliissigkei-
ten, Bindungsereignisse auf der Oberfliche, Viskositéat, Temperatur) die Frequenz der
Quarzschwingung im Gesamten verandert, werden bei der in dieser Arbeit verwende-
ten SAW-Technik Anderungen in Phase und Amplitude der Scherwelle detektiert.
In beiden Fillen miissen die Anderungen der Welleneigenschaften durch geeignete

elektronische Schaltungen erfasst werden.

A Phasenverschiebung
—>

Amplitude > Zeit

~ Wellenliinge

1 Oszillation
(Frequenz = Oszillationen/Sekunde)

Abb. 2.15: Schematische Darstellung von Welleneigenschaften. Beim QCM-Sensor
werden Frequenzénderungen aufgrund von Massenauflagerungen detektiert. Beim hier ver-
wendeten SAW-Sensor werden Massenverdnderungen auf der Sensoroberfliche als Phasenver-
dnderung der resultierenden Love-Welle und Anderungen der viskoelastischen Eigenschaften
als Verédnderung der Amplitude der Scherwelle detektiert.

Bei QCM-Sensoren fiithrt eine angelegte Wechselspannung zu Scher-Dickenschwing-
ungen wie sie in Abbildung 2.14 schematisch dargestellt sind. SAW-Sensoren kénnen je
nach Bauart des Quarzes verschiedene Arten der Wellenpropagation ermoglichen. An
dieser Stelle seien die Rayleigh-Welle (benannt nach dem Mathematiker Lord Rayleigh,
der die Existenz dieser Welle 1885 voraussagte, noch bevor man sie tatsachlich
detektieren konnte), die Lamb-Welle (benannt nach dem Mathematiker Horace
Lamb; entdeckt 1917) und die Love-Welle (benannt nach dem Mathematiker Augustus
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Edward Hough Love, der die nach ihm benannte Welle 1911 beschrieb) erwéhnt.
Letztgenannte wird in dieser Arbeit als Wellenpropagation des SAW-Sensors genutzt.

Oberflachenwellen spielen bis heute vor allem in der Seismologie eine grofie Rolle.
Die genannten Modelle wurden dazu entwickelt, die Bewegung der Erdkruste ma-
thematisch zu beschreiben. In Abbilddung 2.16 sind Rayleigh-Welle und Love-Welle

schematisch gegentibergestellt.

Love Wave
Rayleigh Wave

s .-. .- y.vya . /.Iﬂ'\ ‘r/ !r (T’n.ﬁ 7
AL S
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Abb. 2.16: Schematische Darstellung von Love- und Rayleigh-Welle. Diese beiden
in der Seismologie erstmals beschriebenen Oberflachenwellen unterscheiden sich vor allem
in ihrer Ausbreitungsrichtung. Wahrend die Love-Welle ausschliellich zu Verschiebungen
in der z-Achse fiihrt, werden die Elementarzellen bei der Rayleigh-Welle in y-Achsen-
Richtung verschoben. Fiir SAW-Biosensoren bedeutet dieser Unterschied, dass Love-Wellen
eine wesentlich geringere Eindringtiefe in Massenauflagerungen auf dem Sensor haben als
Rayleigh-Wellen. Deshalb eignen sich Love-Wellen besonders zur Messung in Fliissigkeiten.
Im Gegensatz zur Rayleigh-Welle kommt es bei Love-Wellen auch nicht zu Deformationen
innerhalb einer Elementarzelle. Lamb-Wellen sind wesentlich komplexer in ihrem Ausbrei-
tungsverhalten und werden deshalb an dieser Stelle nicht dargestellt. Die Verwendung der
Abbildungen erfolgt unter den MaBgaben einer ,puplic domain“ [260, 261].

Grundsétzlich lassen sich mit QCM und SAW alle erdenklichen Vorgénge detektie-
ren, die mit einer Massenédnderung an der Sensoroberfliche einhergehen. So stellt
die Detektion von Adsorptionsprozessen eines der Hauptanwendungsgebiete fiir die
QCM dar. Dabei kann die Adsorption von Proteinen genauso verfolgt werden wie
die Ausbildung von Polymerschichten, Korrosionsvorgiange, Atzvorginge oder die
Detektion von Gasadsorptionsvorgéngen [256].

Fiir die Lebenswissenschaften geht es dagegen vor allem um Erkenntnisse zum
Zusammenspiel biologischer Molekiile wie Proteine, Kohlenhydrate oder Lipide.
Derartige Erkenntnisse sind wichtig fiir das Verstandnis der Wechselwirkungen von
Zellen und ganzen Organismen. Auch wenn akustische Biosensoren als Konkurrenz
zu etablierten optischen Methoden wie SPR angesehen werden, so verdanken sie
ihr Einsatzpotential nicht zuletzt genau diesen Techniken. Die Immobilisation der
verschiedenen genannten Biomolekiile, aber auch synthetischer kleiner Molekiile hat
den Einsatz der Biosensoren in den Lebenswissenschaften stark beeinflusst. Die

Anzahl der unterschiedlichen Immobilisationsmethoden ist dabei fast genauso grofl

58



2.5 Akustische Biosensoren

wie die Zahl der Veroffentlichungen auf diesem Gebiet. Grundsétzlich verlauft die

Immobilisation aber oftmals nach folgendem Schema:

des ersten Monolayers

Bindung von organischen Molekiilen an Gold iiber SH-Gruppen

Aktivierung des ersten Monolayers mithilfe reaktiver Gruppen

Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen

Immobilisation des Biomolekiils durch Reaktion mit den reaktiven Gruppen

Die haufigste Variation des beschriebenen Ablaufs ist die Derivatisierung der zu

immobilisierenden Biomolekiile mit Gruppen, die sofort zur Reaktion mit Gold oder

anderen Sensoroberflichen (z.B. Dextranoberflachen) beféhigt sind. Die Immobili-

sation liber unspezifische hydrophile oder hydrophobe Wechselwirkungen mit der

Sensoroberfléche stellt eine weitere Moglichkeit der Funktionalisierung von Sensoren

dar.

Die folgenden Tabellen sollen einen ausschnittartigen Uberblick iiber die An-

wendungsmoglichkeiten von akustischen Biosensoren zur Detektion biochemischer

Wechselwirkungen geben.

Tab. 2.2: Anwendungsmaoglichkeiten QCM

Autoren

Wechselwirkung

Erkenntnis

Referenz

Shons et al.

Konig et al.

Stair et al.

BSA-Antikérper an immo-
bilisiertem BSA

Herpesviren an Antikor-
pern, die iiber Protein-
A-Sepharose immobilisiert
wurden

Immobilisierung des Pep-
tids AAPVAAK an ei-
ner Schicht aus Dextran-
Hydrogel. Verfolgung des
Abbaus der Schicht durch
neutrophile Elastase

Die Wechselwirkung konnte detek-
tiert werden. Die Methode war im
Jahr der Verdffentlichung (1972)
noch schlecht zu reproduzieren und
Viskositétseffekte storten stark auf-
grund fehlender elektronischer Schal-
tungsmoglichkeiten.

Verschiedene Herpesviren konnten
iiber QCM aus einer Mischung diffe-
renziert werden. Dabei kam die so ge-
nannte ,,Dip-Methode“zum Einsatz,
bei der der Quarz vor und nach Kon-
takt mit der Analytlosung vermessen
wird.

Ein direkter Zusammenhang zwi-
schen Proteaseaktivitit und Abbau-
kinetik konnte detektiert werden.
Die Geschwindigkeit des Abbaus war
abhéngig von der Quervernetzung
des immobilisierten Proteins mit der
Dextran-Hydrogelschicht.

262]

263]

[264]
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Tab. 2.2: (Fortsetzung — Anwendungsmoglichkeiten QCM)

Autoren Wechselwirkung Erkenntnis Referenz

Lassalle et al. Immobilisierung von Die Immobilisation durch elektroche- [265]
DNA-Oligonukleotiden mische Polymerisation erlaubt die
durch elektrisch induzier- Steuerung der Ausbildung der DNA-
te Polymerisation von Schicht. Die Hybridisierungsreaktion
Pyrrol am 5-Ende zu konnte in Echtzeit verfolgt werden.
Polypyrrol. Detektion Die ermittelte Masse aus der Hybri-
der Hybridisierung von disierungsreaktion konnte durch fluo-
Komplementar-DNA reszenzmikroskopische Experimente

bestatigt werden.

Hopfneret al. Immobilisierung verschie- Uber QCM kann nicht nur die Bin-  [266]
dener Proteine und Detek- dung der targetierten Liposomen
tion der Bindung Ligand- an die entsprechenden Proteine ver-
haltiger Liposomen folgt, sondern gleichzeitig Erkennt-

nisse iiber das Deformations-, Spreit-
oder Fusionsverhalten der Liposo-
men gewonnen werden.

Christ et al.  Immobilisierung von Isolierte Betrachtung der Bindung [267]
bakteriellen Modellmem- verschiedener Lantibiotika an Mo-
branen mittels Langmuir- dellmembranen ohne und mit dem
Blodgett-Methode bakteriellen Target Lipid II. Be-

stimmung der Bindungskinetik ver-
schiedener Lantibiotika an Lipid II-
haltigen Membranen.

Tab. 2.3: Anwendungsmoglichkeiten SAW

Autoren Wechselwirkung Erkenntnis Referenz

Gronewold et Immobilisierung biotiny- Detektion von Punktmutationen [268]

al. lierter Oligonukleotide an  durch Hybridisierungsversuche mit
vorimmobilisiertem Strept- verschiedenen DNA-Sequenzen. Mit-
avidin und Ausbildung von  hilfe von Bindungskinetiken konnte
Hybrid-DNA der Einfluss der Mutation auf die Hy-

bridisierung quantifiziert werden.

Perpeet et al.  Immobilisierung von Ohne weitere Markierung der [269]
Antihrombin-Antikorpern  Analyten konnte gezeigt werden,
und Bestimmung der dass die verwendeten Antithrombin-
Bindungskinetik von Antikérper Antithrombin mit einer
Antithrombin Kinetik im hohen nanomolaren

Bereich binden.
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Tab. 2.3: (Fortsetzung — Anwendungsmoglichkeiten SAW)

Autoren Wechselwirkung Erkenntnis Referenz

André et al.  Immobilisierung von Lipid- Die gleichméfige Immobilisation von  [270]
Doppelschichten an einer Lipid-Doppelschichten, ausgehend
vorimmobilisierten Schicht von Liposomen, ist moglich und
aus Poly-Lysin und Detek- konnte iber AFM-Experimente be-
tion der Wechselwirkung legt werden. Die Bindung des an-
mit antimikrobiell wirksa- tibakteriellen Cathelicidin-basierten
men Peptiden Peptids LL32 konnte verfolgt werden.

Durch Analyse der Amplitudenver-
anderung des Bindungssignals wurde
postuliert, dass die Membran durch
Bindung des Peptids rigider wird.

2.5.4 Bestimmung kinetischer Bindungskonstanten mit QCM
und SAW

Sowohl die QCM-Technik als auch die SAW-Technik bieten die Moglichkeit, nicht nur
Bindungen zwischen Rezeptor und Liganden als Anderung der Masse zu detektieren,
um somit eine Aussage iiber das Gesamtausmafl der Bindung zu treffen. Sie ermogli-
chen es dariiber hinaus, den zeitlichen Verlauf dieser Interaktion zu verfolgen und aus
den erhobenen Daten Bindungskonstanten fiir die jeweilige Interaktion zu bestimmen.
Derartige Bindungskonstanten helfen bei der Beurteilung der Bindungsstérke und
bieten die Moglichkeit, Vergleiche zwischen natiirlichen Liganden und potentiellen
Inhibitoren einer Zielstruktur aufzustellen.

Verschiedene mathematische Modelle stehen bei der Errechnung von Bindungskon-
stanten zu Verfligung. Im Folgenden soll naher auf die Methoden eingegangen werden,
die im Rahmen dieser Arbeit Anwendung fanden. Fiir die Ableitung kinetischer Bin-
dungskonstanten mithilfe der QCM-Technik geht man fiir spezifische Rezeptor-Ligand
bzw. Rezeptor-Inhibitor-Bindungen von einem 1:1-Kinetikmodell aus. In diesem Mo-
dell bindet ein gelostes Analytmolekiil (A) genau ein immobilisiertes Molekiil auf der
Sensoroberflache (B). Die Bildung eines Komplexes aus A und B ist ein reversibler
Vorgang. Die Geschwindigkeit der Komplexbildung wird durch die Konstante k44
bestimmt, die Auflosung des Komplexes durch die Geschwindigkeitskonstante kp;gs
(siche Gleichung 2.6).

A+B <22 AB (2.6)

kDiss

Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir Gleichung 2.6 ergibt sich entsprechend Gleichung
2.7.
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A[AB]
At

Da die Dissoziation des Komplexes aus A und B nur von der Konzentration des

= kAss [A] [B] - sz'ss [AB] (27)

Komplexes [AB] selbst abhéangt, kann fiir diesen Vorgang eine Kinetik erster Ordnung
angenommen werden. Die Bildung von AB aus A und B ist von den Konzentrationen
beider Einzelkomponenten abhéngig und damit formal ein Vorgang mit Kinetik
2. Ordnung. Bei Versuchen unter Flussbedingungen wird aber die Konzentration des
Analyten A durch die standige Nachlieferung von A konstant gehalten, so dass der
Assoziationsvorgang unter diesen Bedingungen nur von der Konzentration von B
abhangt und damit einer Kinetik pseudoerster Ordnung folgt. Somit konnen die

Faktoren ks und [A] zu einer neuen Konstante k' zusammengefasst werden.

A[AB]
At
Mithilfe der QCM koénnen Massen, aber nicht Konzentrationen, direkt bestimmt

werden. Die Masse von A, die dabei an B bindet, ist proportional zur Konzentration

= K[B] — kpiss[AB] (2.8)

von A. Da die gebundene Masse auch proportional zu einer resultierenden Frequenz-
anderung ist, gilt fiir die Veranderung der Frequenz mit der Zeit eine Abhéngigkeit
von den Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bildung des Komplexes AB und dessen

Dissoziation.

af
At
In Gleichung 2.9 enstpricht f der Frequenzanderung, die durch die Bildung des

= k?Ass[A] (fmax - f) - kDissf (29)

Komplexes AB hervorgerufen wird. A ist die konstante Konzentration des Analyten
im FlieBsystem und f,,.. stellt die maximale Frequenzénderung bei Belegung aller
moglicher Bindungsstellen auf der Sensoroberfliche dar. Aus Gleichung 2.9 kann
man schlieSen, dass der Prozess der Dissoziation des Komplexes AB von keiner
Konzentration, sondern nur von der Geschwindigkeitskonstanten kp;,s abhéngt, so
dass fiir die isolierte Betrachtung des Dissoziationsvorgangs Gleichung 2.10 gilt.
S 210
Aus dem Kurvenverlauf eines Bindungsexperimentes konnen mithilfe einer nicht-
linearen Kurvenanpassung die Geschwindigkeitskonstanten k44, und kp;ss bestimmt
werden. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten kp;ss wird Gleichung 2.11

angewendet, zur Bestimmung der Assoziationskonstanten k4.5 Gleichung 2.12.

Af = Afoe Fpiss(t=to)) (2.11)
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kass[Alf, - iss(t—
Af = ss max 1— (kass[A]+kpiss(t—to)) 2.12
f k‘Ass [A] + kDiss ( ‘ ) ( )

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp ergibt sich als Quotient aus kp;ss

uns ksgs.

k 1SS
Kp = -2

= 2.13
kAss ( )

Mithilfe dieses Modells lassen sich mit der Durchfiihrung eines Bindungsexperi-
ments bei einer einzigen Konzentration alle kinetischen Konstanten errechnen.

Eine aufwiandigere Methode kommt bei der Anwendung des SAW-Biosensors zum
Einsatz. Durch die Vermessung von Konzentrationsreihen konnen Bindungsereig-
nisse in Abhéngigkeit der Konzentration des Analyten vermessen werden. Durch
nicht-lineare Kurvenregression konnen idealisierte Bindungskurven aus mathemati-
schen Modellen an den tatsidchlichen Kurvenverlauf angepasst werden. Dabei steht
neben einem einfachen 1:1-Bindungsmodell auch ein erweitertes Bindungsmodell
zur Verfiigung, das Vorgange beschreibt, bei dem der Analyt nicht wahrend der
Versuchszeit komplett wieder von der Oberfldche des Sensors dissoziiert, sondern zu
einem gewissen Anteil dort verbleibt (siche Abbildung 2.17B).

Al
Aol
=

. ARes

Zeit [s] Zeit [s]
Abb. 2.17: Modelle zur Errechnung kinetischer Bindungskonstanten aus einem
SAW-Experiment. A: einfaches 1:1-Bindungsmodell. k. ist die Assoziationskonstante
bei einer ganz bestimmten Konzentration. A, ist die Phasenverschiebung, die durch
Bindung des Analyten im Gleichgewichtszustand erreicht wiirde. Da aber mit Puffer
gespiilt wird, dissoziiert der Analyt wieder von der Oberfliche und man kann kp;ss, die
Dissoziationskonstante errechnen. 75,,,— f;+ sind Bereiche der Bindungskurve, die im Modell
nicht einbezogen werden, um Einfiisse wie Pufferwechsel oder Pumpenschalten nicht mit
zu berechnen. B: A,.; ist die Phasenverschiebung, die nach Dissoziation des Analyten
verbleibt, da nicht alle Molekiile im Verlauf des Experiments dissoziieren. Alle anderen
Platzhalter entsprechen den Platzhaltern unter A.

Fiir die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten ks im einfachen 1:1-Modell
unter A in Abbildung 2.17 wird Gleichung 2.14 angewendet. K p;, errechnet sich
nach Gleichung 2.15.
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wenn ¢ < tp, dann A(t) = A, (1 — e(_k"bst)) (2.14)

wenn ¢ > ty,,, dann A(t) = A,,,, e(TFpis:(i=taop)) (2.15)

Fiir das 1:1-Modell mit Residienberticksichtigung errechnet sich ks ebenfalls wie
in Gleichung 2.14 beschrieben. Fiir die Errechnung der Dissoziationskonstanten wird

das Residium berticksichtigt und kp;ss ergibt sich nach Gleichung 2.16.

Wenn ¢ > tygp, dann A(t) = Ay + (A, — Apes) el Faisa(ttstor)) (2.16)

Da die Konzentration des Analyten nicht in die Gleichungen 2.14 bis 2.16 eingeht,
kann aus den so erhaltenen Daten die Assoziationskonstante k4., nicht direkt abgelei-
tet werden wie es im verwendeten Modell fir die QCM moglich ist (siehe Gleichung
2.12). Da ka4 aber eine konzentrationsabhéngige Konstante ist, muss diese auch
fir das SAW-Modell berticksichtigt werden. Der Wert, den k., annimmt, ist linear
abhéngig von der Konzentration [A] des Analyten. Trégt man ks fiir verschiedene
vermessene Konzentrationen gegen die Konzentrationen selbst auf, so erhéalt man
durch lineare Regression der erhaltenen Punkte eine Geradengleichung mit der Form

entsprechend Gleichung 2.17.

kobs = kAss [A] + kDiss (217)

Aus der Steigung der erhaltenen Geraden kann man k4., ableiten, der y-Achsenab-
schnitt liefert kp;ss. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp lasst sich auch fiir
dieses Modell mit Gleichung 2.13 berechnen.

2.5.5 Detektion von Zell-Bindungen mit QCM und SAW

Die Detektion von Zellbindungen mithilfe von akustischen Biosensoren stellt eines der
interessantesten Anwendungsgebiete in diesem Bereich dar. Vor allem die Analytik
in Lebensmittel-herstellenden Betrieben hat grofles Interesse an derartigen Systemen,
da klassische Methoden zum Beispiel zur Bestimmung von Bakterienkontaminationen
in Lebensmitteln aufwandige Kultivierungs- und Analyseverfahren erfordern. Die
Wechselwirkung von bakteriellen Oberflachenantigenen mit immobilisierten Antikor-
pern konnte ein schnelles und giinstiges Verfahren darstellen, um Bakterienzahlen zu
bestimmen. Tatséchlich konnte in verschiedenen Arbeiten die Adhésion von Bakterien

und die Ausbildung von Biofilmen auf QCM-Sensoren gezeigt werden [271]. Eine
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Bestimmung von exakten adhéarierten Massen oder Bakterienzahlen ist aber bisher
noch nicht gelungen. Die QCM-Technik ist an dieser Stelle limitiert. Die Limitierung
soll am Beispiel einer Arbeit von Gyrte und Mitarbeitern erlautert werden. Thnen
gelang die Kultivierung von Affennierenzellen in situ auf Quarzsensoren. Die gemes-
sene Frequenzanderung ergab nach Einsetzen in die Sauerbrey-Gleichung aber nicht
die Masse, die einem Zellmonolayer dieser Zellart entspricht. Die wahre Masse war
250fach grofer als die detektierte. Die Sauerbrey-Gleichung gilt streng genommen
nur fur dinne, rigide, gleichméfig verteilte Adsorptionsschichten. Zellen dagegen
sind dagegen verhaltnismafig gro und fluide. Hinzu kommt, dass die Eindringtiefe
der akustischen Welle mit 250 nM nur einen Bruchteil der Masse einer Zelle erfasst.
Die Anderung der Resonanzfrequenz wird demnach nur von dem Teil der Zelle
verursacht, der im Bereich der Eindringtiefe liegt. Die Verwendung von 10 um grofien
Latexpartikeln an Stelle von Zellen konnte zwar die Problematik der groflen Fluiditat
und ungleichméfiigen Verteilung der Adsorptionsschicht relativieren, aber auch hier
wurden aufgrund der zu geringen Eindringtiefe keine exakten Massen bestimmt [272].

Die beschriebene Problematik zur Bestimmung von Zellzahlen ergibt sich bei der
SAW-Technik in noch hoherem Mafle, da hier die Eindringtiefe der akustischen
Welle mit 30nm noch geringer ist. Grundséatzlich lassen sich aber auch mit der
SAW-Technik Zell-Adhésionsvorgénge detektieren wie es in verschiedenen Arbeiten
fir Bakterien, Hefen und Séaugetierzellen gezeigt werden konnte [273, 274].

Mithilfe eines SAW-Sensors konnten Hong und Mitarbeiter die Adhésion von Séuge-
tierzellen (arterielle Endothelzellen) auf einem Sensorchip verfolgen. Sie konnten keine
Zellzahl bestimmen, aber Aussagen zum zeitlichen Verlauf des Adhésionsprozesses
treffen [275].

Im Rahmen dieser Arbeit werden Methoden entwickelt, die den Einsatz akustischer
Biosensoren erstmals auf dem Gebiet der Adhésionsrezeptor-vermittelten Zelladhésion

und deren Inhibition erméglichen.

2.6 Biosensoren zur Charakterisierung von Selektin-

und Integrin-Wechselwirkungen

In Kapitel 2.1.3 wurden kinetische Bindungskonstanten fiir die Wechselwirkung
zwischen Selektinen und ihre Liganden aufgefiithrt. Diese Daten wurden mit unter-
schiedlichen experimentellen Ansatzen erhoben. Biosensor-Ansétze zur Bestimmung
kinetischer Bindungskonstanen beruhen vor allem auf der Anwendung der SPR-

Technik oder der Rasterkraftmikroskopie.
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2 Theoretischer Teil

Die erste Arbeit von Nicholson et al. zur Bestimmung der Bindungskinetik von
L-Selektin an seinem Liganden GlyCAM-1 nutzte die SPR-Technik, wobei GlyCAM-1
auf der Sensoroberfliche immobilisiert und 16sliches L-Selektin iiber diese Schicht
gegeben wurde [68]. Wéhrend die kinetischen Daten der P-Selektin-PSGL-1-Bindung
mithilfe von Zellexperimenten aus Adhésionsassays bestimmt wurden [72], nutz-
ten Beauharnois et al. SPR-Experimente, um die Bindungskinetik verschiedener
sLeX-Variationen sowie die des Inhibitors Bimosiamose zu bestimmen. Dabei immo-
bilisierten sie P-Selektin-Fc-Chiméaren und injizierten die Bindungspartner in den
laufenden Pufferfluss [108]. Im Kapitel 2.1.3 wurde die Aufklarung des ,,catch bond
behaviors* mithilfe der Rasterkraftmikroskopie durch Marshall et al. erlautert.

Die Wechselwirkung von Heparin mit Selektinen ist nur in einer Arbeit aus dem
Jahre 2003 mithilfe von Biosensoren untersucht worden. Wang und Mitarbeiter
immobilisierten dazu Heparin auf der Goldoberflache von SPR-Sensoren und detek-
tierten die Wechselwirkung mit léslichen P-Selektin-Fe-Chiméren [181]. Die Bindung
von Heparin an den Integrinen a«X[32 wurde ebenfalls durch SPR-Experimente
charakterisiert [238].

Akustische Biosensoren wurden bisher noch nicht eingesetzt, um die Bindung von
Adhésionsrezeptoren wie Selektinen und Integrinen zu untersuchen. Im Rahmen
dieser Arbeit werden akustische Biosensoren erstmals genutzt, um isolierte Mole-
kiilinteraktionen der Adhésionsrezeptoren mit ihren Liganden und Inhibitoren zu
detektieren. Dartiiber hinaus soll durch die Untersuchung von Liposomen-basierten
Tumorzellmodellen und Zellexperimenten an den akustischen Biosensoren ein Beitrag
zum Verstandnis der Rolle der Adhésionsrezeptoren im Zuge der Tumorzellmetasta-
sierung und zum Verstandnis der Inhibitorwirkung des Heparins in diesem Prozess

geleistet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Gerate

Tab. 3.1: Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Sartorius Basic BA210S
Autosizer 2C

Autosizer Correlator Series 7032
Blottingapparatur Mini-Protean II

Casy®1 Model TT Cell Counter + Analyser System
Cryo 1°C Freezing Container

Durchflusskiihler Ecoline RE 104

Durchflusskiihler F 25

Elektrophoreseapparatur Mini-Protean I1
Elektrophorese-Stromgeber EC250-90

FORMA Universal-Wassermantelinkubator 3121
Geldokumentationseinheit Versa Doc Imagine System
5000

Handdispenser Handystep

Kalomel pH-Elektrode E6009-1EA

Konfokales Laserscanningmikroskop TCS SP5
Kraftaufnehmer und Steuerung der Langmuir-Film-
waage

Kiihlzelle

Langmuir-Filmwaage

LipixTM Basic Extruder
Magnetrithrer MR 3001

Orbitalschiittler

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Malvern Instruments, Worcestershire, UK
Malvern Instruments, Worcestershire, UK
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Schérfe System GmbH, Reutlingen, Deutsch-
land

Nalge Nunc International, Hereford, UK
Lauda, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach-
Schwarzwald, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Life Sciences Int. GmbH, Frankfurt, Deutsch-
land

ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,
Egelsbach, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Riegler & Kirstein GmbH, Potsdam,
Deutschland

Viessmann AG & Co KG, Hof (Saale),
Deutschland

Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Deutschland

Northern Lipids, Vancouver, Kanada
Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelheim,
Deutschland

Edmund Biithler GmbH, Tiibingen, Deutsch-
land
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3 Material und Methoden

Tab. 3.1: (Fortsetzung — Gerite)

Gerat

Hersteller

pH-Meter ¢ 720
Photometer Ultraspec 4000

Polytron-Homogenisator PT 10-35
Potter Elvejhem Glashomogenisator-Antrieb

Potter-Glashomogenisator

Pumpe ISM 796

QCM LiquiLab21®

QCM Quarzsensoren

Rotationsverdampfer Rotovapor

S-sens® K5 Surface acoustic wave biosensor
S-sens® K5 Quarzsensoren

Trockenschrank T 5042

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 102 H

Ultrazentrifuge Optima LE-80K
Vakuumpumpe

Vortexer MS 1 Minishaker

Wasseraufbereitungsanlage Millipore Elix
Wasserbad TW 12

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge Avanti'  J-25
Zentrifuge mini Spin

Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, USA
Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK

Kinematica AG, Littau-Luzern, Schweiz
Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Ismatec SA, Labortechnik-Analytik,
Glattbrugg-Zirch, Schweiz

Institut fiir Automation und Kommunikati-
one.V. (ifak), Barleben, Deutschland
Institut fiir Automation und Kommunikati-
one.V. (ifak), Barleben, Deutschland
Glasapparate-Fabrik Flawill, Flawill,
Schweiz

Biosensor GmbH, Bonn, Deutschland
Biosensor GmbH, Bonn, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, USA
Vacubrand GmbH & Co, Wertheim,
Deutschland

Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Millipore Corporation, Billerica, USA
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach-
Schwarzwald, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

3.1.2 Chemikalien

Tab. 3.2: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid-Lésung (30%)
Adipinséuredihydrazid
Amidoschwarz
Ammoniaklsung (26%)
Ammoniumacetat

Ammoniumpersulfat
Bacillol® AF

Borséaure
Bovines Serumalbumin, Fraktion V > 96%

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
ACROS Organics, Geel, Belgien
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
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3.1 Verwendete Materialien

Tab. 3.2: (Fortsetzung —

Chemikalien)

Chemikalie

Hersteller

Brilliant Blau R250
BSA-Stammlésung

Calciumchlorid
Calciumchlorid-Dihydrat
CASY®ton-Losung

Chloroform

Cyanurchlorid
1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid
Dimethylsulfoxid
3,3’-Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat

EDTA-Lésung (0,02%) E8008

Ethanol 96% (V/V), technisch, vergéllt mit PE
Ethanolamin

Fetales Kélberserum F7524

G-418

Glycerol (wasserfrei)
Glycin
Hexadecan-1-thiol
Hydrazinhydroxid 80%

N-Hydroxysuccinimid

Immobilon  -Western Chemiluminescent HRP
Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

low-IgG-FKS

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

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

Magermilchpulver Sucofin
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Mangan(IT)-chlorid-Dihydrat
Melsept SF

MEM-« + Ribonukleoside + Desoxyribonukleoside
6-Mercaptohexan-1-ol
11-Mercaptoundecansaure

Monochlorodimethyloctadecylsilan
Natriumazid
Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Schérfe System GmbH, Reutlingen, Deutsch-
land

Riedel-de Haén, Seetze, Deutschland
ACROS Organics, Geel, Belgien

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

ACROS Organics, Geel, Belgien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Hofmann Chemie Import-

Export GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Millipore Corporation, Billerica, USA
Riedel-de Haén, Seetze, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

TSI GmbH & Co. KG, Zeven, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Jannsen Chimica, Beerse, Belgien

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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3 Material und Methoden

Tab. 3.2: (Fortsetzung — Chemikalien)
Chemikalie Hersteller
Natriumdodecasulfat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid ACROS Organics, Geel, Belgien
n-Octyl-3-D-glucopyranosid Alexis Chemicals, Griinberg, Deutschland
Opti-MEM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Palmitoyl-2-oleyl- sn-glycero-3-phosphocholin
Polylysin

Protein-A-Sepharose

Protein-Standard

P-Selektin-Fc-Chiméren (rekombinant, human)

RPMI-1640-Medium R8758

Schwefelsaure 95%-97%
Standardpuffer pH 4,01

Standardpuffer pH 7,01
Standardpuffer pH 10,01
Synthetische Luft
TEMED
1-Thio-B-D-glucose
Trichloressigsaure

Trypsin-EDTA-Loésung (0,25%) T4049

Tween 20
VCAM-1-Fc-Chiméren (rekombinant, human)

Wasserstoffperoxid 30%
Zitronensaure, wasserfrei

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala,
Schweden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Hanna Instruments, Tanneries Cedex,
Frankreich

Hanna Instruments, Tanneries Cedex,
Frankreich

Hanna Instruments, Tanneries Cedex,
Frankreich

Praxair GmbH, Bonn, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

3.1.3 Antikorper

Tab. 3.3: Antikorper

Antikorper

Hersteller

anti-Maus-Heparin /Heparansulfat, Klon: T320.11,
Isotyp: Maus-IgGq

anti-Human—CD62P (P-Selektin), Klon: AK—4,
Isotyp: Maus IgGq «

anti-Maus-CD106 (VCAM-1), Klon: M/K-2,

Isotyp: Ratte((Lewis) IgGy,

Anti-Human-IgG (y -Ketten-spezifisch ), Klon: poly-
klonal, isoliert aus der Ziege

Antibodies-Online GmbH, Aachen,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Chemicon Europe/Millipore GmbH,
Schwalbach, Deutschland
Antibodies-Online GmbH, Aachen,
Deutschland
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3.1 Verwendete Materialien

Tab. 3.3: (Fortsetzung — Antikorper)

Antikorper

Hersteller

Natalizumab (Tysabri®), anti-Human-CD49d

(VLA-4)

Biogenldec GmbH, Ismaning, Deutschland

3.1.4 Testsubstanzen

Tab. 3.4: Testsubstanzen

Substanz

Hersteller

Enoxaparin-Natrium (Clexane® 20 mg/mlL)
Fondaparinux (Arixtra® 2.5 mg/mL)

Fucoidan

Heparin Liquemin® N 5000 (50001.E./0,5mL)

Heparin-Natrium 5000 ratiopharm®
(50001.E./0,2mL)

Nadroparin-Calcium (Fraxiparin® 1900 I.E. Anti-

Xa/0,2mL)
Phycarinsulfate PhyS1 — PhyS6

PSGL-1 (rekombinant, human)

sLeX-TEG o

SM-4-Sulfatid

Tinzaparin-Natrium, (InnohepTM,
20000 LE. Anti-Xa/mL)

Sanofi- Aventis GmbH, Frankfurt /Main,
Deutschland

Sanofi- Aventis GmbH, Frankfurt /Main,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Hoffmann-La-Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

GlaxoSmithKline GmbH & Co KG,
Miinchen, Deutschland

synthetisiert durch die Arbeitsgruppe um
Frau Prof. Dr. Susanne Alban, Christian-
Albrechts-Universitéit Kiel, Deutschland
R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

synthetisiert durch

Herrn Dr. Christian Gege, Universitat-
Konstanz, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

LEO Pharmaceutical Products Ltd. A/S,
Ballerup, Danemark

3.1.5 sonstige Materialien

Tab. 3.5: Sonstige Materialien

Bezeichnung

Hersteller

CASY® cups
CellScraper-Gummischaber 25 cm
Cellstar® Kulturflasche 25 cm?, mit Filter

Cellstar® Kulturflasche 75 cm?, mit Filter

Schérfe System GmbH, Reutlingen, Deutsch-
land

Sarstedt AG & Co KG, Niirnberg, Deutsch-
land

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
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3 Material und Methoden

Tab. 3.5: (Fortsetzung — Sonstige Materialien)

Bezeichnung

Hersteller

Cellstar® Kulturflasche 175 cm?, mit Filter
Cellstar® Zentrifugenréhrchen, PP-Réhrchen 15 mL
Centricon 30.000 Zentrifugenfilter
Chromatographiesdule 1 mL

Deckgléser, rund, Durchmesser 18 mm, Stéarke 3 (0,28-
0,32 mm)

Dialyseschlauch MWCO 12-14kD

Dichtscheibe G8-Sil/rot-weif3

Einmalspritzen Injekt 10 mL

Feder S15

Gewebekulturschale 145 cm?

Kryoréhrchen PP, mit Schraubverschluss, steril

Mikroeinsatz G30

NUNC " “nunclon® Zellkulturflasche 175 cm?
pH-Papier

Pipette 10 pL

Pipette 100 pL

Pipette 1000 uL

Pipette 5 mL Plastibrand®

Pipettenspitzen 1-200 uL, gelb
Pipettenspitzen 100-1000 pL, natur
Pipettenspitzen 5 mL Plastibrand®
Reagiergeféafl 0,5 mL

Reagiergefafl 1,5 mL
Reagiergefafl 2,0 mL
Schraubkappe G8-L

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

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Chemicon Europe/Millipore GmbH,
Schwalbach, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Labor- und Medizintechnik Dr. J. Rost,
Leipzig, Deutschland

Spectrum Laboratories Inc., Breda, Nieder-
lande

CS-Chromatographie-Service GmbH,
Langerwehe, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

CS-Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe, Deutschland

Sarstedt AG & Co KG, Niirnberg, Deutsch-
land

Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
CS-Chromatographie-Service GmbH,
Langerwehe, Deutschland

Nalge Nunc International, Hereford, UK
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co KG, Niirnberg, Deutsch-
land

Sarstedt AG & Co KG, Niirnberg, Deutsch-
land

Sarstedt AG & Co KG, Niirnberg, Deutsch-
land

CS-Chromatographie-Service GmbH,
Langerwehe, Deutschland

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland
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3.1 Verwendete Materialien

3.1.6 Puffer und Losungen

Amidoschwarz-Firbel6sung

50mL Eisessig
225 mLL. Methanol
1,25g Amidoschwarz 10B
ad 500mL  Aqua dem.

Ammoniumacetat-Lésung 10M

770mg Ammoniumacetat
ad 1mL  Aqua dem.

Die Ammoniumacetatlosung wird nach der Herstellung bei 4-8 °C gelagert und nach fiinf
Tagen verworfen.

Ammoniumpersulfat(APS)-Losung 10% (m/V)

10g Ammoniumpersulfat
ad 100mL  Aqua dem.

Die APS-Lésung ist instabil. Sie wird daher am Versuchstag frisch hergestellt und bis zur
Verwendung auf Eis gelagert.

Blockierungslésung 5% (m/V)

5g Magermilchpulver
ad 100mL TBS-T-Puffer

Die Mischung muss mindestens 20 min geriihrt werden bis sich das Magermilchpulver gelost
hat.

Borat-Puffer pHS8,8

618,4mg Borsaure
ad 100mL  Aqua dem.

Die pH-Wert-Einstellung auf pH 8,8 erfolgt mit 1 M NaOH.

Bromphenolblau-Losung

10uL 96 %ig (V/V) Ethanol
~1mg Bromphenolblau geséttigt
ad 10mL Aqua dem.

Die Bromphenolblau-Lésung wird in einem 15 mL-PP-R6hrchen hergestellt. Es handelt
sich um eine geséttigte Losung. Ungeloster Farbstoff wird durch Zentrifugation pelletiert
und der Uberstand zur Herstellung des Probenauftragpuffers verwendet. Die Lagerung
erfolgt bei —20°C.
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3 Material und Methoden

BSA-StammlGsung

9 uL.  Protein-Standard (Sigma)
ad 200 u.  Aqua dem.

Calciumchlorid-Stammlosung 1M

1,11g Calciumchlorid
ad 10mL Aqua dem.

Die Calciumchlorid-Stammlésung wird bei 4-8 °C gelagert.

Ca’t und Mg?*-Stamml6sung 500 mM

7,35g Calciumchlorid-Dihydrat
10,16g Magnesiumchlorid-Hexahydrat
ad 100mL  Aqua dem.

Die Ca?*- und Mg?*-Stamméosung wird bei 4-8 °C gelagert.

Coomassieblau-Entfiarbelosung

200mL  Methanol
100mL Eisessig
ad 1000mL Aqua dem.

Coomassieblau-Firbel6sung

250 mL  Methanol
50mL Eisessig
1,25g Coomassie Brilliant Blau R250
ad 500mL  Aqua dem.

Cyanurchlorid-Losung 1% (m/V)

100mg Cyanurchlorid
ad 10mL Chloroform

Die Cyanurchlorid-Lésung wird fiir 10 min im Ultraschallbad inkubiert.

Dithiothreitol (DTT)-Losung 3,2M

4,93g DTT
ad 10mL Aqua dem.

Die DTT-Lésung ist instabil. Sie wird daher am Versuchstag frisch hergestellt und bis zur
Verwendung auf Eis gelagert.

N-(3-Dimethylaminopropyl)- N’-ethylcarbodiimid-hydrochlorid 0,4M
(EDC)-Losung

15mg EDC
ad 200 uL.  Phosphatpuffer nach Sérensen pH 7,4
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3.1 Verwendete Materialien

Die EDC-Lésung wird fiir jeden Versuch frisch hergestellt.

EDTA-Na-Stammlosung

02M

3,72g EDTA-Na
ad 50mL Aqua dem.

Der pH-Wert der EDTA-Lésung wird mit 10 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt und sie wird

bei 4-8°C gelagert.

Elekrophoresepuffer-Stammlésung

pH 8,9 bei RT

144¢g  Glycin
30g Tris
10g SDS
ad 1000mL Aqua dem.

Elutionslésung

125 ul,.  EDTA-Na pHS8,0
500mg Natriumhydroxid
ad 500mL 50 % (V/V) Ethanol

Entfarbelésung

10mL  Eisessig
450 mI.  Methanol
ad 500mL  Aqua dem.

Erntepuffer

pH 7,5 bei RT

6,80g Kaliumdihydrogenphosphat
373mg Kaliumchlorid
8,77g Natriumchlorid
ad 1000mL Aqua dem.

Der pH-Wert wird mit 1 M Natronlauge eingestellt.

Ethanolamin-Losung

1M (pH8,5)

6,11g Ethanolamin
ad 100mL  Aqua dem.

Der pH-Wert wird mit 10 M HCI eingestellt und die Lésung bei —20°C gelagert.

Glycin-HCI-Puffer pH 3,0/pH 2,5

0,1 M

750mg  Glycin
ad 100mL  Aqua dem.

Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit HClyop,. -
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3 Material und Methoden

Hexadecan-1-thiol-Losung

1mM

256 mg Hexadecan-1-thiol
ad 100mL Chloroform

Homogenisierungspuffer nach Lever

21,30g Saccharose
300mg Tris
50 ul.  Magnesiumchlorid-Hexahydrat-Stammlésung
ad 250mL  Aqua dem.

Hydrazin-Losung

1M

0,40g Hydrazinhydroxid (80%ig)
ad 10mL Aqua dem.

N-Hydroxysuccinimid-Losung (NHS)

0,1 M

11,5mg NHS
ad 1000 uL.  Phosphatpuffer nach Sérensen pH 7,4

Die NHS-Losung wird fiir jeden Versuch frisch hergestellt.

Lager-Puffer

7Tul.  p-Mercaptoethanol
0,25mL,. EDTA-Na pHS8,0
25mL 50 % Glycerol
0,5mL Tris-HCl pH 7,5
ad 50,0mL Aqua dem.

Magnesiumchlorid-Hexahydrat-Stammlosung

1M

2,03g Magnesiumchlorid-Hexahydrat
ad 10mL Aqua dem.

Mn?*-Lésung

0,1 M

1,62g Manganchlorid-Dihydrat
ad 100mL  Aqua dem.

6-Mercaptohexan-1-ol-Losung

0,1M

134mg Mercaptohexan-1-ol
ad 10mL Chloroform

11-Mercaptoundecansidure-StammlSsung

2M

2,18g Mercaptoundecansaure
ad 10mL  Ethanol (absolutiert)

Die 11-Mercaptoundecansdure-Stammlosung wird bei —20 °C gelagert. Zur Herstellung der
gebrauchfertigen Losung mit einer Konzentration von 0,2 M werden 200 uL. der Stammlé-

sung mit absolutiertem Ethanol ad 10 mL aufgefiillt.
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3.1 Verwendete Materialien

Natalizumab-Losung fiir Western-Blot

15mg Natriumazid

750mg BSA!
60 uL  Natalizumab (TysabriTM—Handelsprodukt) (1,2mg)
15mL TBS-T

Oktylglucosid(n-Octyl-B-D-glucopyranosid)-Losung 2% (m/V)

2,0g Oktylglucosid
ad 100mL PBS-Puffer

Phosphatgepufferte-Salzlssung(PBS?) Konzentrat-20fach

80g Natriumchlorid
2g Kaliumchlorid
12,6 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
2¢g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 500mL  Aqua dem.

Das Pufferkonzentrat wird bei 4-8 °C gelagert.

Phosphatgepufferte-Salzlosung gebrauchsfertige Losung (PBS)

25,0mL PBS-Konzentrat-20fach
ad 500mL Aqua dem.

Der Puffer wird fiir QCM- und SAW-Experimente durch Anlegen eines Vakuums entgast
und bei 4-8 °C gelagert.

Phosphatgepufferte-Salzlésung mit 1 mM Ca?* und Mg?" (PBS+)

1,0mL Ca?* und Mg?*-Stammlosung 0,5M
25,0mL PBS-Konzentrat-20fach
ad 500 mL  Aqua dem.

Der Puffer wird fiir QCM- und SAW-Experimente durch Anlegen eines Vakuums entgast
und bei 4-8 °C gelagert.

Phosphatpuffer nach Sorensen Losung A

9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 1000mL Aqua dem.

Phosphatpuffer nach S6rensen Losung B

11,876 g  Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
ad 1000mL Aqua dem.

Durch Vorlage der in Tabelle 3.6 ausgewiesenen Milliliterzahl von Lésung B und Auffiillen
ad 100 mL mit Losung A werden die in der Tabelle ausgewiesenen pH Werte bei RT
eingestellt. Eine weitere pH-Wert-Einstellung ist nicht mehr nétig.

Lengl. Bovine Serum Albumine
2engl. Phosphate Buffered Saline
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3 Material und Methoden

Tab. 3.6: Mischungsschema fiir Phosphatpuffer nach S6rensen zum Erhalt der
angegebenen pH Werte

pHWert 0 ,1 ,2 3 4 5 6 ,7 ,8 .9

4 0,60

5 0,95 1,35 1,80 2,30 3,00 3,90 490 6,20 7,90 9,80

6 12,1 15,0 184 22,1 264 31,3 37,2 43,0 49,2 552

7 61,2 67,0 72,6 7v7,7 81,8 852 885 91,2 93,6 953

8 96,9
Piranha-Losung
10,0mL  H509 35% (m/V)
30,0mL HQSO4 98% (m/V)

Die Piranha-Losung wird zur Reinigung der Quarzsensoren frisch hergestellt. Zur Mischung
wird ein Erlenmeyerkolben in einem Wasserbad vorgekiihlt. HoO9 wird vorgelegt und HoSOy4
vorsichtig hinzugegeben. Die Losung kann verwendet werden, sobald die Mischungsreaktion
abgeschlossen ist und die Losung Raumtemperatur erreicht hat. (Heifle Piranha-Losung
16st die Goldschicht von der Quarzoberfléche!)

Polylysin-StammlSsung 4mg/mL

400 mg Polylysin
ad 100,0mL Natriumhxdroxid-Losung 0,01 M mit 0,1 M Natriumchlorid

Durch 1:100 Verdiinnung der Polylysin-Stammloésung mit Natriumhydroxid-Loésung 0,01 M
mit 0,1 M Natriumchlorid wird die gewiinschte Konzentration von 0,04 mg/mL fiir SAW-
Experimente erhalten.

Probenauftragpuffer (PAP)

1,75 mlL  Tris-HCI pH 6,8
1,bmL  Glycerol
5mL  10% SDS-Loésung
1,25ml.  Bromphenolblau-Lésung

Der Probenauftragpuffer wird in einem 15 mL-PP-Rohrchen hergestellt, aliquotiert (475 uL)
und in 1,5 mL PP-Reaktionsgefafien bei —20 °C gelagert. Der PAP wird kurz vor der Ver-
wendung durch Zugabe von 25 pL DTT-Lésung (Endkonzentration 160 mM) vervollstandigt.

Resuspensionspuffer nach Lever pH 7,4 bei 4°C

8,56 g Saccharose
120mg Tris
ad 100mL  Aqua dem.
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3.1 Verwendete Materialien

Saccharosekissen

87,5g Saccharose
300mg Tris
73mg EDTA
ad 250mL  Aqua dem.

Sekundar-Antikorper-Losung fiir Western-Blot

1g Magermilchpulver
10 ul.  Sekundér-Antikérper-Stammlésung
20mL TBS-T

Das Magermilchpulver wird in 15 mL TBS-T mit einem Magnetriihrer fiir 20 min geriihrt.
Anschliefend wird der Sekundirantikorper zugesetzt und mit TBS-T ad 20 mL aufgefiillt.
Die Losung wird bei 4-8 °C gelagert.

1-Thio-B-D-Glucose-Losung 10 mM

218 mg  1-Thio-p-D-Glucose
ad 100mL Aqua dem.

Transferpuffer pH 8,2-8,4 bei RT
28,80g Glycin
6,06g Tris

ad 2000mL Aqua dem.

Der Transferpuffer wird am Tag vor der Durchfithrung des Western-Blots hergestellt. Nach
dem Lésen der Substanzen in Wasser sollte der pH-Wert im Bereich von pH 8,2--8,4 liegen.
Die Losung wird dann bis zur Verwendung auf 4-8 °C gekiihlt.

Trichloressigsidure(TCA3)-Losung 100% (m/V)

100g TCA
ad 100mL  Aqua dem.

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS*) pH 8,0 20mM

242mg Tris
20mg Natriumazid
ad 100mL  Aqua dem.

Die pH-Wert-Einstellung erfolgt mit HClygp,. -

Tris-gepufferte Salzlosung-Konzentrat-10fach (TBS-10fach) pH7.3

40g Natriumchlorid
6,06g Tris
ad 500mL  Aqua dem.

Die pH-Wert-Einstellung erfolgt mit HClygp,. .

3engl. TriChloroAcetic acid
4engl. Tris Buffered Saline
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3 Material und Methoden

Tris-HCIl-Puffer pH 8,0/pH 6,8 1M

12,1g Tris
ad 100mL  Aqua dem.

Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit HClygp,. .

Tris-SDS®%-Losung pH 7,5 bei RT

12,1g Tris
2g Natriumdodecylsulfat (SDS)
ad 100mL  Aqua dem.

Tris-gepufferte-Salzlosung mit Tween-Zusatz (TBS-T) (0,2% (m/V)

40mL TBS-10fach
800 uL.  Tween 20
ad 400mL  Aqua dem.

Verdiinnungspuffer pH7,5 bei RT
4279g Saccharose
600mg Tris

ad 500mL  Aqua dem.

‘Waschpuffer

21,20g Saccharose
300mg Tris
50 uL.  Magnesiumchlorid-Hexahydrat-Stammlésung
ad 250mL  Aqua dem.

Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit Di-Natriumhydrogenphosphat.
Alle Tris-basierten Puffer werden in der Kithlkammer mit 1 M HCI auf den gewiinschten
pH-Wert eingestellt und bei 4-8 °C gelagert.

Zitronensiure-Losung pH 5,8

1,92¢g Zitronensdure wasserfrei
ad 100mL  Aqua dem.

Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit einer kaltgeséttigten Losung von Di-Natriumhydrogen-
phosphat.

3.1.7 Computerprogramme

Die Steuerung der Quarzmikrowaage LiquiLab21® erfolgt mithilfe der Software
LiquiLab21® (ifak, Barleben, Deutschland). Die Visualisierung der Kraftaufnahme
durch die Langmuir-Filmwaage wird durch die Software Ruk Trough Control reali-

siert. Der akustische Oberflichenwellensensor S-sens® K5 wird durch die Software

Sengl. SodiumDodecylSulfate
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3.2 Zellkultur

Biosens K12 (Biosensor GmbH, Bonn, Deutschland) gesteuert. Diese Software er-
laubt die gleichzeitige Visualisierung und Speicherung der Bindungsexperimente. Die
HPLC-Autosamplereinheit am akustischen Oberflaichenwellensensor wird mit der
Software SequenceMaster6 programmiert.

Die Auswertung der Experimente und die grafische Darstellung der Ergebnisse

erfolgt computergestiitzt mit folgenden Programmen:

e Origin' ", Additive, Friedrichsdorf, Deutschland
e Microsoft Excel:mac 2004TM7 Microsoft Corporation, Redmond, USA
e ChemDraw Ultra 8.OTM, CambridgeSoft Corporation, Cambridge, USA

Die Erstellung schematischer Abbildungen erfolgt mit folgenden Programmen:

e Microsoft PowerPoint:mac 2004TM, Microsoft Corporation, Redmond, USA
e Adobe Photoshop CSTM, Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

Die Dissertationschrift wurde mit IXTEX erstellt.

3.1.8 Statistik

Die Werte dieser Arbeit reprasentieren Mittelwerte aus mindestens drei identischen
Experimenten + Standardabweichung, wenn nicht anders angegeben. Signifikante
Unterschiede wurden mithilfe des ungepaarten Studentschen t-Tests ermittelt. Die
Signifikanzebenen sind den jeweiligen Darstellungen zu entnehmen, wobei gilt:

*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

3.2 Zellkultur

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen findet unter aseptischen
Bedingungen in einem entsprechend ausgestatteten Zelllabor statt. Alle Verbrauchs-
materialien werden vor den Arbeiten bei 120 °C fiir 20 min autoklaviert. Gerédte und
Verbrauchsmaterialien, die nicht autoklaviert werden kénnen, werden zu Beginn der
Arbeiten mit Bacillol® AF eingespritht und dadurch desinfiziert. Die Arbeiten finden
unter einer Werkbank mit laminarer Luftfithrung statt. Die Werkbank wird ebenfalls
zu Beginn der Versuche mit Bacillol® AF desinfiziert. Die Lagerung der Nahrmedien
und aller weiterer Losungen und Puffer erfolgt bei 4-8 °C. Diese werden zu Beginn der
Arbeiten in einem Thermostaten auf 37 °C aufgeheizt. Die Kultivierung der Zellen

erfolgt in einem Wassermantel-Inkubator bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5 %.
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3 Material und Methoden

3.2.1 Revitalisierung und Inkulturnahme der Zellen

Die Zelllinien werden in fliissigem Stickstoff bei —196 °C in entsprechenden Kryo-
rohrchen gelagert. Zur Revitalisierung der Zellen werden die Kryorohrchen aus dem
fliissigen Stickstoff entnommen und in der Hand ziigig aufgewarmt. Durch Zugabe
von 1 mL aufgewdrmten Nahrmedium wird der Auftauprozess zum einen beschleu-
nigt und zum anderen eine Resuspension der Zellen erreicht. Die Zellen werden in
ein PP-Rohrchen mit 7mL vorgelegtem Nahrmedium iiberfiihrt. Das Kryoréhrchen
wird mit einem weiteren Milliliter des Nahrmediums gespilt und mit der restlichen
Zellsuspension vereinigt. Die Zellsuspension wird bei 312 x g und 4°C fiir 4 min
zentrifugiert. Die bisher beschriebenen Arbeitsschritte miissen ziigig erfolgen, um die
Zellen nur moglichst kurz der schiadigenden Wirkung des DMSO auszusetzen, mit
dem sie eingefroren wurden. Der Uberstand wird nach der Zentrifugation abgesaugt
und verworfen. Das Zellpellet wird in 1 mL Nédhrmedium resuspendiert. In einer Zell-
kulturflasche mit 25 cm? Bodenfliche und Membranfilter werden 9mL Nihrmedium
vorgelegt und die Zellsuspension hineingegeben. Der Wachstumsstatus wird taglich
mikroskopisch anhand der Konfluenz der Zellen bestimmt. Ein Medienwechsel erfolgt
immer dann, wenn das Nahrmedium durch Ausscheidungsprodukte der Zellen einen
sauren pH-Wert annimmt, was durch einen Umschlag des Indikators Phenolrot von
rot nach gelb angezeigt wird. In diesem Fall wird das Nahrmedium abgesaugt und

durch frisches Nahrmedium gleichen Volumens ersetzt.

3.2.2 Kryokonservierung

Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgt, wie schon erwahnt, in fliissigem Stickstoff
bei —196 °C. Damit die Zellen wéahrend des Einfrierens nicht zerplatzen, wird eine
Mischung aus 10% DMSO (V/V) und 90% FKS (V/V) (inaktiviert fiir 30 min bei
56 °C) zur Kryoprotektion eingesetzt. 1-10% Zellen werden nach dem Ablésen vom
Boden der Zellkulturflasche zentrifugiert und in 1 mL des oben genannten Einfrierme-
diums resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Kryoréhrchen iiberfiihrt und diese in
einen Einfriercontainer (Cryo 1°C Freezing Container) gestellt, der mit Isopropanol
befiillt ist. Der Container wird fiir 4 Stunden bei —80 °C gelagert und gewéhrleistet
ein Abkiihlen der Zellen um 1°C pro Minute. AnschlieSend werden die Kryorohrchen

zur dauerhaften Lagerung in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

3.2.3 Zellzahlbestimmung

Fir die Subkultivierung, fiir die Kryokonservierung der Zellen, aber auch fiir Zellver-
suche am SAW-Biosensor erfolgt eine Bestimmung der Zellzahl mithilfe des CASY®1
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3.2 Zellkultur

Modell TT. Zur Bestimmung der Zellzahl werden die entsprechenden Zellen vom
Boden der Zellkulturflaschen abgelost, zentrifugiert, das Nahrmedium abgesaugt und
durch 2mL frisches Ndhrmedium ersetzt, in dem die Zellen resuspendiert werden.
20 uL dieser Suspension werden in 10 mL sterilfiltrierter CASY®ton Losung verdiinnt.
Aus dieser Verdiinnung kann anschliefend mithilfe des CASY®1 Modell TT die
Zellzahl bestimmt werden.

Dieses Gerét arbeitet nach dem Prinzip des Coulter-Counters. An einer Kapillare
definierter Geometrie (@ 150 pm) wird iiber zwei Platinelektroden eine Spannung
angelegt. Der Widerstand wird durch den elektrischen Leiter zwischen den beiden
Elektroden festgelegt. Dabei handelt es sich um CASY®ton Losung, eine Elektro-
lytlosung konstanter Ionenstarke, so dass der Widerstand als konstant angesehen
werden kann. Weil Spannung und Widerstand in dieser Arbeitsanordnung konstant
gehalten werden, resultiert auch eine konstante Stromstérke.

400 uLi der Zellsuspension werden mit konstanter Geschwindigkeit in die Kapillare
gesaugt und passieren die beiden Platinelektroden. Intakte Zellen verhalten sich
aufgrund ihrer Phospholipidmembranen wie Isolatoren. Gemafl Gleichung 3.1 dndert
sich beim Durchtritt der Zellen durch die Kapillare der Lange [ deren Querschnitts-
flache A, wodurch der elektrische Widerstand R der Losung ansteigt (p: spezifischer
Widerstand).

l

R = P (3.1)

Rein messtechnisch werden mit dieser Methode Zellvolumina bestimmt, die durch
Integration der Messwerte (elektronische Pulsflachenanalyse) in eine lineare Durch-
messerverteilung umgerechnet werden. Da die Zellen vereinzelt durch die Kapillare
gezogen werden, ergibt jede einzelne Zelle einen Messimpuls, der als Zahlwert dient.
Die Darstellung erfolgt durch Auftragen der Zellzahl in Abhéngigkeit des Zelldurch-
messers. Mit dieser Methode lassen sich Zellen mit einem Durchmesser von 8-40 pm

bestimmen.

3.2.4 Kultivierung der Melanomzelllinie MV3

MV3 ist eine Melanomzelllinie, deren Etablierung durch van Muijen et al. [276]
detailliert beschrieben wurde. In Kiirze kann die Etablierung wie folgt dargestellt
werden: Fragmente frischer Melanommetastasen eines 76-jahrigen Krebspatienten
wurden Nacktméusen subkutan gespritzt. Nach drei Passagen in der Maus wurde ein
Teil des Xenotransplantats entnommen und unter der Bezeichnung MV3 kultiviert.

Die Zelllinie zeichnet sich durch ihr hohes metastatisches Potential in Nacktméausen
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3 Material und Methoden

aus. MV3 Melanomzellen wurden unserer Arbeitsgruppe dankenswerter Weise durch
Herrn Dr. Reiner Zeisig (Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medizin, Berlin) zur
Verfiigung gestellt. Die Kultivierung erfolgt in RPMI-1640 Nahrmedium unter Zusatz
von nicht-inaktiviertem FKS10% (V/V). Das Nahrmedium wird alle zwei Tage
gewechselt. Die Konfluenz der Zelllinie wird nach ca. vier Tagen erreicht. Bevor
die Zellen geerntet werden, wird mit 5mL PBS (steril) gesptilt, um Zellfragmente
und schon abgeloste Zellen zu entfernen. Zum Ablosen der Zellen werden je nach
Grofle der Zellkulturflasche 2-4 mL EDTA-Lo6sung 0,02% (m/V) zugesetzt und bei
37°C fiir drei Minuten inkubiert. Durch leichtes Klopfen und Spiilen mit 2-4 mL
frischen Ndhrmediums werden die Zellen vom Boden der Kulturflasche entfernt. Die
Zellsuspension wird in ein 15 mL-PP-Ro6hrchen tiberfithrt, zentrifugiert und pelletiert.
Nach Resuspension in 4 mL frischem Nahrmedium wird die Zellzahl wie unter 3.2.3
beschrieben bestimmt. 2 - 10 Zellen werden in eine Zellkulturflasche mit 175 cm?
gegeben, in die vorher 20 mL. Ndhrmedium vorgelegt werden.

Fiir Versuche mit dem SAW-Biosensor werden die Zellen wie beschrieben abgelost,
zentrifugiert und anschliefend in steril filtriertem PBS+ resuspendiert.

Zur Durchfithrung einer spateren Membranpraparation der MV3, werden die Zellen
an Stelle einer Zellkulturflasche auf Zellkulturschalen ausgesiht (siche Kapitel 3.4).

Revitalisierung und Kryokonservierung erfolgen wie unter 3.2.1 und 3.2.2 beschrie-

ben.

3.2.5 Kultivierung der Zelllinie P-Sel-CHO

Bei P-Sel-CHO handelt es sich um Eierstockzellen des Chinesischen Hamsters, die in
der Guppe um Prof. Varki, University of California, La Jolla, USA, stabil mit einem
Gen transfiziert wurden, das die Zellen zur Produktion von rekombinanten Maus-P-
Selektin-Fe-Chiméaren (mP-Sel-Fc-Chim.) befahigt. Diese werden von den Zellen in
das Nahrmedium abgegeben.

Die Zellen werden in MEM-oc-Medium mit Ribonukleosiden und Desoxyribonukleo-
siden unter Zusatz von FKS 10%ig (V/V) kultiviert. Das Ndhrmedium wird alle zwei
Tage gewechselt. Die Zellen sind nach 2-4 Tagen konfluent. Sie werden mithilfe von
2-4mL Trypsin-EDTA-Losung (0,25%) und durch Inkubation fiir drei Minuten bei
37°C vom Boden der Zellkulturflaschen abgelost. Nach Zentrifugation, Pelletierung
und Resuspension in 2 mL Nahrmedium wird die Zellzahl bestimmt. Zur weiteren
Kultivierung werden 2 - 10° Zellen in Kulturflaschen mit 175 cm? Bodenfliche und
10 mL vorgelegtem Nahrmedium gegeben. Revitalisierung und Kryokonservierung

erfolgen wie unter 3.2.1 und 3.2.2 beschrieben. Die spezielle Kultivierung der Zelllinie
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3.3 Gewinnung von murinen P-Selektin-Fc-Chiméren aus Ovarialzellen des

chinesischen Hamsters

zur Produktion und anschlieBenden Isolierung von mP-Sel-Fc-Chim. ist in Kapitel

3.3 beschrieben.

3.3 Gewinnung von murinen P-Selektin-Fc-Chimaren

aus Ovarialzellen des chinesischen Hamsters

3.3.1 Zellkultur im Produktionszyklus

Zur Produktion von mP-Sel-Fc-Chim. durch die stabil transfizierten CHO-Zellen
werden diese wie in 3.2.5 beschrieben fiir mindestens vier Tage ohne Selektionsdruck
kultiviert. Die Zellen werden vom Boden der Zellkulturflaschen abgelost, zentrifu-
giert, pelletiert und in Zellkulturflaschen mit 175 cm? Bodenfliche tiberfiihrt, in die
vorher eine Nahrmedienmischung aus MEM-a-Medium mit Ribonukleosiden und
Desoxyribonukleosiden unter Zusatz von FKS 10% (V/V) und des Selektionsfaktor G-
418 (1 mg/mL) vorgelegt wurde. Bei diesem Selektionsfaktor handelt es sich um ein
Aminoglycosid-Antibiotikum, das in hohem Mafle die Proteinbiosynthese in eukarioti-
schen Zellen durch Bindung der 80s-Ribosomen beeintrachtigt. Die hier verwendeten
stabil transfizierten CHO-Zellen tragen nicht nur ein Gen fiir die Produktion von
mP-Sel-Fc-Chim., sondern wurden gleichzeitig mit einem Resistenzgen gegen G-
418 transfiziert. Durch diesen Zusatz selektiert man tatséchlich transfizierte Zellen
von denen, die durch Mutation die Fahigkeit verloren haben, mP-Sel-Fc-Chim. zu
produzieren.

Wenn die Zellen nach 24 Tagen zu ca. 90 % konfluent sind, werden sie fiir den
eigentlichen Produktionszyklus auf zehn Zellkulturflaschen aufgeteilt. Dazu werden 3-
108 Zellen in Zellkulturflaschen iiberfiihrt, die mindestens 125 mL Nihrmedium bei der
Kultur adharenter Zellen aufnehmen kénnen (NUNCTM nunclon®, 175 cm?). Es werden
50mL Nahrmedium, bestehend aus MEM-a—Medium mit Ribonukleosiden und
Desoxyribonukleosiden und 8 % low-IgG-FKS, vorgelegt. Diese speziell aufgearbeitete
FKS-Zubereitung wird eingesetzt, um bei der spateren Isolierung der Fc-Chiméren
keine Bestandteile des Nahrmediums, wie zum Beispiel IgG-Protein zu isolieren.
Nach zwei Tagen werden 20 mL OptiMEM Néhrmedium pro Zellkulturflasche zu
dem bereits vorhandenen Nahrmedium hinzugegeben. Da dieses Medium alle fiir
die Zellkultur bendtigten Aminosduren schon in geloster Form beinhaltet, kann auf
einen weiteren Zusatz von FKS verzichtet werden. Nach zwei weiteren Tagen werden
noch einmal 30 mL. OptiMEM-Medium dazugegeben.

Das Wachstum der Zellen wird taglich kontrolliert. Es erfolgt keine weitere Nahr-

medienzugabe. Die Zellen werden solange in Kultur gehalten, wie sie sich nicht
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vom Boden der Zellkulturflaschen ablosen (ca. sieben Tage). Sobald sich die Zellen
vermehrt in Form gréflerer Fragmente vom Boden ablosen, wird das gesamte Néahrme-
dium gesammelt und durch Zentrifugation von Zellen und Zellbestandteilen getrennt
(10 min bei 312 x g, 4°C). Das Nahrmedium wird in Duranglasflaschen gesammelt
und mit Natriumazid bis zu einem Massengehalt von 0,05 % (m/V) versetzt. Das

Medium kann so fiir mehrere Wochen bei 4-8 °C gelagert werden.

3.3.2 Gewinnung der mP-Sel-Fc-Chimdren aus dem

Nahrmedium

Wird das Nahrmedium nicht sofort nach seiner Gewinnung weiterverwendet und im
Kiihlschrank gelagert, sollte es vor der Proteinaufreinigung noch einmal zentrifugiert
werden. Das Volumen des Nahrmediums wird anhand der Skala der Duranglasfla-
sche grob bestimmt. Anschliefend versetzt man das Nahrmedium mit 1/100 seines
Volumens mit EDTA-Losung (0,5M, pH 7,5) und dann mit 1/100 seines Volumens
mit Tris-HC1 (1M, pH 8,0). Pro Liter Nahrmedium wird 1 mL Protein-A-Sepharose
(PAS) hinzugegeben. Nach Zugabe eines Riihrfisches wird das Nahrmedium bei
geringer Rithrstérke in einer Kithlkammer bei 4 °C fiir sieben Tage geriihrt. Dabei
binden die Fc-Chiméren des produzierten murinen P-Selektins an die PAS, wahrend
andere Proteine in Losung bleiben. Die PAS wird durch Zentrifugation vom Néahr-
medieniiberstand getrennt. Der Uberstand wird bis zur Proteinbestimmung bei 4 °C
aufbewahrt, um die Option einer erneuten Extraktion der mP-Sel-Fc-Chim. offen zu
halten.

Das Pellet aus PAS wird in 1 mL TBS-Puffer (pH 8,0) suspendiert und in eine 1 mL-
Chromatographiesédule mit Fritte iiberfiihrt. Die PAS wird mit 10 mL TBS-Puffer
(pH 8,0) auf der Chromatographieséule gespiilt. Anschlieflend wird mit 5 mL Zitronen-
saurepuffer (pH5,8) gespiilt. Die Fe-Chiméaren werden dann mit 8,0 mL Glycin-HCI-
Puffer (pH 3,0) eluiert. Die daraus resultierende Fraktion wird mit Tris-HCI-Puffer
(pH 8,0) neutralisiert, wobei pro Milliliter Eluat 100 uL. Tris-Puffer eingesetzt werden.
Der pH-Wert kann mittels pH-Papier bestimmt werden.

Ein Dialyseschlauch mit einem MWCO® von 14-15kD wird fiir eine Stunde in
Aqua dem. eingelegt, um Natriumazid, mit dem der Schlauch konserviert wird,
zu losen. Anschliefend wird er dreimal mit Aqua dem. von innen gespilt. Der
Dialyseschlauch wird an seiner Unterseite mit einer Blei-beschwerten Klammer
verschlossen und das Eluat eingefiillt. Nach Verschluss der Oberseite des Schlauchs

mit einer Kunststoffklammer wird er in einen Behélter mit 5 . PBS-Puffer eingehéangt,

Sengl. Molecular Weight Cut Off
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der mit einem Magnetrithrer versehen ist und auf einer Riithrplatte steht. Die Dialyse
wird fir zwolf Stunden bei 4 °C durchgefiihrt.

Nach der Dialyse wird die Fraktion in ein Centricon 30.000-Zentrifugenfilterréhrchen
iiberfithrt und bei 4000 x g fiir 10 min und 4 °C zentrifugiert. Bei dieser Zentrifugation
bleiben alle Bestandteile, die ein Molekulargewicht grofier 30 kD aufweisen, oberhalb
der Filtereinheit im Zentrifugenrohrchen, wéhrend alle kleineren Bestandteile die
Filtermembran passieren. Wenn das Volumen nach Zentrifugation oberhalb der Fil-
termembran < 500 pL ist, wird 1 mL sterilfiltrierter PBS hinzugegeben. Mit einer
Pipette wird die Losung oberhalb der Filtermembran aufgezogen und die Filtermem-
bran vorsichtig gespiilt, um daran haftende Proteine abzulosen. Diese Prozedur wird
nach erneuter Zentrifugation noch zweimal wiederholt. Dadurch wird zum einen
eine Reinigung der mP-Sel-Fc-Chim. erreicht und zum anderen eine iiberméflige
Adsorption der Chiméren an der Filtermembran verhindert.

Bis zur Bestimmung des Proteingehalts und der Reinheitspriifung mittels SDS-
Gelelektrophorese wird die mP-Sel-Fc-Chim.-haltige Losung zu 50 uL aliquotiert
und bei —80°C eingefroren. Eingefrorene mP-Sel.-Fc-Chim. sollten nicht lénger als
sechs bis neun Monate gelagert werden, weil sie nach langerer Lagerungszeit ihre

Bindungseigenschaften verandern.

3.3.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung der

mP-Sel-Fc-Chimaren

Zur quantitativen Charakterisierung der mP-Sel-Fc-Chim. werden die gewonnenen
Proben mithilfe des Amidoschwarz-Assays auf ihren Proteingehalt geprift. Dabei
wird die UV-Absorption der Proben nach Mischung mit dem Farbstoff Amidoschwarz
10B bestimmt und mit der Absorption einer BSA-Kalibriergeraden bekannten Pro-
teingehalts unter gleichen Bedingungen verglichen. Aus diesem Vergleich kann der
Proteingehalt der Proben abgeleitet werden. Die BSA-Vergleichsreihe wird wie in
Tabelle 3.7 dargestellt hergestellt.

Die Proben werden so verdiinnt, dass ein Proteingehalt von ca. 10 ug zu erwarten
ist. Gibt es keine Anhaltspunkte fiir den zu erwartenden Proteingehalt, werden die
Proben in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen eingesetzt. Alle folgenden Schritte
werden sowohl fiir die Proben der Kalibriergeraden als auch fiir die zu bestimmenden
Proben durchgefithrt. 10 uL. der Probenverdiinnung werden mit Aqua dem. ad 225 uL
aufgefillt. 30 uL. 1M Tris-HCI (pH 7,5 mit SDS (2%)) werden hinzugegeben und
die Proben werden auf dem Vortexschiittler gemischt. Eisgekiihlte TCA-Losung
(100%) wird zu je 50 uLi hinzugefiigt, die Proben werden erneut gemischt und fiir
zwei Minuten bei RT inkubiert. Wéahrend der Inkubationszeit wird eine PVDF-
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Tab. 3.7: Pipettierschema der BSA-Kalibriergeraden

0,2 mg/mL BSA-

Protein Stammlosung H-0
0 ug 0 pL 225 uL
0,5 ng 2,5 uL, 222,5ulL
1 pg 5 uL 220 puL
2 ug 10 uL 215 uL
5 ug 25 uL 200 puL
7,5 ug 37,5 yuL 187,5 uL
10 pg 50 uL 175 uL
12,5 ug 62,5 nuL 162,5 pL
15 ug 75 uL 150 pL

Membran (11,0cm - 7,2cm) zuerst fir 15s mit Methanol benetzt und anschliefend
fir 2min in Aqua dem. gewassert. Ein Filterpapier gleicher Grofie wird ebenfalls
mit Aqua dem. befeuchtet. Filterpapier (unten) und Membran (oben) werden in
den Vakuumblock eingespannt, wobei die Schrauben gleichmafig und nicht zu fest
anzuziehen sind. Uber eine elektrische Vakuumpumpe wird ein Druck von 600 mbar
angelegt. Proben der Kalibriergeraden und zu vermessende Proben werden in die
Vertiefungen des Vakuumsblocks hineinpipettiert, wobei das Losungsmittel durch die
Membran hindurchgezogen wird und Proteinbestandteile auf ihr haften bleiben. Die
Probengefafie werden zur quantitativen Proteinbestimmung mit 180 L. TCA (6%)
gespiilt und diese Losungen ebenfalls in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert.
Mit je 180 uL, TCA (6%) werden die Vertiefungen des Vakuumblocks noch ein letztes
Mal gespiilt.

Die Membran wird aus dem Vakuumblock ausgebaut und fiir 20 min in Ami-
doschwarz 10B gefirbt. In der Zwischenzeit werden 150 uL der BSA-Stammldsung
mit Aqua dem. ad 7,5 mL aufgefiillt, in Quarzkiivetten gefiillt und als Nullwert bei ei-
ner Wellenldnge von 278 nm im UV-Meter vermessen. Die gefiarbte Membran wird fiir
1min in Aqua dem. gesptilt und dreimal fiir je 3min in 25 mL Entféarbelosung gelegt.
Anschlieend wird sie fiir 3min in Aqua dem. gelegt, um iiberschiissige Entfarbelo-
sung zu entfernen. Die Membran wird vorsichtig trocken getupft und die erkennbaren
Proteinflecken werden mit einer Lochzange ausgestanzt. 1 mL Elutionslosung wird in
Glasrohrchen vorgelegt und die ausgestanzten Membranstiicke werden fiir 15 min in
die Elutionslosung gegeben, wobei alle 5 min geriihrt wird. Der Farbstoff geht dabei
in die Elutionslosung tiiber. Da der Farbstoffgehalt proportional zur gebundenen
Proteinmenge auf der Membran ist, kann durch anschlieBende UV-photometrische
Vermessung bei 630 nm der Proteingehalt der Proben anhand der Kalibriergeraden

bestimmt werden.
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Die Reinheit der mP-Sel-Fc-Chim. wird mithilfe einer SDS-Gelelektophorese be-
stimmt. Dazu miissen zuerst Trenn- und Sammelgel gegossen und die Elektrophorese-
Apparatur aufgebaut werden. Trenn- und Sammelgel setzen sich wie in Tabelle 3.8

beschrieben zusammen.

Tab. 3.8: Pippetierschema fiir Trenn— und Sammelgel

Trenngel 7,5 %ig Sammelgel 5 %ig

Trenngelpuffer 5,625 mL -
Sammelgelpuffer - 625 uL
Aqua dem. 5,365 mL 3,465 mL
Acrylamid 30% 3,750 mL 833 uL.
SDS 10% 150 uL 50 pL
TEMED 12 ul, 5ul
APS 10%ig 100 pL 20,8 uLL

Bis auf TEMED und APS10% werden alle Komponenten fiir das Trenngel in
einem PP-Rohrchen zusammenpipettiert. Nach Zugabe dieser beiden Komponenten
wird das Trenngel ziigig bis zu einer entsprechenden Markierung auf den Glasplatten
der Gielapparatur gegossen und anschlieend mit 1 mL Aqua dem. tiberschichtet.
Nach einer Polymerisationszeit von 30 min wird das iiberschichtete Wasser mit einem
Papiertuch aufgesaugt. Anschliefend wird das Sammelgel fertig gestellt und ziigig
bis unter den Rand der Apparatur eingefillt. Ein Plastikkamm, der die Taschen zur
Aufnahme der Proben im Gel formt, wird in die Apparatur eingesteckt und fiir die
Polymerisationszeit von 30 min dort belassen.

5 uL der mP-Sel-Fe-Chiméren-Losung werden mit PBS-Puffer ad 10 uLL aufgefiillt.
Zu jeder Probe werden 10 uL. PAP zur anschlieBenden Denaturierung gegeben. Die
Proben werden dazu 5min in einen Heizblock bei 90 °C erhitzt. Der Plastikkamm
wird aus dem Sammelgel vorsichtig herausgezogen und das Gel, das sich zwischen
zwei Glasplatten befindet, wird in die Elektrophoresekammer eingebaut. Die Kammer
wird mit Elektrophorese-Puffer befiillt. Die Probentaschen werden mithilfe einer
Pipette mit Elektrophorese-Puffer gespiilt und anschliefend aufgefiillt. Die Proben
werden vorsichtig in die Probentaschen gefiillt. In eine Probentasche wird der Prote-
inmarker gefiillt, dessen Proteinzusammensetzung bekannt ist und dessen Banden
bei der Versuchsauswertung einen Anhaltspunkt fiir die Gréfle der Proteine in den
Proben liefert. Bei einer Spannung von 200V wird die Elektrophorese fiir 37 min
durchgefiihrt. Nach dieser Zeit wird das Gel aus der Apparatur herausgenommen und
von den Glasplatten getrennt. Das Sammelgel wird mithilfe eines Skalpells abgetrennt
und verworfen. Das Trenngel wird fiir 1,5h in einer Coomassieblau-Farbelosung auf
einem Orbitalschiittler mit 150 U/min inkubiert. Danach wird das Gel aus der Farbe-
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losung entnommen und iiberschiissige Farbelosung vorsichtig mit einem Papiertuch
aufgesaugt. Das Gel wird fiir ca. 30 min in die Entfarbelosung gegeben und wie oben
beschrieben auf dem Schiittler inkubiert.

Sollte die Farbung noch zu intensiv sein, wird dieser Schritt wiederholt. Sollte das
Gel zu sehr entfarbt sein, kann es durch erneute Inkubation in Farbelosung wieder
angefarbt werden. Wenn das Gel die gewiinschte Farbung angenommen hat, wird es
fir 1,5h in Aqua dem. gewéssert, bevor es zwischen zwei Plastikfolien gelegt wird.
In dieser Plastikhiille kann das Gel zur Auswertung mit einem Computerscanner

fotografiert werden.

3.4 Membranpraparation von MV3-Zellen

3.4.1 Zellkultur zur Vorbereitung der Membranpaparation

Die Zellkultur der MV 3-Zellen wurde unter 3.2.4 beschrieben. Sie erfolgt fiir eine
anschlieBende Membranpraparation auf 145 cm? Gewebekulturschalen mit Deckel
an Stelle von Kulturflaschen mit Membranfilter. Fiir die Membranpraparation emp-
fiehlt es sich, mindestens 20 Gewebekulturschalen mit Zellen anzulegen, um eine
ausreichende Membran- bzw. Proteinausbeute zu gewéhrleisten. Die Zellen werden

geerntet, wenn sie zu ca. 90% konfluent sind.

3.4.2 Einfache Membranpraparation

Die Zellkulturschalen werden vom Néhrmedium befreit und mit je 2,4 mL. Homo-
genisationspuffer benetzt. Anschliefend werden die Zellen mechanisch mit einem
Zellschaber vom Boden entfernt. Zur Steigerung der Ausbeute wird die Zellsuspen-
sion von einer Zellkulturschale auf die nachste tiberfiihrt. Die Zellsuspension wird
anschliefend in PP-Rohrchen pipettiert und auf Eis gelagert. Der Inhalt der PP-
Rohrchen wird im Polytron-Homogenisator zerkleinert. Dazu wird dieser auf ,,Stufe 6
hochgefahren und fiir 12 s werden Hiibe ausgefiihrt. Die Zerkleinerung wird zwei mal
wiederholt. In der Zwischenzeit werden die PP-Rohrchen auf Eis gelagert, um eine
Uberhitzung der Suspension zu vermeiden. Die aufgeschlossene Zellsuspension wird in
Zentrifugengléser iiberfithrt und das Gewicht mit Homogenisationspuffer austariert.
Es folgt die erste Zentrifugation (Rotor JA 25.50) bei 40000 x g fiir 2min bei 2°C.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in Lager-Puffer resuspendiert. Die
Suspension wird wie vorher beschrieben noch einmal zentrifugiert. Die Prozedur wird
ein weiteres mal wiederholt. Das erhaltene Pellet wird in 7mL PBS+ resuspendiert.

Die Suspension wird aliquotiert und bei —80 °C eingefroren.
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3.4.3 Membranpraparation nach Lever

Die hier beschriebene Membranpraparation ist eine modifizierte Form der Membran-

préaparation nach Lever [277].

Das Nahrmedium wird von den Kulturschalen abgesaugt. Anschlieend werden je
3mL Erntepuffer auf die Schalen gegeben. Die am Boden haftenden Zellen werden
mithilfe eines Gummischabers von der Oberfliche gelost. Die Kulturschalen werden
mit der erhaltenen Suspension noch dreimal gespiilt, bevor diese in 50 mL-PP-
Rohrchen tiberfithrt wird. Zur weiteren Erhohung der Ausbeute werden je fiinf
Gewebekulturschalen noch einmal mit jeweils 5 mL Erntepuffer nachgespiilt. Diese
Suspension wird von Schale zu Schale weiterpipettiert. Bei 20 Kulturschalen erhélt
man so 20 mL Spiillosung. Die Spiillosung wird gleichméafig auf die PP-Réhrchen mit
der restlichen Zellsuspension verteilt (2 - 40 mL Gesamtvolumen). Die Suspension
wird wéihrend der Préparation durchgehend auf Eis gekiihlt, um einen proteolytischen
Abbau der Membranproteine zu verhindern. Die Zellen werden bei 4000 x g und 4 °C
(Beckman-Zentrifuge mit Ausschwingrotor) fiir 10 min zentrifugiert. Die erhaltenen
Pellets werden mittels Vortexschiittler in 20 mL frischem Erntepuffer resuspendiert
und abermals wie beschrieben zentrifugiert. Durch diese beiden Zentrifugationen
befreit man die Zellen vom Ndhrmedium. Im Anschluss werden die Pellets in je 20 mL

Homogenisierungspuffer nach Lever resuspendiert.

Der eigentliche Aufschluss der Zellen erfolgt mithilfe des Polytron-Homogenisators.
Durch finf Hiibe auf ,,Stufe 6 der Apparatur von jeweils 15s Dauer werden die Zellen
in Zellfragmente zerkleinert. Die Zellen bzw. Zellfragmente werden zwischen den Hii-
ben auf Eis gelagert, um eine Uberhitzung durch die mechanisch eingetragene Wirme
zu verhindern. Mithilfe der EDTA-Na-Stammlosung wird eine EDTA-Konzentration
von 1 mM in der Suspension eingestellt (100 uL. EDTA-Na-Stammlésung auf 20 mL
Zellsuspension). Fiir die spétere Charakterisierung werden Proben mit jeweils 100 puLL
Volumen gezogen und bei —80 °C eingefroren (Polytron-Probe). Das Homogenat wird
fiir 10 min bei 800 x g und 4 °C zentrifugiert. Dadurch werden Zellkerne und noch

intakte Zellen von den restlichen Zellbestandteilen abgetrennt.

In zwei 50 mL PP-Rohrchen werden 5mL der Saccharoselésung (35%) vorgelegt.
Uber dieses Saccharosekissen werden jeweils 20 mL des Uberstandes aus der vorherigen
Zentrifugation vorsichtig iiberschichtet. Saccharosekissen und Uberstand werden fiir
1h bei 7500 U/min (Beckman Avanti20XP, Rotor JS7.5) und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand dieser Zentrifugation und die Hélfte des Saccharosekissens werden
gesammelt und mit Verdinnungspuffer 1:1 verdiinnt. Die so erhaltene Suspension

wird auf Zentrifugengléser verteilt, die mithilfe einer Analysenwaage durch Zugabe
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von Verdiinnungspuffer austariert werden. Es erfolgt die letzte Zentrifugation in der
Ultrazentrifuge (Beckaman, Rotor 45Ti) bei 100000 x g und 4 °C fiir 1h.

Das Pellet dieser Zentrifugation wird in 1 mL Resuspensionspuffer nach Lever
aufgenommen, die Zentrifugengldser mit je 1 mL Resuspensionspuffer gespiilt und
die Suspension in Potterglédser iiberfithrt. Durch fiinf Hiibe im Potter Elvejhem
Glashomogenisator bei 1500 U/min wird die Suspension mit dem Ziel homogenisiert,
gleichméaflige Membranvesikel zu erhalten. Die Vesikel werden zu je 250 uLi aliquotiert

und bei —80°C eingefroren.

3.4.4 Gewinnung von Membranproteinen mithilfe von

Oktylglucosid

Die MV3-Zellen werden wie unter 3.2.4 beschrieben kultiviert und fiir diese Methode
auf 40 Gewebekulturschalen mit 145 cm? Bodenfliche verteilt. Wenn die Zellen zu 90%
konfluent sind, werden auf jede Schale 3 mL Oktylglucosid-Losung gegeben und die
Zellen fir 10 min bzw. 30 min bei 250 U/min auf dem Horizontalschiittler geschiittelt.
Die Oktylglucosid-Losung wird von den Gewebekulturschalen abgenommen und
in einem 50 mL-PP-R6hrchen vereinigt. Zellen und Zellfragmente werden zweimal
bei 312 x g fiir 4min bei 4°C pelletiert. Mit dem Uberstand werden 5mL eines
Saccharosekissens in einem PP-Réhrchen vorsichtig tiberschichtet. Das entstandene
Zweiphasensystem wird fiir 1h bei 10000 x g zentrifugiert, wodurch Zellorganellen
von Proteinen und anderen kleineren Bestandteilen abgetrennt werden.

Der Uberstand dieser Zentrifugation wird in einen Dialyseschlauch mit einem
MWCO von 14-15kD fiberfiihrt, der auf der einen Seite mit einer Blei-beschwerten
Klammer und auf der anderen Seite mit einer Kunststoftklammer verschlossen wird.
Pro Zentimeter Dialyseschlauch kénnen 2mL Loésung eingesetzt werden. An den
Enden ist auf eine ausreichende Schlauchlénge zum Verschluss des Systems zu achten.
Die Losung wird in 5L PBS-Puffer in einer Kiithlkammer bei 4 °C unter leichtem
Riihren dialysiert. Dabei gehen kleinere Proteine sowie ein Teil des Oktylglucosids in
den PBS-Puffer aulerhalb des Dialyseschlauchs iiber. Nach zwo6lf Stunden wird der
PBS-Puffer erneuert, ebenso nach weiteren zwolf Stunden. Nach insgesamt 36 Stunden

Dialyse wird die Losung zu 1 mL aliquotiert und bei —80°C eingefroren.
3.4.5 Bestimmung des Proteingehalts nach Membranpraparation

Um das Vorhandensein bestimmter Membranproteine wie VLA-4 spéter iiber Gel-

elektrophorese und Western Blot nachweisen zu kénnen, muss zuvor der Gesamt-
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proteingehalt der Membranpraparation bestimmt werden. Die Bestimmung mittels

Amidoschwarz-Assays erfolgt wie unter 3.3.3 beschrieben.

3.4.6 Detektion von VLA-4 durch Gelelektrophorese und
Western-Blot

Die Detektion von VLA-4 in der Membranpréaparation erfolgt durch SDS-Gelelektro-
phorese und anschlieBendem Western-Blot. Die Durchfiihrung der Gelektrophorese
wird unter 3.3.3 beschrieben.

Das Acrylamidgel wird nach der Entnahme aus der Elektrophoreseapparatur nicht
einer Farbreaktion zugefiihrt, sondern fiir einen Western-Blot verwendet. Dazu wird
eine PVDF-Membran auf die Grofle der Blotting-Apparatur zurechtgeschnitten und
in Methanol fiir 20 s geschiittelt. Bis zur weiteren Verwendung der Membran wird sie
in Transferpuffer geschiittelt. Das Acrylamidgel der Elektrophorese wird mithilfe eines
Skalpells in Trenn- und Sammelgel aufgeteilt. Das Sammelgel wird verworfen und
das Trenngel in 10 mL Transferpuffer aquilibriert. Die Kunststoffkammer, in der der
Western-Blot duchgefithrt wird, wird mit Transferpuffer ausgespiilt und anschlieflend
bis zur Halfte mit Transferpuffer gefillt. Ein Gefrier-Akku, der vorher mit Aqua
dem. befiillt und bei —20 °C eingefroren wurde, wird ebenfalls in die Western-Blot-
Kammer eingesetzt. Eine Plastikschale mit mindestens 1200 cm? Bodenflische wird
mit Transferpuffer befillt. In diese Plastikschale werden zwei Fiberglasmatten mit
den Abmessungen des Acrylamidgels eingelegt. Mithilfe eines Glasstabs wird die
Luft aus den Poren der Fiberglasstruktur herausgedriickt. Auflerdem werden zwei
Stiicke Blottingpapier in den Transferpuffer eingelegt. Das Acrylamidgeld wird
nun in den Sandwich-Halter der Blotting-Apparatur eingebaut. Die Abfolge der
Sandwich-Lagen ist: Fiberglasmatte, Blottingpapier, PVDF-Membran, Acrylamidgel,
Blottingpapier, Fiberglasmatte. Der Einbau erfolgt bei stdndiger Bedeckung der
Komponenten mit Transferpuffer. Bevor die Halterung verschlossen wird, werden
nochmals die Luftblasen mit einem Glasstab entfernt. Die Halterung wird zusammen
mit einem Magnetrithrer in die Blotting-Kunststoffkammer eingebaut und auf einem
Magnetriihrer platziert. Der Elektro-Blot erfolgt unter Riihren bei einer Spannung
von 100V und einer Stromstarke von 350 mA fiir eine Stunde. Dabei werden die
Proteine vom Acrylamidgel auf die Blottingmembran tibertragen. Da der Protein-
GroBenstandard, der bei der Gelelektrophorese verwendet wird, durch einen Farbstoff
angefarbt ist, kann die erfolgreiche Ubertragung der Proteine anhand dieses Markers
iiberpriift werden. Alle anderen Proteine sind nicht auf der Membran zu erkennen
und miissen durch die im Folgenden beschriebenen Schritte erst sichtbar gemacht

werden.
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Zuerst werden mit 50 mL der Blockierungslésung unspezifische Bindungsstellen
auf der Membranoberflache abgesattigt. Dabei wird die Membran fiir 1h bei RT
geschiittelt. Anschlielend wird dreimal mit je 10 mL TBS-T fiir 10 min unter Schiitteln
gespiilt. Die Visualisierung erfolgt mithilfe zweier Antikorper-Reaktionen. Beim ersten
verwendeten Antikorper handelt es sich um Natalizumab, einen Antikérper gegen
die a4-Doméne des VLA-4. TBS-T wird von der Membran abgeschiittet und durch
10 mL der Natalizumab-Losung fiir Western-Blot ersetzt. Dabei ist darauf zu achten,
dass die Antikorper-Losung nicht direkt auf die Membran gegeben wird, sondern
an den Rand der Plastikschale. Die Membran wird 1h bei RT in dieser Losung
geschiittelt. Die Membran wird in der Antikérperlosung belassen und tiber Nacht
abgedeckt im Kiihlschrank bei 4-8 °C gelagert.

Am néchsten Morgen wird die Natalizumab-Losung fiir Western-Blot mit einer
Pipette abgenommen und kann fiir weitere Versuche in einem PP-Roéhrchen bei
4-8°C gelagert werden. Die Membran wird dreimal fiir jeweils 10 min mit TBS-T
unter Schiitteln gespiilt. 10 mL der Sekundér-Antikorper-Losung fiir Western-Blot
werden zur Membran gegeben, wobei auch hier ein direktes Betraufeln der Membran
zu vermeiden ist. In dieser Losung wird die Membran fiir 1,5h bei RT geschiittelt.
Die Losung des sekundéren Antikérpers entspricht einer 1:20 000 -Verdiinnung des
reinen anti-Human-IgG-HRP-konjugierten Antikorpers. Dieser Antikorper richtet
sich gegen den Fc-Teil von Natalizumab. Danach wird die Losung mit der Pipette
abgenommen und verworfen. Die Membran wird zweimal fiir jeweils 10 min in TBS-T
unter Schiitteln gespiilt.

Zur Detektion werden 4 mL ECL-Reagenz (ECLT), bestehend aus 2 mL Luminol fiir
Western-Blot und 2 mL Peroxid-Losung fiir Western-Blot, durch Mischen hergestellt.
Die Losung wird fiir 2min auf die Membran gegeben. Dabei setzt die Meerettich-
Peroxidase, die an den sekundéren Antikorper konjugiert ist, das ECL-Reaganz um,
dessen Chemilumineszenz mit einer entsprechenden Kamera detektiert werden kann.
Dazu wird die Membran in eine Klarsichtfolie gelegt und Luftblasen werden heraus-
gestrichen. Es erfolgt erst eine Belichtung fiir 2s und ggf. eine langere Belichtung

zur Visualisierung des gesuchten VLA-4-Proteins.

3.5 Quarzmikrowaagensystem LiquiLab21®

Das Quarzmikrowaagensystem (QCM?®) LiquiLab21® wurde vom Institut fiir Au-

tomation und Kommunikation (ifak), Barleben, entwickelt. Das System bietet vier

“engl. Enhanced ChemiLuminescence
Sengl. Quartz Crystal Microbalance
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Messplatze mit Oszillatoren, auf denen die Messkammern mit den Quarzsensoren
aufgesteckt und unabhangig voneinander vermessen werden kénnen. Die Messplatze
sind in einen temperierbaren Behalter eingebaut. Das Zusammenspiel einer Wasser-
kithlung im Boden des Behélters und einer Einrichtung zum Beheizen der Luft im
Behalter sorgt fiir konstante Temperaturbedingungen.

Die verwendeten Messkammern bestehen aus PMMA (Messkammerboden) und
Polycarbonat (Messkammerdeckel). Der detaillierte Aufbau der Messkammern ist in
Abbildung 3.1 dargestellt.

Um das System fiir Messungen unter Durchflussbedingungen nutzen zu kénnen,
werden Silikonschléduche (Innendurchmesser 1,02 mm) zu den Messkammern gelegt.
Uber eine Zwolfwalzenpumpe wird zum einen ein Pufferfluss sichergestellt, zum
anderen aber auch der Transport von Analytlosungen zur Oberfliche des Quarzsensors.
Wenn nicht anders gekennzeichnet, betrigt die Flussrate bei den hier dargestellten

I erreicht. Die

Versuchen 270 puL min~!. Dabei wird ein Schergrad von etwa 5 s~
Analytzugabe erfolgt tiber ein Dreiwegehahnsystem. Durch Blasenfallen, die im
Schlauchsystem verschaltet sind, wird die Luftblasen-freie Befiillung wahrend der
Analytzugabe gewihrleistet. Ein Uberlauf sorgt fiir den Druckausgleich.

Die Resonanzfrequenz wird von den Osziallatormessplatzen mit einer Zeitauf-
losung von einem Messwert pro Sekunde erfasst und an einen mit entsprechender
Visualisierungssoftware ausgestatteten Computer weitergegeben. Neben der Frequenz-
anderung, die eine Aussage tiber Masssenveranderungen auf der Quarzoberflache
macht, wird die Dampfungsédnderung im Zuge der Experimente aufgezeichnet. Die
Déampfungséinderung macht eine Aussage tiber viskoelastischen Verdinderungen auf
der Sensoroberfliche und ergibt sich aus der Spannung, die benotigt wird, um eine
konstante Amplitude der Quarzschwingung aufrecht zu erhalten. Je héher diese
Spannung ist, desto hoher ist die Dampfung der Quarzschwingung.

Auf die elektronische Realisierung der Messmethode soll im Rahmen dieser Ar-
beit nicht weiter eingegangen werden. Einzelheiten hierzu koénnen ausfiihrlich unter

Borngraber [257] nachgelesen werden.

3.5.1 Charakterisierung der Quarzsensoren und deren Reinigung

Bei den Sensoren, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet werden, handelt es sich
um planare Quarzkristalle, die durch AT-Schnitt aus einem Quarzkristall ohne
Symmetriezentrum herausgeschnitten werden. Bei dieser Art des Schnittes wird
eine Quarzplatte in einem Winkel zwischen 35,10° bis 35,15° zur optischen Achse
des Quarzkristalls herausgeschnitten. Die Resonanzschwingung derartig hergestellter

Quarzscheiben erweist sich als besonders temperaturbestandig. Die Resonanzfrequenz
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Abb. 3.1: Aufbau einer Messkammer im LiquiLab 21®. 1: Ein- und Auslasskaniilen
2: Kammerdeckel 3: Silikon-O-Ring zum Abdichten des Quarzsensors 4: Quarzkristall 5:
Leitgummi (Gummidichtring, in den ein Silberfaden zur Weiterleitung des elektrischen
Stroms eingelassen ist) 5: Kammerboden mit Kontaktstiften; der Durchmesser der Messzelle
betragt 30 mm, die Héhe ohne Kontaktstifte 25 mm; das Zellvolumen betréagt 100 pL.

der hier verwendeten Schwingquarze betragt 10 MHz, der Durchmesser 14 mm, die
aktive Sensorfliche ist 0,28 cm? gro8.

Um einerseits das Anlegen einer elektrischen Spannung an den Quarzkristall zu
ermoglichen und andererseits eine Oberflache fiir weitere chemische Modifikationen
zu bieten, ist der Sensor von beiden Seiten mit einer Goldelektrode im Hochvakuum
bedampft. Um der etwa 1000 A dicken Goldschicht einen besseren Halt auf der
Quarzoberflache zu verschaffen, wird vorher eine etwa 200 A dicke Chromschicht

aufgedampft.

Abb. 3.2: Ober- und Unterseite der verwendeten Quarzsensoren. Die hier darge-
stellen Quarzsensoren werden fiir die experimentellen Arbeiten verwendet. Die Resonanz-
frequenz der Quarzkristalle betragt 10 MHz. Die Goldelektrode dient zum Anlegen einer
Wechselspannung und gleichzeitig zur Immobilisation von Biomolekiilen.

Die Quarzsensoren werden dreimal fiir jeweils 3 min von beiden Seiten mit Piranha-
Losung gereinigt. Die Losung wird mit einer Pipette auf die Goldelektrode des
Sensors getropft. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wird mit Aqua dem.
gespiilt. Zum Schluss werden die Quarzsensoren ein weiteres Mal mit Aqua dem.
und anschliefend mit Ethanol (96% V/V) gespiilt, bevor sie unter einem Strom

synthetischer Luft getrocknet werden.
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3.5.2 Immobilisation von Proteinen auf den Quarzsensoren

Um den Biosensor mit Proteinen zu funktionalisieren, werden die vorher gereinigten
Quarzsensoren tiber Nacht in 6-Mercaptohexan-1-ol-Losung eingelegt. Durch Selbst-
organisation (engl. Self-Assembling) der Thiolgruppen auf der Goldoberfliche und
der hoch organisierten Anordnung der Alkylketten zueinander kommt es zu einer
Hydroxylierung der Goldoberfliche. Der Quarzsensor wird mit Ethanol (96% V/V)
gespiilt und unter Luftstrom getrocknet.

Die weitere Aktivierung der Hydroxyloberflache erfolgt durch zweistiindige Inku-
bation in Cyanurchlorid-Loésung. Dabei kommt es zur Bindung des Cyanurchlorids
an die Hydroxylgruppe des Mercaptohxan-1-ols durch Austausch eines Chloratoms.
Anschliefend wird der Sensor ein weiteres Mal mit Ethanol (96% V/V) gespiilt
und wie schon beschrieben getrocknet. Folgende Proteinlosungen werden mit 20 pL

Borat-Puffer (pH 8,8) gemischt und auf die Oberseite der Quarzsensoren pipettiert:

e 20 puL hP-Selektin-Fe-Chiméren-Losung (0,2 mg/mL)
e 20 uL. mP-Selektin-Fc-Chiméren-Losung (0,2 mg/mL)
e 20 uL hL-Selektin-Fe-Chiméren-Losung (0,2 mg/mL)
e 20 uL. hVCAM-1-Fc-Chiméren-Losung (0,2 mg/mL)

Unter diesen leicht basischen Bedingungen kommt es zur kovalenten Bindung des
Proteins durch nukleophile Substitution eines weiteren Chloratoms des Cyanurchlo-
rids. Die zu Grunde liegende chemische Reaktion wird in Abbildung 3.3 erlautert.

Nach Ende der Inkubationszeit werden die Quarze mit Aqua dem. gespiilt, unter
Luftstrom getrocknet und wie unter Abbildung 3.1 dargestellt in die Messkammer
eingebaut. Sie wird iiber die Zwolfwalzenpumpe mit Fliepuffer gefiillt, wobei auf
eine blasenfreie Befiillung zu achten ist und im ausgeschalteten Zustand der QCM

mit ihren Kontaktstiften auf einen der Oszillatorensteckplatze aufgesteckt.

3.5.3 Immobilisation von Sulfatid-haltigen oder sLex-haltigen

Modellmembranen

Zur Immobilisation von Modellmembranen auf der Oberflache der Quarzsensoren
werden die Schwingquarze wie unter 3.5.1 beschrieben gereinigt. Anschlieend werden
sie in Hexadecan-1-thiol-Lésung fiir 12 h eingelegt. Sie werden mit Ethanol (96% V/V)
gespiilt und unter Luftstrom getrocknet. Die durch das Self-Assembling ausgebildete
hydrophobe Schicht dient als Tragerschicht fiir den zweiten Immobilisationsschritt.

Der Trog der Langmuir-Blodgett-Filmwaage wird mit Ethanol (96% V/V) unter

Zuhilfenahme flusenfreier Papiertiicher ausgewischt und anschliefend mit Ethanol
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Abb. 3.3: Kopplungsreaktionen von Cyanurchlorid. Cyanurchlorid wird unter HCI-
Abspaltung im Sinne einer nukleophilen Substitution an die Hydroxylgruppe des
Mercaptohexan-1-ols gebunden. Da die Reaktionsgeschwindigkeit durch die erste Sub-
stitutionsreaktion vermindert ist, erfolgt die Kopplung des Proteins unter erneuter HCI-
Abspaltung und Bindung iiber eine freie Aminogruppe des Proteins langsamer. Mit dieser
Methode ist die kovalente Immobilisation verschiedener Proteine auf funktionalisierten
Goldoberflichen méoglich.

befiillt. Verschmutzungen, die durch Ethanol gelost werden, konnen dann zusammen
mit dem Ethanol mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt werden. AnschlieSend
wird der Trog mit Aqua dem. befillt, das ebenfalls wieder abgesaugt wird. Durch
diesen Schritt werden Ethanolreste und weitere hydrophile Verschmutzungen entfernt.
Der Trog wird erneut mit Aqua dem. gefillt. Die Mischung aus Phospholipid und
SM4-Sulfatid bzw. sLeX-TEG y9 in Chloroform wird in entsprechenden Mischungs-
verhéltnissen mit einer Hamilton-Spritze aufgebracht. Folgende Lipidmischungen

werden flir die Bindungsuntersuchungen aufgetragen:

e DSPC (10mM) mit 0,5mol% oder 5mol% SM4-Sulfatid bzw. sLe*-TEG y
e POPC (10mM) mit 0,5 mol% oder 5mol% SM4-Sulfatid bzw. sLeX-TEG yo

Wahrend der 30-miniitigen Ruhephase orientieren sich die Phospholipide mit
ihren polaren Kopfgruppen zur Wasserphase hin, wahrend die Alkylketten sich zur
Luftphase hin anordnen. Das Chloroform verdunstet wéhrend dieser Ruhephase und
es kommt zu einer gleichférmigen Verteilung des Lipidfilms an der Wasser-Luft-
Grenzflache. Mithilfe einer verschiebbaren Barriere wird der Film komprimiert. Die
Verfolgung der Lateraldruckanderung wird iiber einen frei hingenden Kraftaufnehmer
gewihrleistet, der die Lateraldruckinderung als Anderung der Oberflichenspannung

detektiert. Diese Kraftanderung wird durch eine Elektronikeinheit verstarkt und tiber
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ein Computersystem visualisiert. Wenn ein Lateraldruck von 38 mN/m erreicht ist,
wird der Quarzsensor in die Halterung eines Filmlifts eingehédngt und senkrecht tiiber
der Wasser-Luft-Grenzflache positioniert. Mit einer Geschwindigkeit von 5 mm/min
wird der Sensor senkrecht durch die Lipidoberflache in den Trog bewegt. Dabei gehen
die Alkylketten auf der Quarzoberfliche hydrophobe Wechselwirkungen mit den
Alkylketten der Phospholipide ein. Verstarkt durch den eingestellten Lateraldruck
kommt es zur Ausbildung eines Bilayers auf der Quarzsensoroberfliche. Abbildung

3.4 verdeutlicht den Ubertragungsvorgang schematisch.

Quarzsensor mit immobilisierten Alkylketten

A B

Luft Phospholipide Luft

Wasser Wasser

Abb. 3.4: Ubertragung eines komprimierten Lipidfilms mithilfe eines Langmuir-
Trogs auf einen Quarzsensor mit vorimmobilisierten Alkylketten. A: Die
Phospholipid-Sulfatid- bzw. sLex-TEG y2-Mischung hat sich an der Wasser-Luft-Grenzfla-
che des Langmuir-Trogs entsprechend der Polaritaten der Molekiile angeordnet. B: Der
vorbeschichtete Quarzsensor wird senkrecht durch die komprimierte Phospholipidmischung
bewegt. Dabei gehen die Alkylketten der Phospholipide hydrophobe Wechselwirkungen
mit den Alkylketten des Quarzsensors ein. Man erhélt ein Phospholipid-Bilayer auf der
Quarzoberfldche.

Die Quarzsensoren werden unter Wasser in die Messkammern der Quarzmikrowaage

eingebaut und wie unter 3.5.2 beschrieben mit der Quarzmikrowaage verbunden.

3.5.4 Durchfithrung der QCM-Experimente

Der grundsétzliche Aufbau der Quarzmikrowaage wurde in Kapitel 3.5 erlautert.
Die Beschichtung und Funktionalisierung der Quarzsensoroberfliche wurde in den
Kapiteln 3.5.2 und 3.5.3 aufgefiihrt.

Wenn die Messkammern tiber die Oszillatorensteckplatze mit der QCM verbunden
sind und der Pufferfluss iiber die Zwolfwalzenpumpe eingeschaltet ist, beginnt die
Einschwingphase der Quarzsensoren. In der 30-miniitigen Einschwingphase stellt

sich bei einer Anregungsfrequenz von 10 MHz eine konstante Resonanzfrequenz
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von ca. 10 MHz ein. Uber einen Dreiwegehahn werden die Analytlosungen in das
System appliziert. Der Pufferfluss transportiert die Analyten zur Quarzoberfliche, wo
Bindungsereignisse stattfinden und als Verdnderung der Resonanzfrequenz detektiert

werden. Im Anschluss an die Analytzugabe wird mit Puffer gespiilt.

3.6 Akustischer Oberflachenwellensensor (SAW)
S-sens® K5

Der in dieser Arbeit verwendete akustische Oberflichenwellensensor S-sens® K5 wird
von der Biosensor GmbH in Bonn hergestellt. Die zentrale Messeinheit besteht aus
einem kompakten Chip-Lesegerit, in das Quarzsensoren iiber eine spezielle Halterung
sehr genau in einer Mikroflusszelle eingebaut werden konnen. Die Mikroflusszelle
unterteilt die goldbeschichtete Quarzoberflache in fiinf Messkammern, durch die
ein Pufferfluss maanderférmig durchgeleitet wird. Durch eine spezielle elektronische
Schaltung kénnen Bindungsereignisse in jeder einzelnen Messkammer unabhangig
voneinander und in Echtzeit detektiert werden.

Die Messeinheit wird durch ein Peltier-Element mit einer Genauigkeit von +0,001 K
temperiert. Der Pufferfluss iiber die Sensoroberflache wird durch eine Gewinde-
Kolbenpumpe gewéhrleistet. Diese Art der Pufferzufithrung sorgt fiir konstante
laminare Flussbedingungen. Die Probenzufithrung wird durch einen handelsiiblichen
HPLC?-Autosampler gewéhrleistet. Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen Einzelkom-
ponenten des S-sens® K5 und Abbildung 3.7 zeigt das gesamte Messsystem inclusive
des Autosamplers.

Durch eine entsprechende elektronische Schaltung werden die Anderungen von
Phase und Amplitude einer akustischen Oberflichenwelle (hier einer Love-Welle)
detektiert, die sich innerhalb der Fiithrungsschicht aus Siliziumdioxid bewegt. Wéhrend
Phasenverinderungen von Masseauflagerungen auf der Oberfliche abhéngen, kénnen
mithilfe der Amplitudenveranderungen viskoelastische Eigenschaften charakterisiert

werden.

3.6.1 Charakterisierung und Reinigung der S-sens® K5-
Quarzsensoren
Die Quarzsensoren des S-sens® K5-Biosensors werden unter Reinraumbedingungen

durch die Biosensor GmbH in Bonn hergestellt. Das genaue Herstellungsprotokoll

kann bei Schlensog et al. [278] nachgelesen werden. In Kiirze kann gesagt festgehalten

9engl. High Performance Liquid Chromatographie
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Abb. 3.6: Mikroflusszelle zum
Einbau von Quarzsensoren

Abb. 3.5: Messeinheit des mit  mé&anderférmiger  Puf-

S-sens® K5 mit Kolben- ferflussfiilhrung wund separa-

Gewindepumpe. ter Kontaktierung der fiinf
Messkandile.

werden, dass ein 500 um dicker Quarzkristall durch ST-Schnitt erhalten wird. Bei
dieser Schnittart werden Quarzscheiben in einem Winkel von 42,75° zur optischen
Achse geschnitten. Dabei erhélt man Quarzscheiben, die eine Fithrungsschicht fiir
die Ausbreitung der Love-Scherwelle mit einer Dicke von 5 um direkt unterhalb der
Quarzoberflache enthalt. Auf den Quarz werden im Wechsel Chrom-Gold-Chrom-
Schichten aufgedampft, die Dicken von 120 A, 3000 A und 120 A besitzen. Auch
hier dient die Goldschicht zum einen der Immobilisation von Biomolekiilen auf der
Quarzoberfliche und zum anderen zur elektrischen Kontaktierung. Zur Erzeugung
der Love-Scherwelle werden je 25 Paare der interdigitalen Transduktoren im so
genannten ,finger split design“ iiber lonenstrahlédtzung herausgearbeitet. Nach physi-
kalischer Charakterisierung durch den Hersteller werden die Quarzscheiben auf eine
Kantenldnge von 14 mm - 19 mm zurecht geschnitten.

Durch Einbau des Sensorchips in die Mikroflusszelle des S-sens® K5 werden auf
der Sensoroberflache fiinf Messkanale ausgebildet, von denen jeder einzeln ausgelesen
wird. Jeder Messkanal hat eine aktive Sensoroberfliche von 6 mm?. Jede Messkammer
hat ein Volumen von 4 pL. Die Detektionsgrenze wird vom Hersteller mit 0,8 pg/mm?
angegeben. Vor jedem Versuch wird die Funktionalitdt der Quarzsensoren durch Auf-
nahme eines Schwingungsspektrums im Frequenzbereich von 142-154 MHz iiberpriift.
Anhand dieses Spektrums kann die optimale Schwingfrequenz der Fithrungsschicht
zur Ausbildung der Love-Scherwelle mithilfe des Computerprogramms Biosens K12
bestimmt werden.

Die Reinigung der Quarzsensoren erfolgt in einem mehrstufigen Prozess. Zuerst
werden die Quarzsensoren in einer Losung aus 1 mL Gigasept in 9mL Aqua dem.

im Ultraschallbad fiir 15 min inkubiert, um grobe Verschmutzungen und Zellreste
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Abb. 3.7: S-sens® Kb5-Gesamtsystem mit Messeinheit, Pumpensystem und
Autosampler

aus vorherigen Versuchen zu entfernen. Die Sensoren werden griindlich mit Aqua
dem. und anschlieBend mit Ethanol 96% (V/V) gespiilt und unter synthetischer Luft
getrocknet. Anschliefend wird Piranha-Losung auf die Goldoberfliche getropft und
fir 2min inkubiert. Die Quarze werden mit Aqua dem. und Ethanol gespiilt und

wiederum getrocknet. Dieser Vorgang wird zwei mal wiederholt.

3.6.2 Immobilisation von 11-Mercaptoundecansaure auf den

S-sens® K5-Quarzsensoren

Die Immobilisation einer Schicht aus 11-Mercaptoundecansiure (MUA)!? auf der
Goldoberfliche der Quarzsensoren erfolgt iiber das Self-Assembling von Thiolguppen
an Gold, durch Inkubation in 10 mL Mercaptoundecansédure-Losung tiber Nacht.
Anschlielend werden die Goldsensoren in 10 mL absolutiertem Ethanol fiir 5 min
im Ultraschallbad sonifiziert. Derartig beschichtet konnen die Quarzsensoren iiber

mehrere Wochen im Kiihlschrank gelagert werden.

Die Beschichtung mit Carboxylgruppen-haltigen Molekiilen erlaubt Proteine, sowie

Kohlenhydratstrukturen in anschlieBenden Schritten zu immobilisieren.

Oengl. Mercapto Undecanoic Acid
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3.6.3 In situ-lmmobilisation von Proteinen durch EDC/NHS

Der S-sens® K5-Biosensor bietet die Moglichkeit, Proteine oder andere Biomolekiile
unmittelbar vor einem Bindungsexperiment zu immobilisieren und mithilfe der
Software Biosens K12 in Echtzeit zu verfolgen.

Der mit MUA beschichtete Quarz (siehe Abschnit 3.6.2) wird in den S-sens® K5-
Biosensor eingebaut und mit entgastem Aqua dem. bei einer Flussrate von 40 uL/min
aquilibriert. Die einzelnen Reagenzien werden durch den Autosampler dispensiert
und in einer vorgegebenen Reihenfolge iiber die Sensoroberfliche geschickt. Die
Immobilisation wird mit Wasser als FlieBmittel bei einer Flussrate von 40 pL/min
durchgefiithrt. Es erfolgt die Injektion einer 1:1-Mischung von 60 uL. EDC-Loésung
und 60 uL. NHS-Losung. Durch diese Mischung wird die Carboxylgruppe der MUA
aktiviert (siehe Abb. 3.8). Anschliefend werden nicht-immobilisierte EDC- und NHS-
Molekiile 5 min lang durch Aqua dem. weggesptilt.

Es folgt die Injektion der Proteinlosung in Phosphatpuffer nach Sérensen (pH
7,4). Der Proteingehalt der injizierten Losungen muss fiir jedes Protein individuell
bestimmt werden. Fiir Proteine, deren Immobilisierungseigenschaften nicht bekannt
sind, sollte eine Gesamtproteinmenge von 4 pug pro Injektion nicht unterschritten
werden. Das Injektionsvolumen sollte nicht gréfier als 200 pL sein, um eine ausreichend
hohe Proteinkonzentration in der Umgebung der aktivierten Carboxylgruppen zu
gewihrleisten. Folgende Protein-Massenkonzentrationen werden fiir die in dieser

Arbeit immobilisierten Proteine verwendet:

e Natalizumab: 10 pug in 160 uL. Phosphatpuffer nach Sérensen pH 7.4
e hVCAM-1-Fc-Chim.: 4 pg in 80 uL. Phosphatpuffer nach Sérensen pH 7,4

Nach der eigentlichen Proteinimmobilisation wird noch einmal 5min lang mit
Aqua dem. gespiilt. Zur Absattigung von Carboxylgruppen, die keine Proteinbindung
eingegangen sind, erfolgt eine Injektion einer Mischung aus 60 puL. Ethanolamin-
losung (pH8,5) und 60 L. Ammoniumacetatpuffer. Es wird wiederum mit Aqua
dem. 5min lang gespiilt. Zur spéteren Differenzierung von Phasenverschiebungen
aufgrund von Masseauflagerungen von Phasenverschiebungen aufgrund von Vis-
koelastizitétseffekten werden 80 uLi einer Glycerollésung (5% m/m) injiziert. Das
erhaltene Phasensignal wird nur durch Viskositétsverdnderungen hervorgerufen und
entspricht dem Viskositétsanteil des Phasensignals bei der Immobilisation einer
Proteinschicht. Mithilfe der Software Biosens K12 kann die Phasenverschiebung der
Proteinimmobilisation um diesen Viskosidtsanteil korrigiert werden. Nach erneutem
Spiilen kann ein Pufferwechsel durchgefiihrt werden. Die chemischen Reaktionen, die

der Immobilisation zu Grunde liegen, sind in Abbildung 3.8 dargestellt.
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3.6.4 Immobilisation von Membranvesikeln auf
1-Thio-3-D-Glucose

Zur Ausbildung hydrophiler Monolayer auf den S-sens® K5-Quarzsensoren werden
diese in 1-Thio-f-D-Glucose-Losung iiber Nacht eingelegt. Nach kurzem Spiilen mit
Ethanol 96% (V/V) und Trocknen unter Luftstrom werden die Quarzsensoren in den
Sensor eingebaut und unter Pufferfluss dquilibriert.

Die Membranvesikel aus der jeweiligen Membranpraparation werden 1:1 mit PBS-
Puffer verdiinnt und 200 L dieser Verdiinnung werden iiber den Autosampler injiziert.

Die Immobilisation der proteinhaltigen Vesikel kann in Echtzeit verfolgt werden.

3.6.5 Durchfiihrung von Bindungsexperimenten am SAW-

Biosensor

Bindungsexperimente am SAW-Biosensor beruhen auf einem experimentellen Aufbau,
der die Immobilisierung einer der beiden Bindungspartner auf der Oberflache des
Sensors vorsieht. Mogliche Immobilisierungstechniken verschiedenster Zielstrukturen
wurden in den vorangegangenen Abschnitten ebenso ausfithrlich beschrieben wie der
Einbau und die Konditionierung der S-sens® K5-Sensoren.

Der zweite Bindungspartner wird im Rahmen des Experiments in der mobilen Phase
iiber die immobilisierte Schicht gespiilt. Kommt es zu Wechselwirkungen in Form nicht-
kovalenter Bindungen zwischen Molekiilen der mobilen Phase und der immobilisierten
Oberflache, kénnen diese iiber das schon beschriebene Messprinzip detektiert werden.
Die Auswahl der jeweiligen immobilisierten und mobilen Komponente fiir die einzelnen
Experimente wird in Kapitel 4 ausfiihrlich diskutiert. Werden Proteine in der mobilen
Phase der Messung zugefithrt, um spéter kinetische Bindungskonstanten aus den
ermittelten Daten zu extrahieren, werden in einem ersten Experiment Proben mit
einem Konzentrationsspektrum von 1071% bis 103 M eingesetzt.

Aus den Ergebnissen des Experiments kann ein Konzentrationsbereich herausgefil-
tert werden, der eine ausreichende Bindung des Proteins, aber wenig unspezifische
Bindung zeigt. Fiir diesen Bereich werden fiir ein neues Experiment Proben in
Konzentrationsschritten von 2,5 - 10 M erstellt und vermessen. Handelt es sich
bei den Proteinen der mobilen Phase um Antikorper, ist es nicht erforderlich im
ersten Experiment Proben mit Konzentrationen hoher als 10° M einzusetzen, da
fiir Antikorper-Antigen-Interaktionen niedrige Gleichgewichtsdissoziationskonstanten
angenommen werden kénnen. Die Verdiinnung der Proteinproben erfolgt immer in
dem Puffer, der auch spéater als Fliepuffer im SAW-Experiment verwendet wird,

um Phasenverschiebungen aufgrund von Pufferwechseln zu vermeiden. Die Proben
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werden in Glas-Mikroeinsatzen vorgelegt, die mithilfe einer Feder an das Septum des
Probendeckels gedriickt werden. Durch die Verwendung solcher Einsétze ermdéglicht
man zum einen das Dispensieren im Bereich von 20 bis 200 uL. und unterdriickt zum
anderen bei niedrig konzentrierten Proben unspezifische Wechselwirkungen, die bei
der Verwendung von Kunststoff-Reagiergefafien auftreten. Die Probengefiafie werden
in den Autosampler eingestellt und mithilfe der Software SequenceMaster6 wird ein

Injektionsregime fiir die Proben mit aufsteigenden Konzentrationen erstellt.

3.6.6 Durchfiihrung von Inhibitionsexperimenten am SAW-

Biosensor

In der vorliegenden Arbeit wird die Bindung von MV3-Melanomzellen an verschie-
denen Zielstrukturen untersucht, wobei der Fokus auf der Inhibition solcher Wech-
selwirkungen mit verschiedenen Substanzen gelegt wird. Dazu werden Zellen iiber
immobilisierte Zielstrukturen gespiilt, die eine Wechselwirkung mit MV 3-Zellen er-
warten lassen. Die Immobilisation solcher Strukturen wie VCAM-1 oder Natalizumab
wird im Abschnitt 3.6.3 vorgestellt. Zur Durchfithrung des Experiments werden MV3
wie im Abschnitt 3.2.4 beschrieben kultiviert, vom Boden der Zellkulturflasche abge-
16st und in 1 mL PBS+-Puffer resuspendiert. Anschliefend erfolgt die Bestimmung
der Zellzahl wie unter 3.2.3 beschrieben.

Durch Zugabe von 10 pL. Mn?*-Lésung zur Zellsuspension wird eine Mn?*-Konzen-
tration von 1 mM eingestellt, um VLA-4 auf der Oberfliche der MV3 zu aktivieren.
Je nach Inhibitionsbedingungen werden 500 pg Heparin oder 5 pg Natalizumab zur
Zellsuspension gegeben und die Mischung auf dem Vortexschiittler geriihrt. Exakt
4min nach dem Riihren wird die Sequenz zur Injektion von 1 - 10° Zellen am SAW-
Biosensor gestartet. Dazu muss aus den Daten der Zellzahlbestimmung das Volumen
der Zellsuspension errechnet werden, in dem sich genau 1 - 10° Zellen befinden. Bei
einer Zellkulturflasche mit 75 cm? Bodenflache, die zu 90% konfluent ist, handelt
es sich dabei um ein Volumen zwischen 170 und 220 pL. Der hier beschriebene
zeitliche Ablauf des Inhibitionsexperiments sollte exakt eingehalten werden, um die

Reproduzierbarkeit der Inhibitionsdaten zu gewahrleisten.

3.7 Herstellung Selektinligand-haltiger Liposomen

SM4-Sulfatid und sLex-TEG yo-haltige Liposomen konnen mithilfe der Film-Hydrata-
tionsmethode hergestellt werden. Als Grundmatrix fiir die in dieser Arbeit verwen-

deten Liposomen dient das fluide Lipid POPC, da es sich verhéltnisméfig leicht zu
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Liposomen verarbeiten lasst. POPC-Liposomen mit folgenden Selektinligandanteilen

werden fiir die Versuche hergestellt:

e POPC + 5mol%/10 mol% SM4-Sulfatid
e POPC + 5mol%/10mol% sLeX-TEG y

Zur Herstellung vom Liposomen mit einem Gesamtlipidgehalt von 1 umol wer-
den die Chloroformlésungen aus POPC (10 mM) und SM4-Sulfadid (0,1 mM) bzw.
sLe*-TEGy2 (0,5mM) in einem Rundkolben gemischt. Das Chloroform wird am
Rotationsverdampfer bei 200 mbar Druck und einer Wasserbadtemperatur von 40 °C
abdestilliert. Die Lipide bilden dabei einen klar erkennbaren Film an der Glaswand
des Rundkolbens. Wenn sich kein Chloroform mehr sichtbar im Kolben befindet,
wird fiir weitere 30 min bei maximalem Unterdruck weiterrotiert, um auch letzte
Chloroformreste sicher zu entfernen. 1 mL sterilfiltrierter PBS wird zusammen mit
5 Glasperlen (@ 2,50 mm) zum Lipidfilm gegeben. Durch vorsichtiges Schiitteln des
Kolbens mit der Hand und der zwischenzeitlichen Erwérmung auf 40 °C im Wasserbad
fiir 10 min wird der Lipidfilm von der Kolbenwand gelost. Durch weiteres Schiitteln
fir 12h auf dem Horizontalschiittler bei 150 U/min wird der Film hydratisiert, wobei
sich spontan Liposomen verschiedener Grofie bilden.

Am nichsten Tag wird die kolloidale Liposomenldsung fiinfmal mit Uberdruck
durch eine Polycarbonatmembran mit 100 nm Porendurchmesser gepresst. Bei dieser
Extrusion werden groflere Liposomen in kleinere Vesikel aufgebrochen, die sich im
Anschluss spontan wieder zu unilamellaren Liposomen zusammenlagern. Durch
die Wiederholung der Extrusion erreicht man eine homogene Groéfenverteilung der
Liposomen mit einer durchschnittlichen Groie von etwa 100 nm. Die Grofenverteilung
und der Polydispersitéitsindex als Maf3 fiir die Giite der Groflenverteilung werden

tiber Photonenkorrelationsspektroskopie (Malvern Autosizer) bestimmt.

3.8 Immobilisation von Selektinligand-haltigen
Membranen auf Glas und Charakterisierung

mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie

Um Selektinligand-haltige Membranen auf Glas immobilisieren zu kénnen, muss
die Glasoberflache in einem ersten Schritt hydrophobisiert werden. Dazu werden
Glasplattchen mit einem Durchmesser von 18 mm und einer Dicke von 0,2 mm
in Piranha-Losung fiir 15min im Ultraschallbad inkubiert. Die Piranha-Losung

wird abgegossen und durch 100 mL Aqua dem. ersetzt. Die Glasplattchen werden
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geschwenkt und die Spiillosung verworfen. Dieser Vorgang wird zehnmal wiederholt.
Es folgt ein weitere 15-miniitige Inkubation der Glasplattchen im Ultraschallbad,
wobei eine Mischung aus Wasserstoffperoxid (35%), Ammoniak (30%) und Wasser
im Verhaltnis 1:1:5 eingesetzt wird. Auch diese Losung wird verworfen und die
Glaspléattchen werden 15 mal mit Aqua dem. wie oben beschrieben gespiilt, bevor sie
im Trockenschrank bei 70 °C getrocknet werden.

Die Beschichtung der Glasplattchen mit einer ersten hydrophoben Schicht erfolgt in
fliilssigem Monochlordimethyloctadecylsilan fiir 10 min bei 70 °C. Die Glasplattchen
werden dann mit heifem Chloroform und anschlieBend mit Aqua dem. gespiilt und
unter Luftstrom getrocknet. In Kapitel 3.5.3 wird die Langmuir-Blodgett-Methode zur
Ubertragung von Lipidfilmen auf hydrophobe Oberflichen ausfiihrlich beschrieben.
Mit dieser Technik werden auch die im folgenden vorgestellten Lipidfilme auf die
hydrophobisierten Glasplattchen tibertragen.

Da die Modellmembranen anschliefend mithilfe eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops (LSM!) charakterisiert werden sollen, wird neben den Matrixlipiden
DSPC oder POPC und den Selektinliganden sLeX-TEG yo oder SM4 der Fluoreszenz-
farbstoff DiO mit einem Gehalt von 1mol% zusammen mit den anderen Lipiden auf
die Wasseroberfliche des Langmuir-Trogs aufgebracht. Die hydrophobisierten Glasp-
lattchen werden analog zu den Quarzsensoren senkrecht durch den komprimierten
Lipidfilm gefahren. Die Filmwaage ist in dieser Zeit mit Aluminiumfolie abzudunkeln,
um ein vorzeitiges Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs DiO zu verhindern. Derartig
iibertragene Modellmembranen miissen unmittelbar nach ihrer Fertigstellung der
mikroskopischen Betrachtung zugefithrt werden, um ein Trocknen und Reiflen der
Lipidfilme zu verhindern.

Das verwendete konfokale Laser-Scanning-Mikroskop verwendet, wie die konventio-
nelle Fluoreszenzmikroskopie, eine Linse sowohl als Objektiv als auch als Kondensor.
Dadurch entfillt der exakte Abgleich zweier Linsen. Neben dem Laser-Scanning-
Modus kann das Mikroskop wie ein Fluoreszenzmikroskop arbeiten. Dabei wird die
Betrachtungsebene des zu untersuchende Lipidfilms mithilfe von Grob- und Feintrieb
anhand der Helligkeitsintensitaten eingestellt. Anschlieend wird die Probe mit La-
serlicht abgetastet. Dabei tritt das verwendete Laserlicht durch eine Lochblende und
eine Apertur und wird auf einen Strahlenteiler (dichroitschen Spiegel) fokussiert, den
es passiert. Es trifft von hinten auf das Objektiv und wird durch dieses auf einen
bestimmten Punkt der Probe gestrahlt. Das Laserlicht regt den Farbstoff in der Probe
zur Fluoreszenz an (hier DiO, Anregungswellenldnge 487 nm, Emissionswellenlénge

501 nm). Das emittierte Licht wird durch die selbe Linse zuriickgeleitet. Da es den

Mengl. confocal Laser Scanning Microscope

107



3 Material und Methoden

Strahlenteiler nicht durchdringen kann, sondern von diesem reflektiert wird, trifft es
auf eine zweite Linse, die es auf ein Pinhole und den dahinter liegenden Detektor
leitet. Die Lochblende halt die optischen Informationen zuriick, die nicht aus der
Fokalebene der Probe stammen. Da nur Informationen innerhalb des Fokus des Laser-
lichtes auf der Probe detektiert werden, muss die Probe in allen drei Raumrichtungen
abgetastet werden, um einen ausreichend grofien Bildausschnitt zu erhalten. Dies
erfolgt iber die Bewegung des Objekttisches. Durch die anschlieende Digitalisierung
der Lichtinformationen durch einen angeschlossenen Rechner erhalt man aus den

Einzelpunktinformationen eine dreidimensionale Abbildung der Probe.

108



3.8 Immobilisation von Selektinligand-haltigen Membranen auf Glas und

Charakterisierung mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie

Ccr
—N7
CH )k
N Jia EDC
N
mit Gold beschichteter
C Cr
Quarzsensor i H
_—N —~N7~
?KLN
c M
57 N CHy No~ ~NH
o) instabiler reaktiver
NHS O-Acylisoharnstoffester
N
-
HO NH,

0 HZO ‘ Protein mit freier
NH,-Gruppe
I ;
PN )k C
(CH) s (CH)14 S/\(CH)ﬁ SN
H

re enerlerte
semi-stabiler Amin- reaktlver lo) g

NHS-Ester Carboxylgruppe Protein iiber stabile Amidbindung

NH, immobilisiert

‘ Protein mit freier
NH,-Gruppe
O
g /‘
s7NCG Ny
H

Protein iiber stabile Amidbindung
immobilisiert

Abb. 3.8: Reaktionsmechanismus der Immobilisation von Proteinen iiber EDC
und NHS. Der Hydroxylsauerstoff der Carbonsdurefunktion immobilisierter Mercapotun-
decanséure bindet nach nukleophilem Angriff an das Kohlenstoffatom der Carbodiimid-
Funktion, wodurch ein instabiler reaktiver O-Acylharnstoffester gebildet wird. Dieser
O-Acylharnstoffester kann sich durch Regeneration der Carnbonsdurefunktion, Ausbildung
einer stabilen Amidfunktion durch Bindung einer freien Aminfunktion eines Proteins oder
durch Reaktion mit NHS zu einem semi-stabilen Amin-reaktiven NHS-Ester stabilisieren.
Dieser NHS-Ester kann durch Reaktion mit der freien Aminfunktion eines Proteins zu
dessen Immobilisierung {iber eine Amidbindung fiithren.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Biosensor-Charakterisierung der

Heparin-Selektin-Wechselwirkung

4.1.1 Optimierung der Immobilisierung von hP-Selektin-

Fc-Chimaren

In den folgenden Untersuchungen wurde die Wechselwirkung von Heparin mit Selek-
tinen isloliert mithilfe eines akustischen Biosensors charakterisiert. Die Bestimmung
von Bindungskinetiken derartiger Interaktionen sollte dabei zu einem gréfleren Ver-
stdndnis der Heparinwirkung im Rahmen der hamatogenen Tumorzellmetastasierung
fithren. Bei der Untersuchung der Wechselwirkung von Heparin mit Selektinen mittels
eines Biosensors muss ein Bindungspartner immobilisiert vorliegen, wahrend der
andere von der mobilen Phase aus mit ihm in Wechselwirkung tritt. Wahrend die
Immobilisierung von Kohlenhydratstrukturen anspruchsvoll ist, gibt es verschiedene
etablierte Moglichkeiten, Proteine kovalent auf Goldoberflichen zu fixieren. Fiir die
folgenden Experimente wurde die Immobilisierung von hP-Sel-Fc-Chim. mithilfe von
Cyanurchlorid gewahlt (siehe Kapitel 3.5.2).

Die zu immobilisierende Proteinmenge musste dabei fiir jedes Messsystem indi-
viduell bestimmt werden. Die Chiméaren wurden in unterschiedlichen Massenkon-
zentrationen von 0,1-5 nug/40 uL. immobilisiert. Das Volumen wurde so gewéahlt, um
eine vollstandige Bedeckung der funktionalisierten Goldoberfliche zu gewéhrleisten.
Zur Uberpriifung der Immobilisierung wurde die Bindung von 4 - 10~ M Fucoidan
als Frequenzanderung detektiert. Von Fucoidan ist die Selektin-Bindungsfahigkeit
beschrieben [172]. Die Ergebnisse der Bindungsuntersuchung sind in Abbildung 4.1
dargestellt.

Es soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass die eingesetzte Massenkonzentration
mit der tatsdchlich immobilisierten Proteinmenge nicht gleich zu setzen ist. Theo-
retisch kann die immobilisierte Proteinmenge durch Frequenzbestimmung vor und
nach der Immobilisierung und Einsetzen der detektierten Frequenzénderung in die

Sauerbrey-Gleichung bestimmt werden. Diese Methode war fiir den in dieser Arbeit
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Abb. 4.1: Optimierung der Biosensor-Funktionalisierung. Absolute Frequenzénde-
rungen, hervorgerufen durch die Bindung von 4 - 107 M Fucoidan in PBS+ an unter-
schiedlichen Mengen von hP-Sel-Fc-Chim. Die Erhéhung der Massenkonzentration von
4 ng/40 uL auf 5 pug/40 uL fithrt nicht zu einer signifikant hoheren Frequenzénderung, so
dass 4 ng/40 uL als Massenkonzentration bei der Immobilisierung von hP-Sel-Fc-Chim. fiir
alle weiteren Experimente Verwendung fand.

eingesetzten QCM-Sensor nicht praktikabel, da die Grundfrequenz des Schwing-
quarzes sehr vom manuellen Einbau abhangt und von Versuch zu Versuch variiert.
Deshalb kam hier eine indirekte Methode zum Einsatz, die die Proteinmenge tiber ihre
Ligand-Bindungsfihigkeit zwar nicht quantitativ determinierte, aber zu optimalen
Versuchsbedingungen fiihrte. Fiir die Immobilisierung von verschiedenen Proteinen
auf SPR-Sensoren sind ebenfalls Massenkonzentrationen zwischen 1-100pg/mL fir

die Ausgangsproteinlosung beschrieben [279].

Als weiterer Optimierungsversuch sei an dieser Stelle die Ko-Immobilisation von
hP-Sel-Fc-Chim. mit einer BSA-Losung (4%) genannt. Alternativ wurden die Quarz-
sensoren mit der gleichen BSA-Loésung nach erfolgter Immobilisation von Selektin
inkubiert. Die BSA-Immobilisation brachte im QCM-Assay keine Vorteile. Da Fucoi-
dan aber eine hohe Affinitat zu reinen BSA-Schichten auf dem Quarzsensor aufwies,
wurde von der Ko-Immobilisation abgesehen. Die Anwendung einer BSA-Losung nach
erfolgter Selektin-Immobilisation wurde untersucht, um die mégliche Abséttigung
nicht besetzter Bindungsstellen am reaktiven Verbindungsstiick Cyanurchlorid zu
erreichen (siehe Abbildung 3.3). Durch Bindungsstudien mit Fucoidan konnte gezeigt
werden, dass eine derartige Abséttigung nicht stattfand, da keine Frequenzunterschie-
de zwischen Quarzen mit und ohne BSA-Absattigung festgestellt werden konnten.
Cyanurchlorid ist auflerst hydrolyseempfindlich. Nach der zweistiindigen Inkubation
mit der Losung aus hP-Sel-Fe-Chim. in PBS+ waren alle Cyanurchlorid-Molekiile

hydrolisiert. Im Gegensatz dazu ist fiir Zellrollassays die Mischung aus Selektin-
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Fc-Chiméren und BSA essentiell, um ein Zellrollen und keine feste Adhésion von

Selektinligand-exprimierenden Zellen zu erreichen.

4.1.2 Uberpriifung der Immobilisation und Funktionalitit der
hP-Selektin-Fc-Chimaren

Fucoidan kam bei der Optimierung der Proteinmenge zum Einsatz, da seine Selektin-
Bindungsfahigkeit bekannt ist und es in grofferen Mengen giinstig zugénglich ist. Die
Fucoidan-Bindungsstelle im Selektin ist noch nicht genau charakterisiert. Fiir die
nachfolgenden Experimente war es daher wichtig, die Anwesenheit des Selektins mit
einem anderen Bindungspartner zu verifizieren und die Funktionalitét des Selektins
zu Uberpriifen. Mithilfe eines anti-hP-Sel-mAb konnte die Anwesenheit der hP-Sel-
Fc-Chim. auf der Sensoroberflache tiberpriift werden. Die Detektion der Bindung
von rPSGL-1 an hP-Sel-Fe-Chim. zeigte dariiber hinaus, dass die Lektindomane
bei ausreichend vielen Molekiilen auf der Sensoroberfliche intakt vorlag. Neben der
bloen Detektion der Bindung konnten fiir die beschriebenen Wechselwirkungen auch
kinetische Bindungskonstanten abgeleitet werden (siehe Tabelle 4.1).

Die Bindung des anti-P-Sel-mAb an hP-Selektin konnte in dieser Arbeit erstmals
mithilfe eines akustischen Biosensors bestimmt werden. Die erhaltenen Bindungskon-
stanten liegen in dem Bereich, den man fiir die Bindung eines Antikérpers an sein
Antigen erwarten wiirde.

Beim Vergleich der kinetischen Bindungskonstanten von rPSGL-1 mit PSGL-1,
das von humanen Neutrophilen isoliert wurde, féllt auf, dass rPSGL-1 eine etwas
grofere Gleichgewichtsdissoziationskonstante als isoliertes PSGL-1 aufweist (559 nM
vs. 200nM, vgl. Tabelle 2.1). Unterschiede im Bindungsverhalten werden vor allem
bei der Betrachtung von Assoziationskonstante und Dissoziationskonstante deutlich.
Mit 2,62-10* M-!s! hat rPSGL-1 eine etwa 270fach kleinere Assoziationskonstante als
isoliertes PSGL-1 mit einer berechneten Assoziationskonstanten von 7,00 - 10¢ Mtst.
Die Dissoziationskonstante ist bei rTPSLG-1 etwa 100fach kleiner (1,2-1072 s! vs. 1,5
s1). Es verbleibt nach Bindung also hundert mal linger am Rezeptor. rPSGL-1 liegt
als Monomer vor, wiahrend natives PSGL-1 ein Dimer darstellt. Die Prasentation von
weniger sLeX-Motiven im Monomer kénnte ein Grund fiir die geringere Affinitat und
die kleinere Assoziationskonstante sein, erklért aber nicht die Umkehrung der Verhalt-
nisse fiir die Dissoziationskonstante. Fiir andere monomere PSGL-1-Variationen sind
kinetische Daten beschrieben, die denen des isolierten PSGL-1 nahezu entsprechen
(Kp = 320nM, ke = 4,4-10° M st kpiss = 1,4 571, [28]). In der Literatur zeigt sich
allerdings, dass die kinetischen Daten fiir verschiedene PSGL-1-Variationen erhebliche

Unterschiede auch in den kinetischen Bindungskonstanten aufweisen kénnen. Tabelle
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2.1 ist zu entnehmen, dass PSGL-1-Ig-Chiméren in AFM-Experimenten kinetische
Bindungskonstanten zeigten, bei denen die Gleichgewichtsdissoziationskonstante
um den Faktor 3-5 von isoliertem bzw. monomeren PSGL-1 abwich, wahrend vor
allem die Dissoziationskonstante mit kp;ss = 3 - 10*s um den Faktor 100 kleiner
war als die Dissoziationskonstante fiir PSGL-1. Die unterschiedliche Expression der
verschiedenen PSGL-1-Variationen, vor allem die posttranslationale Glykosilierung
sind als mogliche Griinde fiir Affinitdtsunterschiede zu nennen. Als weiterer Faktor
kommt der unterschiedliche Versuchsaufbau zur Detektion hinzu. In verschiedenen
Experimenten wurde PSGL-1 immobilisiert, in anderen, wie im hier beschriebenen, P-
Selektin. Als letzter Faktor ist zu beachten, dass AFM-Experimente Phéanomene wie
das ,,catch-slip bond behavior® erfassen, da auf die Bindung eine mechanische Kraft
wirkt, wahrend selbst unter Flussbedingungen in SPR- oder QCM-Experimenten vor
allem Gleichgewichtszustinde das Eingehen oder das Losen von Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen bestimmen. Fiir den Fortgang dieser Arbeit bleibt festzuhalten,
dass die erstmalige Bindungsstudie von rPSGL-1 an immobilisierten hP-Sel-Fe-Chim.
die Funktionalitdt der Selektine belegt. Die erhaltenen kinetischen Daten kénnen als
weiterer Baustein angesehen werden, um Bindungsaffinititen verschiedener PSGL-
1-Variationen zu beschreiben.

Tab. 4.1: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von rPSGL-1 und anti-
P-Sel mAb an immobilisierten hP-Selektin-Fc-Chiméaren

KD [M} kAss [M_ls_l] kDiss [S_l]

1,98-10710  202-10°  4,00-107°
+0,01-1071°  £0,02-10° +0,05-10~°

anti-P-Sel-mAb

5,59 - 1077 2,61-10*  1,20-1072

rPSGL-1 iO,ll . 10—7 i0’17 . 104 i0,24 . 10_2

4.1.3 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von
UFH an hP-Selektin-Fc-Chimaren

Nachdem die Funktionalitat immobilisierter hP-Sel-Fc-Chim. auf QCM-Sensoren
nachgewiesen wurde, konnte die Bindung zwischen verschiedenen UFH an P-Selektin
untersucht werden. Zur Bestimmung kinetischer Bindungskonstanten war es erfor-
derlich, die Konzentrationen der Analytlésung zu kennen und in das mathematische
Modell einzubeziehen. Da unfraktioniertes Heparin eine Mischung verschiedenster

Molekiilgrofien darstellt, konnte nur eine mittlere Konzentration ermittelt werden.
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UFH werden in internationalen Einheiten dosiert. Fiir jede Heparincharge wird die
in vitro-Wirksamkeit an Faktor ITa (Thrombin) und Faktor Xa individuell bestimmt.
Die Hersteller von zwei der hier verwendeten UFH, Roche und Ratiopharm, waren
so freundlich, die Ergebnisse ihrer Aktivitdtsbestimmungen fiir diese Arbeit zur
Verfligung zu stellen. Entsprechend ihrer Analysenzertifikate ergaben sich folgende

Konzentrationen fiir Liquemin N und Heparin Ratiopharm:

e LiqueminN: 10497 L.E./mL (2 105,0 % der deklarierten Konzentration)
e Heparin Ratiopharm: 24 075 LE./mL (= 96,3 % der deklarierten Konzentration)

Fir das dritte verwendete UFH Calciparin konnten keine Anlysendaten vom
Hersteller erhalten werden, so dass die angegebene Konzentration von 25000 I.E./mL
in die Rechnungen Eingang fand. Die mittlere molare Masse wurde fiir alle drei UFH
mit 15kD angenommen.

Zur Evaluierung optimaler Konzentrationen fiir die Bindungsuntersuchungen wur-
den Versuchsreihen mit UFH-Konzentrationen zwischen 1,28-107 M und 1,28-107°> M
zur Bindung an P-Selektin eingesetzt. Fiir kleinere Konzentrationen als 1,28 - 10 M
waren die erhaltenen Frequenzanderungen zu klein, als dass kinetische Bindungs-
konstanten iiber nicht-lineare Kurvenregression hétten bestimmt werden kénnen.
Fiir Konzentrationen grofer als 1,28 - 107° M ergaben sich gleiche Werte fiir kpjss,
wahrend k4., mit hoher werdenden Konzentrationen kleiner wurde. Dieses Phdnomen
deutet darauf hin, dass eine Konzentrationserhohung ab einer bestimmten Konzen-
trationsschwelle keine Auswirkung auf die Assoziationsgeschwindigkeit hat. Da ein
Konzentrationsanstieg aber in Gleichung 2.12 beriicksichtigt wird, verringert sich
der resultierende Wert fir k4ss. Aus diesem Grund wurde die Konzentration von
2,56 - 1075 M fiir alle weiteren UFH-Experimente verwendet.

Die in Kapitel 2.5.4 vorgestellten Methoden zur Bestimmung kinetischer Bindungs-
konstanten aus einem QCM-Experiment gelten streng genommen nur fiir Modelle
mit einer Kinetik erster Ordnung. Da eine Komponente (Heparin) sténdig tiber
den Pufferfluss nachgeliefert wird, kann ihre Konzentration als konstant angesehen
werden. Die kinetischen Eigenschaften werden im Modell von der Konzentration des
Selektin-Heparin-Komplex bestimmt. Ob die Bindung zweier Komponenten einem
solchen Modell zugeordnet werden kann, ist mit einer Methode nach Minunni et
al. bestimmbar [280]. Aus den Frequenzverdnderungen eines Bindungsexperimentes
wurde % gegen df aufgetragen. Dabei wurden fiir verschiedene Konzentrationen
Geraden erhalten, so dass man von einer Kinetik pseudoerster Ordnung ausgehen
kann.

Abbildung 4.2 zeigt einen Frequenzverlauf fiir das Bindungsexperiment von Lique-

min N an hP-Sel-Fc-Chim. mit den Ergebnissen der nicht-linearen Kurvenregression
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zur Bestimmung von kus und kp;ss. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp

errechnet sich nach Gleichung 2.13.
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Abb. 4.2: Beispielhafter Kurvenverlauf der Bindung von Liquemin N an hP-Sel-
Fc-Chim. A: Durch nicht-lineare Kurvenregression konnte aus dem absteigenden Ast der
Frequenzverlaufskurve (rot unterlegt) die Assoziationskonstante ks mit der angegebenen
Gleichung bestimmt werden (siehe auch Gleichung 2.12 in Kapitel 2.5.4). Die gestrichelte
Linie markiert den Zeitpunkt des Beginns der Heparinzugabe. B: Die gestrichelte Linie
markiert hier den Zeitpunkt des Endes der Heparinzugabe. Beim nachfolgenden Spiilen
mit PBS+ dissoziieren Heparinmolekiile von P-Selektin. Aus dem daraus resultierenden
Frequenzanstieg konnte mithilfe nicht-linearer Kurvenregression (rot unterlegt) unter
Anwendung der angegebenen Gleichung die Dissoziationskonstante kp;ss bestimmt werden
(siche auch Gleichung 2.11 in Kapitel 2.5.4).

Die Ergebnisse fiir die Bestimmung der kinetischen Bindungskonstanten von Calci-

parin, Liquemin N und Heparin Ratiopharm sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tab. 4.2: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von Calciparin, Lique-
min N und Heparin Ratiopharm an immobilisierten hP-Selektin-Fc-Chiméaren.

KD [M] kAss [M_ls_l] kDiss [S_l]

1,21-10°¢ 1,91-103  2,27-1073
+0,14-1076  +0,34-10% +0,17-1073

Calciparin

LN 0,61-10°6  327-10° 1,96-10°3
que 40,13-107% 40,56 -103 +0,16- 103
0,59-10°6  231-10° 1,23-107%

Heparin Ratiopharm +0,26-10°6 4074107 +0,27-10°3

Die erhaltenen Kp-Werte von 1,21 - 1076M bis 0,59 - 107 M verdeutlichen die
Fahigkeit von UFH, P-Selektin mit hoher Affinitdt zu binden. Gleichzeitig zeigt
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sich, dass die verschiedenen Heparinpréparationen Unterschiede in ihrem Bindungs-
verhalten aufweisen. Calciparin besitzt sowohl eine kleinere Assoziationskonstante
als auch eine groflere Dissoziationskonstante als die beiden anderen UFH. Heparin
Ratiopharm ist das UFH mit der starksten Affinitdt zu hP-Sel-Fc-Chim. Dabei
wird die hohere Affinitét vor allem durch die langsamere Dissoziation vom Rezeptor
begriindet, wahrend die Assoziationskonstante sogar kleiner ist als die des Lique-
min N. Der Vergleich mit den Bindungsdaten von rPSGL-1 und anti-P-Sel-mAb
zeigt, dass die verschiedenen UFH zwar eine geringere Affinitat zu P-Selektin be-
sitzen als der spezifische Antikorper, dass sie aber eine vergleichbare Affinitat wie
rPSGL-1 aufweisen. Bindungsdaten anderer PSGL-1-Variationen in der Literatur
zeigen dariiber hinaus, dass vor allem die Dissoziation der UFH von P-Selektin etwa
1000fach langsamer ist als die Dissoziation von PSGL-1, das von Neutrophilen isoliert
wurde (vgl. Heparin Ratiopharm: kp;ss = 1,23-1072 57! vs. PSGL-1 von Neutrophilen
kpiss = 1,4571). Ubertragen auf die physiologische Situation bleibt festzuhalten, dass
in die Blutbahn injiziertes Heparin P-Selektin weniger schnell zu binden vermag als
natives PSGL-1. Hat Heparin aber einmal gebunden, ist der Rezeptor fiir langere Zeit
blockiert, so dass PSGL-1 nicht mit Selektin interagieren kann. Fiir die hamatogene
Metastasierung ist vorstellbar, dass die Mobilitdt der beteiligten Bindungspartner
der Heparinwirkung entgegen kommt. Ist zum Beispiel thrombozytares P-Selektin
durch Heparin blockiert, konnen tumorzellstdndige Selektinliganden nicht sofort
nach Eintritt in die Blutbahn an diese binden. Der Zeitpunkt der Wechselwirkung
ist aber fiir das Uberleben der Tumorzellen wihrend der Passage im Blutsystem
enorm wichtig, da sonst sowohl Scherkréfte als auch Bestandteile des Immunsystems
den Tumorzellen schaden konnen. Die Bindungsdaten des Heparins korrelieren mit
Erkenntnissen aus Mausexperimenten, wie sie in Kapitel 2.2.3 beschrieben wurden.
Demnach fithrt die einmalige Gabe von Heparin 30 min vor Tumorzellinjektion zu ei-
ner Reduzierung der Lungenmetastasen. Auch sechs Wochen nach Tumorzellinjektion
zeigten die Heparin-behandelten Méuse keine metastatischen Veranderungen. Gleich-
zeitig konnte aber mit Calcein-AM-markierten Thrombozyten gezeigt werden, dass
Heparin die Adhésion von Thrombozyten an Tumorzellen fir fiinf Stunden effektiv
zu unterbinden vermochte [171]. Die langsame Dissoziationskonstante des Heparins
von P-Selektin konnte den Zeitraum der Adhésionblockade von Thrombozyten an
Tumorzellen erklaren. Der Prozess der himatogenen Metastasierung ist also nicht
nur hoch reguliert, sondern auch hoch empfindlich gegeniiber Stérungen im Ablauf
der metastatischen Kaskade. Die Bindung von Heparin an P-Selektin ist demnach

eine sehr effektive Storung dieses Ablaufs.
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In der Literatur gibt es nur eine weitere Arbeit bei der die Affinitdt von Heparin
an P-Selektin bestimmt wurde. Wang und Mitarbeiter nutzten hierfiir eine SPR-
Methode. Dabei wurden die Bindungskonstanten aus Tabelle 4.3 gefunden [181]. Es
zeigt sich, dass bei dieser Bestimmung die Gleichgewichtsdissoziationskonstante eine
halbe Zehnerpotenz kleiner war als die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen. Die
leicht hohere Affinitét liegt vor allem in der 10fach schnelleren Assoziationskonstanten
begriindet. Die Dissoziationskonstante liegt in einem sehr d&hnlichen Bereich wie die
Werte aus Tabelle 4.2. Verschiedene Griinde konnen fiir die beschriebenen Unterschie-
de verantwortlich sein. Beim Vergleich von Liquemin N, Heparin Ratiopharm und
Calciparin zeigen sich produktspezifische Unterschiede, so dass ein direkter Vergleich
mit einem weiteren Heparin nur bedingt moglich ist. Das in der Arbeit von Wang et al.
eingesetzte Heparin war keine therapeutische Zubereitung, sondern eine derivatisierte
Form, die dann auf der Goldoberfliche des SPR-Sensorchips immobilisiert wurde. In
der veranderten Immobilisierungsstrategie ist der Hauptgrund fiir die Unterschiede in
den Assoziationskonstanten zu suchen. Durch die Immobilisation von Heparin wird
die Moglichkeit geschaffen, dass P-Selektin vielfaltige Bindungsmoglichkeiten vorfin-
det, da das Bindungsmotiv in polymerer Form vorliegt. Umgekehrt muss Heparin im
QCM-Experiment die Bindungsstelle im immobilisierten P-Selektin genau vorfinden.
Diese These wird dadurch erhartet, dass die Dissoziationskonstanten nahezu iden-
tisch sind. Sind P-Selektin und Heparin demnach eine Bindung eingegangen, spielen
Faktoren wie Orientierung der Immobilisation und Prasentation von Bindungssstel-
len keine Rolle mehr. Der Dissoziationsprozess verlauft in beiden experimentellen
Ansétzen gleich. Trotz der beschriebenen Unterschiede bleibt festzuhalten, dass der
Vergleich der kinetischen Parameter, wie sie mithilfe der QCM bestimmt wurden, mit
Daten aus SPR-Experimenten zu vergleichbaren Ergebnissen fithrt und als weiterer
Indikator fiir die Anwendbarkeit des QCM-Systems anzusehen ist.

Tab. 4.3: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von P-Selektin an im-
mobilisiertem Heparin mittels SPR nach Wang et al. [181]. *: Da die Assozia-
tionskonstante ka5 aus der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten Kp und der Disso-
ziationskonstanten kp;ss errechnet wurde, kann keine Standardabweichung angegeben
werden.

KD [M] kAss [M_ls_l] kDiss [S_l]

1,15-1077  2,74-10**  3,15-1073
40,06 - 107 40,34 -1073

Heparin

Ein Vergleich der kinetischen Daten der UFH mit Bindungsdaten der Bimosia-
mose (TBC1269), dem derzeit einzigen Selektininhibitor der klinischen Phasella,
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zeigt, dass alle UFH P-Selektin mit 100-500fach hoherer Affinitat binden (vgl. Bi-
mosiamose: Kp = 11410 M, ks = 2,7- 103 M5, kp;,s = 371, [108]). Obwohl
Bimosiamose eine 10fach hohere Assoziationskonstante besitzt, sorgt die mehr als
1000fach schnellere Dissoziation fiir die geringere Affinitat. Bimosiamose besitzt damit
die affinititsméafigen Eigenschaften anderer sLe*-Derivate, die als Selektininhibitor
charakterisiert wurden. Die klinischen Studien mit Bimosiamose untersuchen seine
Wirksamkeit bei chronisch entziindlichen Erkrankungen wie Psoriasis und Asthma.
Eine Wirksamkeit zur Reduzierung der Metastasierung wurde bisher noch nicht
untersucht.

Mithilfe der hier erhobenen kinetischen Daten kann tiber die bisher beschriebe-
nen Feststellungen hinaus gezeigt werden, dass die Bindungsdaten verschiedener
UFH an P-Selektin nicht mit den antikoagulatorischen Eigenschaften der UFH kor-
relieren. Durch die Bestimmung der APTT!- und der Thrombin-Zeit fiir Heparin
Ratiopharm und Liquemin N, die dankenswerter Weise im Labor von Frau Prof. Dr.
Alban, Christian-Albrechts Universitdt Kiel, durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt
werden, dass bei den beiden genannten UFH-Zubereitungen sich Antikoagulations-
verhalten und P-Selektin-Bindungsfahigkeit gegenléufig verhalten. Wahrend Heparin
Ratiopharm eine stérkere Affinitdt und eine langsamere kp;ss bei der Bindung an
P-Selektin aufweist als Liquemin N, zeigt letzteres leicht bessere antikoagulatorische
Eigenschaften als das Ratiopharm-Préparat. Der hier verwendete Test findet auch in
der Detektion von Verunreinigungen in Heparinzubereitungen Anwendung und ist
ausfiihrlich bei Alban und Lithn beschrieben [281]. Diese Erkenntnisse decken sich mit
anderen Arbeiten, die zeigen konnten, dass durch chemische Modifikation Heparine
erhalten werden konnen, bei denen Selektinbindungsfahigkeit und antikoagulatorische
Aktivitat voneinander getrennt werden kénnen [179, 180].

Der Einfluss weiterer affinitdtsbestimmender Faktoren wie Zugkrafte oder ,catch-
slip bond behavior kann mit dem QCM-Assay nicht ndher untersucht werden.
Heparin liegt in geloster Form vor. Kréfte, wie sie natiirliche zelluldre Liganden auf
die Selektinbindung ausiiben koénnen, herrschen nicht vor. Fiir die physiologische
Situation ist ebenfalls nicht mit einem Einfluss dieser Parameter zu rechnen, da auch
hier Heparin aus einer Losung heraus mit Selektinen in Wechselwirkung tritt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass alle drei verwendeten UFH hP-
Sel-Fc-Chim. mit Affinitaten im mikromolaren bis hohen nanomolaren Bereich binden
konnen und dass die Affinitat weniger durch eine schnelle Assoziationskonstante
erreicht wird als vielmehr durch eine ausgepréigt langsame Dissoziationskonstante.

Verschiedene UFH-Varianten unterscheiden sich dabei untereinander in Bezug auf

lengl. Activated Partial Thromboplastin Time
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die Bindungskonstanten. Fiir zwei der hier verwendeten UFH konnte gezeigt wer-
den, dass antikoagulatorische Eigenschaften und P-Selektin-Bindungsfahigkeit nicht
abhangig voneinander sind. Die Daten unterstreichen die Fahigkeit von UFH, die
P-Selektin-vermittelte Wechselwirkung verschiedener Zellen mit Thrombozyten und

Endothelzellen zu inhibieren.

4.1.4 Ubertragung des Messsystems auf hL-Selektin-

Fc-Chimaren

Neben der Wechselwirkung von Tumorzellen mit Thrombozyten, die durch P-Selektin
vermittelt werden kann, spielen auch Wechselwirkungen von Tumorzellen mit Leuko-
zyten eine wichtige Rolle bei der hamatogenen Metastasierung (siehe Abbildung 2.8).
Da die Bindungsfahigkeit von UFH an L-Selektin bekannt ist, stellte die Erhebung
von kinetischen Bindungskonstanten fiir UFH an L-Selektin einen weiteren Schritt
zum Verstédndnis der Heparinwirkung an Selektinen dar. Dazu wurden analog zu den
Versuchen im vorhergehenden Kapitel humane L-Selektin-Fe-Chiméren (hL-Sel-Fe-
Chim.) auf den Quarzsensoren immobilisiert und die kinetischen Bindungskonstanten
des UFH Liquemin N bestimmt. Die immobilisierten Proteinmengen und injizierten
Heparinkonzentrationen wurden aus den vorhergehenden Versuchen iibernommen.
Dabei wurden die in Tabelle 4.4 angegebenen Bindungskonstanten detektiert.

Tab. 4.4: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von Liquemin N an im-
mobilisierten hL-Selektin-Fc-Chiméaren.

KD [M] k:Ass [M_ls_l] kDiss [S_l]

1,06 - 1077 4,96 - 103 3,72-1074
+0,64-1077  £328-10% +0,79-107*

Liquemin N

Die Bindungsfahigkeit von Heparin an L-Selektin wurde in Kapitel 2.2.3 anhand
von Mausexperimenten erlautert. Die kinetische Betrachtung dieser Wechselwirkung
auf molekularer Ebene ist in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Die hier
vorgestellten Daten unterstreichen die Fahigkeit von Heparin sowohl L- als auch
P-Selektin mit hoher Affinitdt zu binden. Es zeigt sich sogar, dass Liquemin N
zu L-Selektin eine hohere Affinitat besitzt als zu P-Selektin. Sowohl eine groflere
Assoziationskonstante als auch eine kleinere Dissoziationskonstante tragen zu diesem
Effekt bei. Die grofiere rdumliche Reichweite des P-Selektin durch eine gréflere
Anzahl von SCR verschafft im QCM-Experiment keinen Vorteil. Ahnlich wie bei der
P-Selektin-Inhibition im Mausmodell spielt auch bei L-Selektin der Zeitpunkt der

Inhibition eine wichtige Rolle. Die Blockade von L-Selektin verhindert im Rahmen der
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hamatogenen Metastasierung die Assoziation von Tumorzell-Thombozyt-Aggregaten
mit Leukozyten. Diese spielt aber erst nach einigen Stunden nach Tumorzellinvasion
in das Blutsystem eine Rolle. Laubli et al. konnten zeigen, dass die Heparingabe
30 min vor der Tumorzellinjektion in P~ keinen Effekt hatte, da P-Selektin vermittelte
Prozesse nicht gehemmt werden konnten. Durch die schnelle systemische Clearance
des Heparins wurde auch kein L-Selektin-vermittelter Effekt detektiert, da schon ein
so groBer Anteil des Wirkstoffs eliminiert war. Die Injektion von Heparin 6-8 Stunden
nach Tumorzellinjektion hatte dagegen einen antimetastatischen Effekt in P, der
mit der L-Selektin-Inhibition erklart werden konnte. In L- hatte diese spate Gabe
hingegen keinen Effekt [139].

In der Literatur wird in verschiedenen Arbeiten die L-Selektin- gegen die P-
Selektin-Beteiligung am Prozess der hdmatogenen Metastasierung abgewogen. Zu
dieser Fragestellung konnen die hier beschriebenen QCM-Experimente keinen Beitrag
leisten. Sie demonstrieren aber, dass UFH unabhéngig von dieser Fragestellung
sowohl L- als auch P-Selektin mit hoher Affinitat zu binden vermégen und dass die
Wirkung in vivo nicht in erster Linie durch die Affinitdt bestimmt wird, sondern von

anderen Faktoren, wie dem Zeitpunkt der Heparingabe, abhéngt.

4.1.5 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von
LMWH an hP- und hL-Selektin-Fc-Chimaren

Verschiedene klinische Studien legen einen Nutzen der Gabe von UFH bei Krebs-
patienten nahe. In Kapitel 2.2.2 wurde ein Artikel von Smorenburg erwéhnt, der die
Wirkung von UFH bei Krebspatienten als nicht eindeutig belegt einstuft [152]. Fur
LMWH gilt der Nutzen bei Krebspatienten im frithen Krankheitsstadium und vor
Auftreten von Metastasen dagegen als gesichert. Daher wurden zwei verschiedene
LMWH, die vorher sowohl im Maus- als auch in verschiedenen in vitro-Modellen
untersucht wurden, auf ihre P- und L-Selektin-Bindungsfahigkeit im QCM-Assay
untersucht.

LMWH besitzen eine geringere durchschnittliche Molekiilgrofe als UFH. Aus den
Fachinformationen fiir die beiden getesteten LMWH Nadroparin (Fraxiparin®) und
Enoxaparin (Clexane®) konnten sowohl die Massenkonzentrationen der Zubereitun-

gen als auch die mittlere molare Masse wie folgt entnommen werden:

e Nadroparin: 1mg = 113 LE., @ MW 4,5kD
e Enoxaparin: 1mg = 1001.E., o MW 4,5kD

Nach Vorversuchen zur Konzentrationsoptimierung der LMWH an hP- und hL-
Selektin wurde eine Konzentration von 7,41 - 1075 M (= 100 pg/mL) fiir die weiteren
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Versuche bestimmt. Im Vergleich zu UFH, die mit 33 pg/mL eingesetzt wurden, gibt
dies den Unterschied der durchschnittlichen molaren Massen wieder. Die Bindungs-

daten sind Tabelle 4.5 zu entnehmen.

Tab. 4.5: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von Enoxaparin und Na-
droparin an immobilisierten hL- bzw. hP-Selektin-Fc-Chimaren.

Selektin-Typ Kp [M] kass MY kpiss [s71]

P-Selektin
Erosanai 460-107% 518102  3,28-1073
HOXAPAHN 4379106 +3,61-102 +1,31-10°°
Nadropapiy | 61-107° 536-10°  380-10°
adiopa +333-10°  £2,16-10> +1,75-1073

L-Selektin
Do 20141000 508-10° 119.10°8
P +0,57-10°° 41,30 -102 40,39 -10°3
. 284-107%  563-10> 1,33-1073

Nadroparin

+2,02-107%  £2,09-10? +0,82-1073

Diese Daten stellen die erste Erhebung von Bindungskonstanten von LMWH an
Selektinen dar. Es ist dariiber hinaus das erste Mal, dass Bindungsdaten von Heparin
an L-Selektin bestimmt wurden. Die unterschiedliche Herstellungsweise von Enoxa-
parin und Nadroparin fithrt zu Unterschieden in der strukturellen Zusammensetzung,
die sich wiederum auf die Aktivitédtsprofile auswirken konnen. Verschiedene LMWH
wurden auf ihre Selektin-Interaktionsfahigkeit in vitro und in vivo untersucht. Dabei
zeigte sich, dass es Unterschiede in der Inhibierbarkeit Selektin-vermittelter Prozesse
gibt. Die isolierte Betrachtung der Wechselwirkung auf molekularer Ebene zeigt, dass
die hier ausgewahlten LMWH sowohl P- als auch L-Selektin dhnlich affin binden.
Sowohl Enoxaparin als auch Nadroparin binden P- und L-Selektin mit Affinitaten
im mikromolaren Bereich, wobei die Affinitit zu L-Selektin etwas hoher ist als zu P-
Selektin. Die Assoziationskonstanten sind fiir die Bindung an L-Selektin hoher, die
Dissoziationskonstanten niedriger. Die Unterschiede sind in allen Féllen nicht stark
ausgepriagt. In der Literatur sind verschiedene experimentelle Ansétze beschrieben,
die die Wirkung von UFH und LMWH als P-Selektin-Inhibitor untersucht haben.
So zeigten Ludwig et al., dass UFH bei geringeren anti-Xa-Konzentrationen die
Metastasierung von B16F10-Melanomzellen in Mausen inhibierte als Nadroparin und
Enoxaparin. Bei hoheren Konzentrationen zeigte Nadroparin eine starkere antimeta-

statische Wirkung als UFH und Enoxaparin. Enoxaparin war in diesen Experimenten
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der schwéchste Inhibitor der Metastasierung [166]. Die Befunde decken sich nur teil-
weise mit den hier vorgestellten Bindungsdaten. UFH besitzen eine hohere Affinitét
zu hP-Selektin als die beiden verwendeten LMWH. Der Unterschied ist vor allem
auf die Hfach schnellere Assoziationskonstante des UFH zuriickzufithren. Die grofiere
Kettenldnge und die etwas hohere Ladungsdichte bei UFH konnten ein Grund fiir
die schnellere Assoziationskonstante sein. Das starkere Inhibitionspotential in vivo

lieB3e sich so erklaren.

Die Unterschiede, die sich zwischen Nadroparin und Enoxaparin im Tierexperiment
zeigten, sind nicht mit Unterschieden in ihrer Bindungskinetik zu korrelieren. An
dieser Stelle miissen andere Einflussfaktoren wie die systemische Clearance oder die
systemische Verteilung fiir die Inhibitionskapazitit verantwortlich sein. In ihrem
Molekulargewicht und ihrer Ladungsverteilung unterscheiden sich Enoxaparin und
Nadroparin nicht. Dies zeigt sich auch in ihrer Fahigkeit, P-Selektin mit sehr ahnlicher
Affinitat zu binden.

Die Differenzierung zwischen L- und P-Selektin-Einfluss auf die hamatogene Me-
tastasierung wurde schon im vorangegangenen Kapitel angesprochen. Stevenson
et al. untersuchten die Adhésion von fluoreszenz-markierten Tumorzellen an im-
mobilisierten L- bzw. P-Selektin-Fc-Chiméaren bei gleichzeitiger Zugabe steigender
anti-Xa-Konzentrationen verschiedener LMWH (u.a. Enoxaparin) und UFH. Dabei
zeigte UFH an beiden Selektinen die beste Inhibitorwirkung, wéihrend Enoxaparin
nur die Adhésion an P-Selektin unterdriicken konnte. Auch alle anderen Heparine
zeigten vor allem eine Unterdriickung der P-Selektin-Bindung [165]. Die gleiche
Gruppe hatte aber auch nachgewiesen, dass die Blockade von L-Selektin durch
Heparin in vivo zur antimetastatischen Aktivitat beitrégt [139]. Die hier gezeigten
kinetischen Daten unterstiitzen die in vivo-Befunde, da beide LMWH L-Selektin mit
leicht héheren Affinitédten im Vergleich zu P-Selektin banden. Die Daten legen nahe,
dass die strukturellen Anforderungen fiir die Heparinbindungsféhigkeit in L- und P-
Selektin dhnlich sind. Der Hauptunterschied zwischen den beiden Selektinen liegt
in der Anzahl der SCR. Die daraus resultierende geringere Lange des L-Selektins
wirkt sich im QCM-Assay nicht in einer schlechteren Erreichbarkeit fiir Heparin
aus. Umgekehrt verschafft die groflere raumliche Reichweite des P-Selektins keinen
Vorteil.

Die grundsatzliche Fahigkeit der Inhibition der hématogenen Metastasierung
durch Wechselwirkungen mit L- und P-Selektin konnte mit diesen Daten erstmals
auf molekularer Ebene nachgewiesen werden. Es bleibt festzuhalten, dass die int-
rinsische Affinitat verschiedener LMWH in wvitro nicht mit ihrer Wirkung in vivo

korrelieren muss. Die Daten kénnen als Grundlage dienen, Unterschiede in der in vi-
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vo-Wirksamkeit in Faktoren wie Pharmakokinetik und Pharmakodynamik zu suchen

und nicht in der Selektin-Bindungsfahigkeit.
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4.2 Herleitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
durch Bindungsstudien mit sulfatierten

Polysacchariden an hP-Selektin-Fc-Chimaren

Die Bindung von Heparin an Selektin kann durch die Erhebung kinetischer Bindungs-
daten genauer charakterisiert werden. Die Aufstellung von Struktur-Wirkungsbezie-
hungen mithilfe von Heparinen gestaltet sich schwierig. Selbst wenn die Zusammenset-
zung der MolekiilgroBenspektren einer Heparinzubereitung bekannt ist, konnen durch
Biosensor-Studien immer nur Bindungsdaten fiir die gesamte Mischung aufgestellt
werden. Fir die Praxis und die Korrelation mit in vivo-Daten ist diese Herange-
hensweise sinnvoll und ausreichend, da auch dort Heparinmischungen eingesetzt
werden. Zur Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen hat uns Frau Prof.
Dr. Alban, Christian-Albrechts-Universitat Kiel, dankenswerter Weise eine Reihe von
Phycarinsulfatderivaten zur Verfiigung gestellt, die fiir die folgenden Untersuchungen
als Heparinanaloga dienten. Durch Sulfatierung von Phycarin, das aus Sporophyten
des gefingerten Seetangs (lat. Laminaria digitata, Familie: Fucaceae) isoliert wurde,
konnte eine Reihe von (3-1,3-Glucansulfaten erhalten werden, die im Folgenden als
PhyS bezeichnet werden. Synthese und Analytik der Phycarinsulfate sind ausfiihrlich
bei Alban und Franz [282], sowie bei Fritzsche et al. [283] beschrieben. Sie weisen
ein durchschnittliches hydrodynamisches Molekulargewicht (MWgyp) von 18-19 kD
auf. Dies entspricht einem durchschnittlichen Molekulargewicht von etwa 10kD
(verifiziert durch ESI-MS?). Das Sulfatierungsmuster wurde durch Methylierungs-
Ethylierungsanalytik und anschlieBende Gas-Fliissigkeitschromatographie mit Mas-
senspektroskopie bestimmt. Dabei wurden die partiell methylierten, ethylierten
Alditolacetate detektiert.

Fir die Bestimmung der bindungskinetischen Daten wurden die Phycarinsulfate in
gleichen Massenkonzentrationen wie die UFH in den vorher beschriebenen Versuchen
eingesetzt (33 ug/mL = 2,78 - 1076 M). Aus Tabelle 4.6 sind die Bindungsdaten
der verschiedenen Phycarinsulfate und der durchschnittliche Sulfatierungsgrad zu

entnehmen.

Der durchschnittliche Sulfatierungsgrad von UFH ist 1,1 pro Monosaccharid und
der Grad der Carboxylierung betrigt definitionsgemafl 0,5. Der Einfluss der La-
dung auf die Selektin-Bindungsfihigkeit kann demnach mit UFH nicht untersucht
werden. Unterschiede im Bindungsverhalten erklaren sich nicht aus Unterschieden

in der Ladungsdichte, sondern aus anderen Strukturmerkmalen wie der Kettenlan-

2engl. Electrospray Ionisation-Mass Spectrometry
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Tab. 4.6: Allgemeine Strukturformel der Phycarin(sulfate) und ihre Bin-
dungskonstanten an hP-Selektin-Fc-Chimaren. DS: engl. Degree of Sulfation, dt.
Sulfatierungsgrad

OR OR
o)
Hog 0, HOO %
OR OR
R=H/SO:Na DS Kp [M] kass [MIs1 ] kpiss [s7]
PhyS1 0,00 nicht detektierbar
S~ o5 916-107 052-10%  20,6-10~*
Y 19 1968-1077  4+0,18-10°  £9.2-1074
5,01 -107 1,72-10° 6,50 - 10~
Phy53 LAS 1078107 £1,11-10° 0981074
—_ Ly 159107 947-10°  3,83-10~%
Y Y 40011077 40,91-10°  £2,66- 10~
1,70 - 1077 2.16-10°  3,67-10*
PhyS5 221 1040107 £0,04-10° 40,85 - 10~
10-7 103 104
PhyS6 bgo  044-10 6,64-10°  2,87-10

+0,25- 1077 +1,78 - 10°  £1,95-10°*

ge. Ladungsinduzierte Wechselwirkungen sind fiir Selektininteraktionen essentiell.
Dies gilt sowohl fiir die natiirlichen Liganden als auch fiir mégliche Inhibitoren.
Durch die Bestimmung der Bindungskinetik von {3-1,3-Glucanen mit definiertem
Sulfatierungsgrad ist es erstmals moglich, diese beiden Molekiilmerkmale zu korre-
lieren. Das ungeladene PhyS1 zeigte keine Bindungsfdhigkeit an hP-Sel-Fc-Chim.
Dieser Befund bestéatigt, dass ladungsinduzierte Wechselwirkungen fiir die Selektin-
Bindungsfahigkeit essentiell sind. Die anderen Glucansulfate banden immobilisierte
P-Sel-Fe-Chim. im QCM-Assay. Eine Abhéngigkeit von Ladung und Affinitat ist
erkennbar. PhyS2 (DS 0,75) hat eine etwa 10fach geringere Affinitat zu P-Selektin
als UFH. PhyS3 weist eine vergleichbare Affinitdt auf, wéihrend die Derivate PhyS4 -
PhyS6 eine deutlich héhere Affinitat besitzen. Wahrend PhyS2 eine geringere La-
dungsdichte aufweist als UFH und PhyS3 eine dhnliche Ladungsdichte besitzt, sind
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alle weiteren PhyS hoher geladen. Daher ist in der Ladungsdichte ein Grund fiir die
Selektinbindungsfahigkeit zu suchen.

Bei genauerer Betrachtung wird eine Abhéngigkeit zwischen den Assoziationskon-
stanten und der Ladungsdichte als Strukturparameter deutlich. Der grofle Sprung
zwischen den Assoziationskonstanten von PhyS5 und PhyS6 ist auffillig und nicht
hinreichend mit dem hoheren DS zu erkléren. Gleichzeitig nimmt die Dissoziationskon-
stante mit steigendem DS ab. Die Substanzen verbleiben bei hoherer Ladungsdichte
langer am Rezeptorprotein. Die Ladung beeinflusst demnach beide Teilvorgénge, die
fiir die Affinitét verantwortlich sind. Die Daten konnen als Grundlage dienen, den Ein-
fluss der Ladungsdichte bei der Suche nach neuen glykosidischen Selektininhibitoren
zu beriicksichtigen. Die hier vorgestellten Substanzen sind potentielle Leitstrukturen
bei dieser Suche. In vitro iibertreffen sie die Bindungsfahigkeit des Heparins. Die
Gleichgewichtsdissoziationskonstante von PhyS6 mit Kp = 0,44 - 107" M ist die
hochste, die fiur Selektininhibitoren mit Ausnahme von Antikérpern bisher beschrie-
ben wurde. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass PhyS4 im Tiermodell gute
antiinflammatorische Eigenschaften besitzt. Da es nur vermindert in L - bzw. P~
Mausen wirkte, konnte das antiinflammatorische Potential auf eine Selektininhibition
zuriickgefithrt werden [284]. Daten zur antimetastatischen Potenz dieser Substanzen
in vivo sind bisher noch nicht veréffentlicht.

An dieser Stelle bleibt festzuhalten, dass das Vorhandensein von Ladungen es-
sentiell fiir die Selektinbindung von glykosidischen Inhibitoren ist und dass mit
steigender Ladungsdichte die Affinitdt zunimmt. Diese Zunahme ist sowohl durch
eine Vergroflerung der Assoziationskonstanten und einer Verkleinerung der Dissoziati-
onskonstanten mit steigendem DS zu erklaren. Ein Vergleich der Bindungsdaten mit
dem Inhibitionspotential der gleichen Substanzen in einem Zellrollassay im folgenden

Kapitel soll weitere Erkenntnisse zu Struktur-Wirkungsbeziehungen erbringen.

4.2.1 Korrelation von kinetischen Bindungskonstanten mit

Daten aus einem Zellrollassay

Die kinetischen Bindungsdaten geben einen detaillierten Einblick in das Bindungs-
verhalten der verschiedenen Heparine und der Reihe der PhyS an hP-Sel-Fc-Chim.
Der Vergleich mit Daten eines Zellrollassays gibt dariiber hinaus die Moglichkeit,
den Effekt bestimmter struktureller Eigenschaften auf das Adhésionsverhalten von
Zellen an Selektinen zu untersuchen.

Der verwendete Zellrollassay ist in unserer Arbeitsgruppe von Frau Dr. Gabriele
Schumacher etabliert worden. Frau Dr. Juliane Fritzsche nutzte ihn erstmals im Rah-

men ihrer Dissertation, um Struktur-Wirkungsbezichungen bei der Selektininhibition
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aufzustellen. Der detaillierte experimentelle Aufbau und die Versuchsbedingungen
fir die hier beschriebenen Experimente sind Fritzsche et al. zu entnehmen [283].
Zum Verstandnis der verglichenen Datensétze soll der Assay in Kiirze hier vorgestellt

werden.

Durch Immobilisation von hP-Sel-Fc-Chim. auf Glasplattchen kann das Roll-
verhalten von PSGL-1-exprimierenden U937-Zellen unter Scherung mikroskopisch
betrachtet und die Rollgeschwindigkeiten mithilfe einer speziellen Computersoftware
ausgewertet werden. Das Adhésions- und Rollverhalten von 1 -10% U937 ohne Inku-
bation mit einem potentiellen Inhibitor dient als Kontrollexperiment. Die Inkubation
der Zellsuspension mit Heparin oder PhyS kann zu einer Verringerung der intera-
gierenden Zellfraktion fithren, die als Prozentwert des Kontrollversuchs angegeben
wird. Der maximale Inhibitionseffekt in diesem Assay zeigt sich nach vier Sekunden.
Deshalb wurden die kinetischen Parameter mit der relativen Zelladhésion nach vier

Sekunden verglichen.

Abbildung 4.3 zeigt, dass eine Korrelation der einzelnen kinetischen Parameter
von UFH mit der relativen Zelladhasion nach vier Sekunden nur bedingt moglich
ist. Im Zellrollassay nimmt die Inhibitionspotenz von Calciparin iiber Liquemin N
nach Heparin Ratiopharm zu. Die Assoziationskonstanten der drei UFH geben diesen
Trend nicht genau wieder. Heparin Ratiopharm besitzt eine kleinere Assoziations-
konstante als Liquemin N, obwohl es im Zellrollassay der starkste Inhibitor war. Die
Dissoziationskonstanten lassen die Tendenz der Inhibitorwirkung nachvollziehen. Der
Vergleich des Calciparin-Effekts mit seinen kinetischen Bindungsdaten ist schwierig,
da es im Zellrollassay keine Inhibitorwirkung zeigte, im QCM-Assay P-Selektin aber
zu binden vermochte. Dabei hatte es die geringste Affinitat im Vergleich der drei UFH.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass bestimmte kinetische Voraussetzungen
erfiilllt sein miissen (z.B. eine bestimmte Affinitat), bevor eine UFH-Zubereitung
die P-Selektin-Wirkung auf Zellebene unterdriicken kann. Eine lineare Korrelation
der Zellrolldaten und der kinetischen Bindungsparameter wurde nicht durchgefiihrt,
da fir Calciparin kein Inhibitionseffekt im Zellrollassay zu erkennen war. Auf die
Korrelation von lediglich zwei Datenpaaren fiir Liquemin N und Heparin Ratiopharm
wurde aus statistischen Griinden verzichtet. Dariiber hinaus ist die genaue Zusammen-
setzung der UFH nicht bekannt, die Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen

aus einem derart komplexen Substanzgemisch ist daher schwierig.

Die Reihe der PhyS bietet sich dagegen fiir eine lineare Korrelation der Zell-
rolldaten mit den Bindungsdaten an. Die Molekiilgrofie der PhyS ist bekannt, der
Sulfatierungsgrad ist fiir jedes Mitglied definiert. Abbildung 4.4 zeigt, dass sich

die Steigerung der Inhibitionspotenz mit steigendem Sulfatierungsgrad in allen drei
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Abb. 4.3: Vergleich der Inhibitionsdaten im Zellrollassay mit den kinetischen
Bindungsparametern von Calciparin, Liquemin N und Heparin Ratiopharm an
hP-Selektin-Fc-Chiméaren. In allen drei Abbildungen stellen die grauen Balken die
relative Zelladhésion von U937-Zellen an hP-Sel-Fc-Chim. nach 4s dar. Dabei wurden
die Zellen unmittelbar vor der Applikation in das Messsystem mit 500 pug eines der drei
UFH inkubiert. Die resultierende Zelladhésion wurde in Vergleich zu nicht behandelten
Zellen gesetzt. Nach 4s ist im Zellrollassay der maximale Inhibitionseffekt erreicht. Die
blauen Balken stellen folgende kinetische Parameter fiir die gleichen UFH dar: A: Gleichge-
wichtsdissoziationskonstante K p, B: Assoziationskonstante k 455, C: Dissoziationskonstante
kDiss-

kinetischen Parametern niederschligt. Im Zellrollassay ist ab einem DS von 1,80

keine signifikante Steigerung der Inhibitionswirkung feststellbar.

Will man die Inhibitionsdaten des Zellrollassays mit den Bindungsparametern
linear korrelieren, muss beachtet werden, dass die erstgenannten Daten nur Werte zwi-
schen 0% und 100% annehmen. Die Einflisse auf das Rollverhalten durch Variablen
wie der Bindungskinetik konnen nicht durch lineare Regression untersucht werden,
da wesentliche Voraussetzungen wie Normalverteilung der Residuen und Varianz-
homogenitéat nicht gewéahrleistet sind. Durch Anwendung der Logit-Transformation
wird der begrenzte Zahlenraum des Zellrollexperiments auf den gesamten Raum
der reellen Zahlen projeziert. Erst dann ist eine lineare Korrelation mit den bin-
dungskinetischen Daten moglich. Abbildung 4.5 verdeutlicht die Durchfithrung der

Logit-Transformation und die Konsequenzen fiir den Datensatz.
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Abb. 4.4: Inhibitionsdaten eines Zellrollassays von PhysS1 — PhyS6 an hP-
Selektin-Fc-Chiméren. Die relative Zelladhésion nach 4 s nimmt mit steigendem DS ab.
Ab einem DS von 1,80 veréndert sich das Inhibitionspotential nicht mehr signifikant. Die
Grafik wurde mit Daten aus Fritzsche et al. erstellt [283].

Die Mittelwerte der Zellrolldaten wurden in Gleichung 4.1 eingesetzt. Die erhaltenen

Logit-Transformationswerte konnten dann mit den kinetischen Bindungsdaten linear

L=In <1fp> (4.1)

Frau Dr. Juliane Fritzsche konnte mit ihren Arbeiten zeigen, dass die Inhibitionspo-

korreliert werden.

tenz der PhyS von ihrer Nettoladung abhéngt. Durch die Korrelation ihrer Daten mit
den einzelnen Bindungsparametern in Abbildung 4.6 zeigt sich, dass die Erhéhung
der Ladungsdichte Konsequenzen auf alle kinetischen Parameter hat. Ein linearer
Zusammenhang besteht aber vor allem zwischen Inhibitionspotenz und der Dissozia-
tionskonstanten kp;ss. Die lineare Abhéngigkeit der Gleichgewichtsdissoziationskon-
stanten Kp als Quotient aus k4 und kp;ss wird durch die Dissoziationskonstante
hervorgerufen. Die Zelladhésion héngt nicht linear von der Assoziationskonstanten
kass ab. Damit bestéatigt sich die Annahme, die schon der Vergleich von Adhéasi-
onsinhibition und Bindungskinetik fiir die Heparinzubereitungen ergab, dass vor
allem die langsame Dissoziationskonstante die Inhibitionspotenz von glykosidischen
Selektininhibitoren steuert.

Die Ergebnisse der Korrelation erklaren, warum viele der Selektininhibitoren auf
sLeX-Basis nur méfigen Effekt bei der Inhibition Selektin-vermittelter Prozesse zeigen.

Zwar binden sie den Rezeptor mit hoher Geschwindigkeit, durch die schnelle Dissozia-
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Abb. 4.5: Logit-Transformation. Durch Aufstellen des Wettquotienten kann der be-
grenzte Zahlenraum von 0% bis 100% auf 40 erweitert werden. Der Quotient 1%}) stellt ein
so genanntes ,,0dd “ dar, das Verhéltnis von Wahrscheinlichkeit zu Gegenwahrscheinlichkeit
fiir ein bestimmtes Ereignis. Am Beispiel fiir die relative Zelladh&sion nach 4's bei Inhibition
durch PhyS4 mit 32,59%, ergibt sich das Odd als 19’3’%52%9 = 0,4835. Durch Logarithmierung
ergibt sich als Logit-Wert L = —0, 7268. Durch die Logarithmierung wird der Wertebereich
im negativen Zahlenbereich auf —oo gespreitet. Die Theorie der Logit-Transformation kann

bei Urban detailliert nachgelesen werden [285].

tion werden sie aber schnell wieder freigegeben. SLeX-Mimetika verdeutlichen auch,
dass ein niedriger K p-Wert nicht als Determinante fiir einen guten Inhibitor ausreicht.
Sowohl bei Entziindungsprozessen als auch bei der hamatogenen Metastasierung
bewegen sich die betroffenen Zielstrukturen (Leukozyten, Thrombozyten). Statische
Gleichgewichtszustande herrschen nicht. Daher ist die isolierte Betrachtung von k44
und kp;ss besser geeignet, das Inhibitorpotential abzuschatzen. Hierbei erweist sich
kpiss als der einflussreichere Parameter. Beriicksichtigt man diese Erkenntnisse bei
der Betrachtung anderer Selektininhibitoren wie der Bimosiamose oder anderer sLe*-
Mimetika, so lésst sich erkléaren, dass deren Probleme, sich als Selektininhibitoren in
der Klinik zu etablieren, unter anderem in den schnellen Dissoziationskonstanten zu
suchen sind (vgl. Bimosiamose Kp = 111,4-107M, kp;,s = 3s71).

In vitro-Assays wie die hier vorgestellten Rollexperimente sind hervorragend geeig-
net, den funktionellen Endpunkt einer Inhibitorwirkung darzustellen. Die Analyse
von kinetischen Bindungsdaten gibt dariiber hinaus Einblicke in die mechanistischen
Grundlagen dieser Wirkung. Die hier erstmals angewendete Korrelation von in vitro-
Daten mit kinetischen Parametern stellt ein neues Werkzeug bei der Inhibitorsuche
dar.

Der Einfluss der Dissoziationskonstanten auf die Inhibitorfahigkeit von Heparin und
anderen sulfatierten Polysacchariden ist eine Erklarung fiir die bekannte Wirkung des
Heparins als antimetastatisches Agens im Rahmen der himatogenen Metastasierung

und verdeutlicht, dass dieser Parameter bei der Suche nach weiteren Selektininhibito-
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Abb. 4.6: Lineare Korrelation der Logit-Werte der relativen Zelladhision nach
4 s mit kinetischen Bindungskonstanten von PhyS2 — PhyS6. A: Die Logit-Werte
der relativen Zelladhésion nach 4 s korrelieren mit der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten
Kp mit R = 0,99. B: Der Logit-Wert der Assoziationskonstanten k45 zeigt die Tendenz,
mit steigendem Sulfatierungsgrad abzunehmen. Ein linearer Zusammenhang zwischen
Inhibitionspotenz und Assoziationskonstante lasst sich nicht nachweisen (R ~ —0,65).
C: Die lineare Korrelation von Kp lasst sich vor allem iiber die lineare Korrelation der
Dissoziationskonstanten kp;ss mit der Inhibitionspotenz erklédren. Sie héngen linear mit
R ~ 1,0 voneinander ab.

ren und bei der Optimierung bekannter Selektinantagonisten berticksichtigt werden

muss.

4.2.2 Untersuchung von Heparinderivaten mit und ohne
Selektin-Bindungsfahigkeit an mP-Sel-Fc-Chimaren

In den vorangegangenen Kapiteln konnte die grundsatzliche Bindungsfahigkeit von

UFH und LMWH an L- und P-Selektin nachgewiesen und der Einfluss verschiedener

Strukturparameter anhand der PhyS untersucht werden. Die Erweiterung dieser

Erkenntnisse auf Heparinderivate, denen durch chemische Modifikation bestimmte Ei-
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genschaften verlichen wurden, hilft bei der Ubertragung der bisherigen Erkenntnisse
auf die klinische Relevanz bei der Therapie und Pravention der Tumorzellmeta-
stasierung. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Benito Casu vom Istituto di Ricerche
Chimiche e Biochimiche ,,G.Ronzoni“ hat uns dankenswerter Weise verschiedene He-
parinvariationen zur Verfiigung gestellt. Synthese und Analytik der Heparinderivate
sind ausfiithrlich bei Naggi et al. [286] beschrieben. Dabei handelt es sich um die in
Abbildung 4.7 dargestellten Verbindungen.

CH,0S05

OH

NHSO; NHAc¢

n n

UFH N-acetyliertes UFH

0S80y NHSOy"

n

6-0O-desulfatiertes UFH

Abb. 4.7: Heparinderivate. Aus dem Standard-UFH (@ MW 19,6kD) wurden ein N-
acetyliertes UFH (@ MW 21 kD, N-Acetylierungsgrad ~ 58%)und ein 6- O-desulfatiertes
UFH (o MW 11kD) gewonnen.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Bindungskinetik der verschiedenen Heparin-
derivate sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Die Experimente wurden fiir diese Heparine
an murinen P-Selektin-Fc-Chiméren durchgefithrt. Dies wurde erforderlich, um einen
besseren Vergleich mit Literaturdaten fiir die Selektin-Inhibitionswirkung dieser
Heparine ziehen zu kénnen, da in anderen Arbeiten in vitro-Versuche mit mP-Sel-Fc-
Chim. gemacht wurden. In der Literatur sind Unterschiede im Inhibitionsverhalten
von Heparin an murinem und humanem Selektin beschrieben. Dabei konnten Bor-
sig et al. zeigen, dass Heparin humanes P-Selektin besser bindet als murines [171].
Die Grundlage der Konzentrationsberechnung der eingesetzten Heparine bildete der
Einsatz gleicher Massenkonzentrationen (33 ug/mL) wie in den vorangegangenen
Untersuchungen zur Bindung kommerzieller UFH an hP-Sel-Fc-Chim. Folgende

Konzentrationen wurden fiir die verschiedenen Heparine eingesetzt.

e UFH: 1,70 - 1075 M
e N-acetyliertes UFH: 1,58 - 1075 M
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o 6-O-desulfatiertes UFH: 3,03-10 M

Um einen Vergleich mit den vorher detektierten Bindungskonstanten von Heparin
an hP-Sel-Fc-Chim. zu ziehen, wurde Liquemin N stellvertretend fiir die bisher
verwendeten UFH an mP-Sel-Fc-Chiméren vermessen. Es zeigte sich, dass Liquemin N
mP-Selektin im QCM-Assay mit ca. 8fach schlechterer Affinitat bindet als hP-Selektin
(4,84 - 107 M vs. 0,61 - 107°M). Die Unterschiede begriinden sich mit der etwa
1,5fach langsameren Assoziationskonstanten, werden aber vor allem durch die etwa
8fach schnellere Dissoziation vom Rezeptor gesteuert. Dies gibt einen Hinweis, dass
Unterschiede im Bindungsverhalten von Heparin an murinem und humanem P-
Selektin vor allem durch Unterschiede in der Dissoziationskonstanten hervorgerufen
werden.

Bei weiterer Betrachtung féllt auf, dass das UFH, welches als Ausgangsverbin-
dung fiir die beiden Heparinderivate diente, mP-Selektin mit ca. 20fach héherer
Affinitdt bindet als Liquemin N. Auch hier wird der Affinidtsunterschied vor allem
durch die langsamere Dissoziationskonstante im Vergleich zu Liquemin N beeinflusst.
Dieses UFH besitzt eine hohere durchschnittliche molare Masse als Liquemin N
(@ MW 15kD). Damit liee sich die schnellere Assoziationskonstante des UFH er-
klaren. Bei der Analyse von LMWH an L- und P-Selektin lie8 die geringere molare
Masse keinen Riickschluss auf ein schnelleres Dissoziationsverhalten zu. Deshalb
miissen andere strukturelle Parameter fiir die langsamere Dissoziation auch hier
verantwortlich sein. Welche Parameter dies sein konnen, kann an dieser Stelle nicht
weitergehend diskutiert werden, weil die genaue Molekiilgroflenzusammensetzung
weder flir das UFH von Prof. Casu noch fiir Liquemin N bekannt sind.

Vom N-acetylierten UFH hingegen ist nicht nur die hohere durchschnittliche molare
Masse bekannt (@ MW 21 kD), sondern auch, dass bei etwa 58% aller Dissacharid-
Einheiten der Stickstoff des Glucosamins acetyliert und nicht sulfatiert vorliegt. Auch
nach N-Acetylierung ist eine gute mP-Selektin-Bindungsféahigkeit festzustellen. Dabei
hat das verwendete Derivat eine etwas geringere Affinitat als das UFH, aber eine
dem Liquemin N vergleichbare. Die Affinitatsminderung wird gleichermafien durch
eine kleinere Assoziationskonstante wie durch eine grofiere Dissoziationskonstante
hervorgerufen.

6- O-desulfatiertes Heparin wurde ausgewéhlt, weil die Sulfatierung an dieser Stelle
als Selektin-Bindungsdeterminante bekannt ist. Im hier angewendeten QCM-Assay
konnten keine Bindungsereignisse zwischen dieser Heparinvariation und immobili-
sierten mP-Sel-Fc-Chim. detektiert werden. Auf die Untersuchung unspezifischer
Bindungen in hoheren Konzentrationsbereichen musste aus Mangel an Testsub-

stanz verzichtet werden. Der Vergleich mit den anderen vermessenen Heparinen
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4.2 Herleitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen durch Bindungsstudien mit
sulfatierten Polysacchariden an hP-Selektin-Fc-Chiméren

zeigt aber deutlich den Verlust der P-Selektin-Bindungsfahigkeit im verwendeten
Konzentrationsbereich.

Die hier erhobenen Bindungsdaten decken sich mit Untersuchungen in der Lite-
ratur, die gezeigt haben, dass bei N-Acetylierung des Glucosamins die P-Selektin-
Bindungsfahigkeit erhalten bleibt, wihrend 6- O-Desulfatierung zu einem Verlust
dieser Féhigkeit fithrt. Gleichzeitig geht mit der N-Acetylierung eine massive Verringe-
rung der antikoagulatorischen Aktivitat einher (anti-Xa-Aktivitdt UFH > 4 LE./mL
vs. N-acetyliertes UFH ~ 0,1 L.E./mL). Gleichzeitig steigt bei N-acetylierten Hepari-
nen die Freisetzung von EZM-gebundenem FGF-23, wihrend die Heparanaseaktivitit
bei diesen Heparinen um die Halfte vermindert ist [169]. Gerade diese Eigenschaft
macht N-acetyliertes Heparin zu einem potenten Werkzeug bei der Untersuchung der
antimetastatischen Wirksamkeit von Heparin. Denn die Heparanaseinhibition scheint
neben der Selektinhemmung der wichtigste Wirkmechanismus des Heparins bei der
Metastasierungshemmung zu sein. Heparanase auf der Oberfliche von Tumorzellen ist
in der Lage, Heparansulfate der EZM zu degradieren, um damit die Tumorzellmigra-
tion und Invasion zu forcieren. Heparin kann als ,falsches* Substrat der Heparanase
erkannt werden, die dadurch in ihrer Wirkung gehemmt wird. Der Einfluss von
Heparanase auf die Tumorzellmetastasierung ist ausfiihrlich bei Vlodavsky et al. und
Edovitsky et al. beschrieben [164, 287]. Durch den Einsatz von Heparinen, die nur
einen der beiden genannten Mechanismen blockieren und gleichzeitig eine geringe
antikoagulatorische Aktivitat besitzen, kann der Einfluss der beschriebenen Faktoren

isoliert untersucht werden.

Tab. 4.7: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von UFH, N-
acetyliertem UFH, 6-0-desulfatiertem UFH und LiqueminN an immobi-
lisierten mP-Selektin-Fc-Chim.

KD [M] kAss [M_ls_l] kDiss [S_l]

022-1076  454-10° 1,18-1073
+0,07-10°%  +£1,26-10° 40,04-10°3

UFH

3,18-107°¢ 1,49 - 10° 4,57-1073

N-acetyliertes UFH +0,81-10~°  +0,33-10° +0,16 - 102

6- O-desulfatiertes UFH nicht detektierbar

484-107¢  217-10% 9821073

Liquemin N +0,64-10"¢  +0,47-103% +0,27-1073

3engl. Fibroplat Growth Factor-2
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.3 Biosensoruntersuchung Selektinligand-basierter

Tumorzellmodelle

In den vorangegangenen Kapiteln wurde deutlich, dass das Verstandnis der Selektin-
Ligand-Wechselwirkung einen tieferen Einblick in die Selektin-vermittelte hdmato-
gene Metastasierung ermoglicht. Die Detektion von kinetischen Bindungskonstan-
ten mithilfe mathematischer Modelle war dabei eine wichtige Methode. Derartige
Modelle miissen einfach und gut reproduzierbar sein. Gleichzeitig bedeutet eine
geringe Anzahl an Parametern, dass komplexere physiologische Zusammenhéange
nur unzureichend dargestellt werden kénnen. Gerade die Selektin-Ligand-Interaktion
unterliegt verschiedenen Mechanismen, die Affinitdt und Aviditat steuern (siehe
Kapitel 2.1.3). Eine Gruppe von Liganden fir P-Selektin, die in dieser Hinsicht
noch nicht untersucht wurden, stellt die Familie der Sulfatide dar [133]. Strukturell
handelt es sich dabei um Cerebroside, deren physiologische Funktion darin besteht,
eine geclusterte Verteilung von Nat- und K™-Kanélen in den Myelinscheiden von
Saugetierneuronen aufrecht zu erhalten. Nachdem 1991 die Bindungsfahigkeit von
Sulfatiden an P-Selektin bewiesen wurde, konnte in den darauffolgenden Jahren
auch die Bindungsfihigkeit an L-Selektin gezeigt werden [288, 289]. Parallel zu die-
sen Erkenntnissen identifizierte man Sulfatide auf Brustkrebszelllinien und stellte
fest, dass auf metastasierenden Tumorzellen ein hoherer Anteil an Sulfatiden zu
finden war als auf nicht-metastasierenden Zellen [290, 291]. Da zu dieser Zeit die
Selektine ein recht neues Gebiet der wissenschaftlichen Forschung darstellten und
eine Beteiligung von Selektinen an der Metastasierung noch nicht diskutiert wurde,
konnte damals auch noch kein Zusammenhang zwischen Selektinen und der Sulfatid-
vermittelten Metastasierung hergestellt werden. Erst 2007 konnten Garcia et al.
zeigen, dass SM4-Sulfatid (Galaktocerebrosid, HSO3-3Galf3-1-Cer, siehe Abbildung
4.8) der einzige P-Selektin-Ligand auf MC38-Kolonkarzinomzellen ist. Sie bewiesen,
dass SM4 essentiell fiir die Metastasierung ist, indem sie die Sulfatgruppe des SM4
enzymatisch abtrennten, was zu einem Ausbleiben der Metastasierung fiihrte. Dass
die Sulfatid-Selektin-Wechselwirkung ausschlaggebend fiir die Metastasierung dieser
Zelllinie ist, wurde mithilfe von P-Selektin-Knock-Out-M&ausen gezeigt, in denen
MC38-Kolonkarzinomzellen keine Metastasen ausbilden konnten [169, 292].

Es sind noch keine Affinitatsdaten fiir die Bindung von SM4 an P-Selektin pu-
bliziert. Auflerdem gibt es noch offene Fragen zur Inhibitionspotenz von Heparin
bei dieser Wechselwirkung. Es ist aber anzunehmen, dass SM4 dhnlich wie sLe* als
Einzelepitop nur geringe Affinitat zu P-Selektin besitzt. Durch Kooperation mit der

Arbeitsgruppe um Dr. Lubor Borsig von der Universitat Ziirich wurden statische
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Abb. 4.8: SM4-Sulfatid. Struktur von SM4-Sulfatid (HSO3-3GalB-1-Cer)

Adhésionsuntersuchungen durchgefiihrt, bei denen entweder sLe® oder SM4 durch
Adsorption immobilisiert wurden. Abbildung 4.9 A zeigt, dass die P-Selektin-Bindung
sowohl an SM4 als auch an sLe® durch Heparin inhibiert werden kann. Dabei wird
die SM4-Bindung erst durch hohere Heparinkonzentrationen inhibiert als die sLe* -
Bindung. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass SM4 als Einzelepitop P-Selektin in die-
sem statischen Assay mit hoherer Affinitat bindet. Gleichzeitig ist zu beriicksichtigen,
dass sLe® in diesem Assay als Polymer mit einem Polyacrylamidanker immobilisiert
wurde. Dadurch kommt es zur multimeren Prasentation der Bindungsepitope, die
Ahnlichkeit mit einem Clusterverhalten aufweist. SM4 wird dagegen als Einzelepi-
top vorliegen. Durch die Versuchsanordnung, bei der eine Ligand-haltige Losung
der beiden Epitope in eine Lochplatte eingebracht wurde, sind keine eindeutigen

Vorhersagen zur wirklichen Ligandprasentation moglich.

Wird der Adhésionsassay mit sLeX-tragenden LS180-Kolonadenokarzinomzellen
und Sulfatid-exprimierenden MC38-Kolonkarzinomzellen durchgefiihrt, ergibt sich
ein anderes Bild bei der Adhésionsinhibition durch Heparin. Hier werden die SM4-
Sulfatid-tragenden MC38-Zellen schon durch geringere Heparinkonzentrationen in
ihrer Adhésion gehemmt als dies fiir LS180-Zellen der Fall ist (Abbildung 4.9 B).
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass LS180 die multimere Prasentation von

sLe® nutzen, um mit hoherer Aviditit zu binden.

Diese Unterschiede zwischen der Einzelepitop- und der Zellbindung weist auf
Unterschiede in der Lateralverteilung der Liganden in den Zellmembranen hin.
Fiir sLeX-exprimierende Zelllinien ist die Ausbildung von Clusterstrukturen auf
Zelloberflachen beschrieben. Im Rahmen der Zusammenarbeit mit Dr. Borsig und
seinen Mitarbeitern konnte fiir MC38-Zellen ebenfalls gezeigt werden, dass sich SM4
in Clustern anreichert. Dazu wurden die Zellmembranen von MC38 fraktioniert
und mittels HPLC-Analytik auf so genannte ,Lipid rafts* untersucht, in denen

SM4-Anreicherungen nachgewiesen werden konnten.

Um die isolierte Wechselwirkung von SM4-Modellmembranen mit P-Selektin unter-

suchen zu konnen und dabei die Besonderheiten der Ligandprasentation zu berticksich-
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Abb. 4.9: Statischer Adhiisionsassay zur Bindung von sLeX, SM4-Sulfatid,
LS180-Zellen und MC38-Zellen an P-Selektin und Inhibition durch Heparin.
A: Die Bindung von 16slichem sLeX kann durch geringere Heparinkonzentrationen ge-
hemmt werden als die Bindung von SM4-Sulfatid. B: Fiir sLeX-exprimierende LS180- und
SM4-Sulfatid-exprimierende MC38-Zellen stellt sich die Inhibitionsfahigkeit durch Heparin
genau umgekehrt dar. Dies gibt einen Hinweis auf unterschiedliche Lateralverteilungen der
Liganden in den beiden Zelllinien. Die Adhésionsuntersuchung wurden dankenswerter Weise
im Labor von Dr. Lubor Borsig, Universitat Ziirich, durchgefithrt. Der Versuchsaufbau ist
bei Garcia et al. beschrieben [292].

tigen, war es daher wichtig, die Lateralverteilung des Liganden in Modellmembranen
konzentrationsabhangig zu charakterisieren. Es war die Frage zu kléren, ob Mechanis-
men der SM4-Multimerisierung zu einer Aviditédtserhohung bei der Selektinbindung
fithren konnen. Eine solche Ligandanhdufung in Form von Clustern kann durch mi-
kroskopische Untersuchung der Lateralverteilung des Liganden in Modellmembranen

nachgewiesen werden.

4.3.1 Untersuchung der Lateralverteilung von Selektinliganden
mittels LSM

Analog zu den Arbeiten von Vogel et al. [94] wurde das SM4-Sulfatid in zwei
verschiedene Lipidmatrices in unterschiedlichen Konzentrationen eingebaut und mitels
Langmuir-Blodgett-Methode auf Glaspléttchen tibertragen. Mithilfe der LSM konnte
dann die unterschiedliche Verteilung eines lipidverankerten Fluoreszenzlabels (DiO)
in Matrix und geclusterten Arealen als Indikator einer lateralen Separation untersucht
werden. Bei den Lipidmatrices handelte es sich um DSPC (1,2-Distearoyl-sn-glycero-
3-phosphocholin) und POPC (Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholin).
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Abb. 4.10: Struktur von DSPC und POPC. A: DSPC ist ein rigides Matrixlipid,
das neben dem Phosphocholinrest mit zwei Stearinsduren am Glycerol verestert ist. B:
POPC kann aufgrund seiner héheren Fluiditdt die Verhédltnisse in biologischen Membranen
besser simulieren. Neben dem Phosphocholinrest besitzt es Palmitin- und Olsiure als

Glycerolester.

DSPC weifit mit seiner Phasentibergangstemperatur von 58 °C ein rigides Pha-
senverhalten auf. Daher bietet es sich als Modelllipid zur Darstellung von Pha-
seneigenschaften bestimmter Membrankomponenten an. Eine Konzentration von
0,5mol% SM4-Sulfatid fithrt nicht zur sichtbaren Clusterbildung (nicht dargestellt).
Der Fluoreszenzfarbstoff DiO ist homogen im Lipidfilm verteilt, so dass Helligkeits-
unterschiede als Storungen des Lipidfilms durch den Kontakt mit Luft nach der
Ubertragung oder beim Fixieren des Glasplattchens auf dem Objekttriger entstanden
sein koénnen. Der Einsatz von 5 mol% SM4-Sulfatid fiihrt zu deutlicher Clusterbildung.
Derartige Strukturen entstehen durch Entmischungsvorgiange einer oder mehrerer
Membrankomponenten voneinander, die durch unterschiedliche physikochemische
Eigenschaften der Lipide verursacht werden, wie sie zum Beispiel durch unterschiedli-
che Rigiditaten entstehen konnen. Die Mengenabhéngigkeit der Clusterbildung ist in
Abbildung 4.12 gut zu erkennen. Nach Uberschreitung einer Mindestkonzentration
nimmt die Grofle der SM4-beinhaltenden Areale konzentrationsabhéngig zu. Die Zu-
stdnde in biologischen Membranen werden durch DSPC nur ungentigend dargestellt,
da sich physiologische Lipidfilme durch eine hohe Fluiditét auszeichnen. POPC ist
ein solches Modelllipid, das durch seine hohere Fluiditat eine bessere Mischbarkeit

mit anderen Lipiden erwarten lasst.

SM4 zeigt auch nach Einbau in POPC-Filme die Ausbildung von Clusterstrukturen.
Der Einbau von 0,5mol% und 2mol% zeigt keine erkennbaren Clusterareale. Die

Phasenseparation setzt erst ab einem SM4-Gehalt von 5mol% und hoher ein. Dabei
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 4.11: DSPC + 10mol% SM4 Abb. 4.12: DSPC + 20mol% SM4

unterscheiden sich Ausmafl und Erscheinung deutlich von den gleich konzentrierten
DSPC-Filmen. Abbildung 4.13 und 4.14 zeigen, dass die SM4-Cluster in POPC bei
10 mol% SM4-Gehalt zwar etwas grofier, gleichzeitig aber weniger zahlreich vorhanden
sind. Unterschiede in der Clustergrofie wie sie in der DSPC-Matrix fiir 10 mol% und
20mol% gut zu erkennen sind, findet man in der POPC-Matrix nicht derart stark
ausgepragt wieder. In POPC-Filmen mit 20 mol% SM4 sind die Ligandcluster von
hellen Randern umgeben. Hier wird der Fluoreszenzfarbstoff offensichtlich auch
aus der POPC-Membran verdrangt und reichert sich an der Phasengrenzflache an.
Im Vergleich zum gleich konzentrierten DSPC-Film sind die Cluster bei POPC
in geringerer Anzahl vorzufinden. Gleichzeitig heben sie sich weniger stark vom
Hintergrund ab. All dies deutet darauf hin, dass SM4 eine gewisse Restmischbarkeit in
POPC besitzt, wihrend es in DSPC in hoherem Mafle aus der Matrix herausgedréngt
wird. Demnach wird ein gewisser SM4-Anteil in der POPC-Matrix verteilt vorliegen,

wohingegen die dunklen Cluster ausschliellich SM4 beinhalten.

Um einen Vergleich mit dem physiologischen Selektinbindungsepitop sLe* ziehen
zu konnen, wurde ein sLeX-Derivat, das von Dr. Christian Gege, Universitit Konstanz,
synthetisiert wurde, in steigenden Konzentrationen in POPC-Membranen eingebaut
und mittels LSM untersucht [95].

Die Abbildungen 4.15 und 4.16 zeigen deutliche Clusterstrukturen. Im Gegensatz
zu SM4-Clustern heben diese sich hell vom Untergrund ab. Im SM4 sorgen die
im Vergleich mit sLeX-TEG yo kleinere Kopfgruppe und die hohere Rigiditat des
Ceramidankers gegeniiber dem Dialkylglycerolanker fiir eine dichtere Anordnung der
Bindungsepitope in den Clustern. Die héhere Rigiditat ist auch mit dem Vorhan-

densein von Wasserstoftbriicken-Donor- und -Akzeptorgruppen wie NH oder CO im
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Abb. 4.13: POPC + 10mol% SM4 Abb. 4.14: POPC 4+ 20mol% SM4

Ceramid zu erkléren, so dass starkere intermolekulare Wechselwirkungen eingegangen
werden konnen als im sLeX*-TEG y». Es ist somit anzunehmen, dass DiO zwischen
sLe®-TEG yo-Molekiile eingelagert werden kann (siehe Abbildung 4.18). sLe*-TEG y-
besitzt eine geringere Restmischbarkeit in POPC als SM4, was durch die Grofle
der Cluster verdeutlicht wird. Die ,,Querstreifung”, die auf einigen Abbildungen zu
erkennen ist, entsteht durch die Ubertragung des Lipidfilms mithilfe der Langmuir-
Blodgett-Methode. Der so genannte Filmlift, der dabei zum Einsatz kommt, wird
zwar kontinuierlich bewegt, scheinbar kommt es aber doch zu tibersetzungsbedingten
Verzogerungen in der Bewegung, die ein verdndertes Ubertragungsverhalten des

Lipidfilms als Folge haben.

Abb. 4.15: POPC+10mol% sLeX- Abb. 4.16: POPC+20mol% sLeX-
TEG o TEG N
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Abb. 4.17: Struktur von sLeX-TEGy; (A) und von DiO (B).

Das POPC-Modell zeigt, dass SM4 grundsétzlich in der Lage, ist konzentrati-
onsabhingig Clusterstrukturen auszubilden. Ahnlich wie bei sLeX-TEG y, kénnte
dies zu einer deutlichen Aviditdtserhohung im Vergleich zum Einzelepitop fiihren.
Vogel et al. konnten zeigen, dass die konzentrationsabhingige Clusterung von sLe*
das Rollverhalten von Selektinligand-haltigen Zellen in vitro stark beeinflusst (siehe
Kapitel 2.1.3) [94]. Ahnliches ist fiir die Adhésion von MC38-Zellen im Rahmen
der hamatogenen Metastasierung zu erwarten. Die im Modell eingesetzten SM4-
Konzentrationen, die zu einer Clusterung fithrten, sind unphysiologisch hoch. Die
Untersuchungen mittels LSM sind nicht in der Lage, Mikrocluster von wenigen
SM4-Molekiilen zu detektieren. Es ist aber durchaus anzunehmen, dass auch derart
kleine Ligandanhaufungen zu einer Aviditatserhohung fithren. Zellen haben andere
Mechanismen als die blofle Konzentrationsabhangigkeit, um Membranbestandteile in
Form von Clustern anzuordnen. Membranproteine kénnen zum Beispiel die Zusam-
mensetzung von biologischen Membranen stark beeinflussen und Membranbausteine
in eine bestimmte Anordnung dréngen.

Das hier vorgestellte Modell gibt einen ersten Einblick in die Moglichkeiten der
Aviditétssteuerung des ,neuen* P-Selektin-Liganden SM4. Die anschlieBenden Biosen-
soruntersuchungen mit SM4-beinhaltenden Modellmembranen wurden deshalb unter
Berticksichtigung der konzentrationsabhangigen Clusterung des Liganden durchge-
fithrt.
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Abb. 4.18: Ausbildung von dunklen SM4-Clustern und hellen sLeX-TEG yo-
Clustern durch unterschiedliche Einlagerungstendenz des Farbstoffs DiO. A:
Die Kopfgruppe von SM4-Sulfatid wird durch sulfatierte Galaktose gebildet. Durch die
vergleichsweise geringe Gréfle der SM4-Kopfgruppe und den intermolekularen Wechselwir-
kungen im Bereich des Ceramidankers wird der Fluoreszenzfarbstoff DiO nicht innerhalb
der Clusterstrukturen eingelagert. Daher erscheinen sie dunkel. B: Die sLe*-TEG yo-
Kopfgruppe ist grofler und die Wechselwirkungen der Ankeranteile sind vergleichsweise
gering. Dadurch werden die hydrophoben Anteile des Molekiils derart auf Abstand gehal-
ten, dass sich der Fluoreszenzfarbstoff DiO zwischen die Kopfgruppen einlagern kann. Die
Cluster erscheinen hell.

4.3.2 Bindung von mP-Selektin-Fc-Chimaren an Ligand-haltigen

Modellmembranen

Nach der Charakterisierung der Lateralverteilung der Selektinliganden in Modellmem-
branen wurden diese mithilfe der Langmuir-Blodgett-Methode auf Quarzsensoren
iibertragen, auf deren Oberfliche im Vorfeld Alkylketten immobilisiert wurden. Durch
diese Technik erhalt man so genannte , supported bilayer®. Mithilfe des QQCM-Sensors
sollte die Bindungskinetik von mP-Sel-Fc-Chim. an Sulfatiden bestimmt und der
Einfluss der Clusterung auf die Aviditdt untersucht werden. Des Weiteren sollte
iiberpriift werden, inwieweit diese Wechselwirkung im Modell durch Heparin inhi-
biert werden kann. Abbildung 4.19 A stellt die Frequenzanderungen der Bindung
von hP-Sel-Fc-Chim. an immobilisierten DSPC-Lipidfilmen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an SM4-Sulfatid dar.

Die Daten zeigen, dass keine signifkanten Unterschiede zwischen der Bindung

an reinen Modellmembranen und SM4-Sulfatid-beinhaltenden Lipidfilmen bestehen.
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Abb. 4.19: Bindung von mP-Sel-Fc-Chim. an DSPC- und POPC-Modell-
membranen. Nach Zugabe von 1,04 -108M (2 5ug in 3mL) mP-Sel-Fc-Chim. und
Verschaltung der Analytlésung im Rundlauf, so dass P-Selektin die Modellmembran immer
wieder passieren kann, ergaben sich nach Gleichgewichtseinstellung die abgebildeten Fre-
quenzverdanderungen durch Bindung von P-Selektin an den benannten Modellmembranen.

Unspezifische Wechselwirkungen scheinen im Vordergrund zu stehen. Die Messwerte
besitzen eine sehr hohe Standardabweichung. Aus den nicht abgebildeten Frequenz-
verldufen lassen sich keine kinetischen Parameter extrahieren, da die zur Verfligung
stehenden Modelle nicht adaquat angewandt werden konnen.

Fir die Wechselwirkung von mP-Sel-Fc-Chim. mit Modellmembranen aus SM4 in
POPC ergaben sich die absoluten Frequenzanderungen aus Abbildung 4.19 B. Mit stei-
gender Sulfatid-Konzentration nimmt die Zahl der Bindungsereignisse entsprechend
der grofleren Frequenzveranderungen zu. Zwar lasst die ansteigende durchschnittliche
Frequenzverinderung eine konzentrationsabhéngige Tendenz erkennen, die Streuung
der Messwerte ist aber auch hier so hoch, dass keine signifikanten Unterschiede
resultieren. Die hohe Affinitdt von mP-Sel-Fc-Chim. zu reinen POPC-Membranen
gibt einen Hinweis auf den grofien Einfluss unspezifischer Bindungsereignisse. Es
ist vorstellbar, dass es zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den SCR oder der EGF-Domane des Selektins und der POPC-Membran kommt.
Gleichzeitig kann auch der Fe-Teil des Selektins mit der Modellmembran in Wechsel-
wirkung treten, da das Selektin gelost in der mobilen Phase auf die Membran trifft
und somit alle Richtungen im Raum einnehmen kann.

Durch Verédnderung der Versuchsparameter wie FlieBgeschwindigkeit, Selektinkon-
zentration, Ligandkonzentration, Pufferzusammensetzung oder durch Modulierung
der Injektionsschemata konnten die dargestellten Ergebnisse nicht substantiell ver-
bessert werden. Verschiedene weitere Griinde kénnen fiir die hier beschriebenen
Probleme verantwortlich sein. Es ist denkbar, dass in Lipidfilmen mit niedriger
SM4-Konzentration die Affinitat der Einzelbindung oder die Aviditat bei einsetzender
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Clusterung nicht ausreichen, um P-Selektin detektierbar zu binden. Bei hoher konzen-
trierten Lipidfilmen konnte durch die Clusterung die Zuganglichkeit der SM4-Epitope
fiir P-Selektin eingeschrénkt sein. Auf technischer Seite bleibt festzuhalten, dass die
Sensitivitat der Quarzmikrowaage und die Reproduzierbarkeit gleicher Frequenzver-
anderungen fiir gleiche Versuchsbedingungen nicht ausreichen, mogliche Unterschiede

zwischen Sulfatid-freien und Sulfatid-haltigen Modellmembranen aufzulésen.

4.3.3 Liposomen als Tumorzellmodelle

Die Bindung von léslichem P-Selektin an Ligand-haltigen Lipidmatrices brachte nicht
die Erkenntnisse, die zum Verstédndnis der Sulfatid-vermittelten Selektinwirkung wiin-
schenswert sind. Eine Umkehr des Messsystems, bei dem P-Selektin immobilisiert auf
dem Bionsensor vorliegt und SM4 in liposomale Membranen eingebaut als Modell fiir
eine Tumorzelle diente, reprasentierte die Situation der Metastasierung besser. Dazu
wurden SM4-haltige POPC-Liposomen mit der Filmhydratationsmethode hergestellt.
Nach mehrfacher Extrusion konnte durch Photonenkorrelationsspektroskopie die
Partikelgroflenverteilung analysiert werden. Dabei zeigte sich, dass die Liposomen
eine durchschnittliche Gréfle von 100 nm und gleichzeitig ein enge Gréfenverteilung
(Polydispersitétsindex < 0,1) aufwiesen.

Als Vergleichsmodell wurden POPC-Liposomen ohne SM4-Sulfatid hergestellt.
Dadurch konnten spezifische SM4-vermittelte Bindungsereignisse von unspezifischen
Bindungen unterschieden werden. Nach zahlreichen Voruntersuchungen wurde eine
Menge von 0,03 pmol Liposomen fiir die weiteren Versuche verwendet. Bezogen
auf die eingesetzten Volumina entsprach dies einer Konzentration von 10 uM. Die
Selektin-Immobilisierungsstrategie wurde von den Heparin-Bindungsuntersuchungen
tibernommen. Wahrend Liposomen mit 0,5mol% bis 5mol% SM4-Sulfatid zwar
bereits tendenziell steigende Bindungswerte an P-Selektin aufwiesen, wurde der
Unterschied jedoch erst ab 10 mol% SM4-Anteil signifikant im Vergleich zu Ligand-
freien Liposomen (siche Abbildung 4.20).

Ob die konzentrationsabhangige Bindungsfahigkeit der SM4-Liposomen in der
Présentation des Liganden in Form von Clustern begriindet liegt oder nur im Mengen-
verhéltnis von Bindungsepitopen zu Matrixlipiden, kann an dieser Stelle nicht geklart
werden. Die grundsatzliche Fahigkeit zur Separation von Membranbestandteilen auf-
grund verschiedener physikochemischer Eigenschaften ist auch im Liposomenmodell
anzunehmen. Die Verhéltnisse in einem planaren Lipidfilm, der durch die Langmuir-
Blodgett-Technik verdichtet und zu Separationsvorgangen forciert wird, sind nicht
automatisch auf das Liposomenmodell tibertraghar. Es bleibt aber feszuhalten, dass

die Liposomenbindung erst in den Konzentrationsbereichen signifikant unterschiedlich
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zum Blindwert wurde, bei denen auch im planaren Filmmodell deutliche Cluster
erkennbar wurden.

Um auch fiir dieses Modell einen direkten Vergleich zwischen SM4-Sulfatid und
sLeX ziehen zu konnen, wurden sLeX-TEG y»-haltige Liposomen nach der gleichen
Methode hergestellt und die Bindung an mP-Sel-Fc-Chim. im Vergleich zu ligandfreien
POPC-Liposomen bestimmt. Diese Liposomen zeigten die gleiche Grofenverteilung
wie SM4-Liposomen.

Die Bindung von sLeX-TEG y»-haltigen Liposomen unterscheidet sich signifikant
von der Bindung reiner POPC-Liposomen an mP-Sel-Fc-Chim. Es féllt auf, dass
der absolute Frequenzunterschied zwischen der Bindung von SM4-Liposomen und
sLeX-TEG yo-Liposomen im Mittel etwa 40 Hz betragt. Aus diesem Unterschied
erkennt man, dass das SM4-Liposomenmodell eine hohere Aviditdt zu mP-Selek-
tin aufweist als das sLe®*-TEG yo-Modell. Die Unterschiede kénnen nicht mit der
Sauerbrey-Gleichung quantifiziert werden, da Liposomen aufgrund ihrer Grofle nicht
als Ganzes vom (QCM-System erfasst werden. Die erhaltene Frequenzanderung nach
Liposomenbindung stellt wegen der Eindringtiefe der akustischen Welle nur einen
Teil der tatsdchlichen Massenauflagerung dar. Wenn man aber davon ausgeht, dass
SM4- und sLe*-TEG yo-Liposomen unter den gleichen Versuchsbedingungen mit mP-
Selektin wechselwirken konnen, gibt der beschriebene Frequenzunterschied einen
Hinweis auf die Bindungseigenschaften dieser beiden Epitope.

Die Daten zeigen, dass die Umkehr des Messsystems, in der Selektinliganden auf
Liposomen prasentiert werden und mit immobilisiertem P-Selektin wechselwirken kon-
nen, erstmalig ein Modell zur Aufklarung der Sulfatid-vermittelten Selektinbindung

auf molekularer Ebene darstellt.
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Abb. 4.20: Bindung von ligandfreien POPC-Liposomen und SM4- bzw. sLeX-
TEG yo-haltigen Liposomen an mP-Selektin-Fc-Chiméren.
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4.3.4 Inhibition der Liposomenbindung durch Heparin

Die im vorhergehenden Kapitel vorgestellten Untersuchungen zur Bindungsfahigkeit
Selektinligand-haltiger Liposomen waren wichtig, um die Anwendbarkeit dieses Tu-
morzellmodells auf die Inhibition der Sulfatid-vermittelten Selektinbindung durch
Heparin zu tiiberpriifen. Deshalb wurden die Liposomenzubereitungen unmittelbar
vor der Injektion in den Biosensor mit unterschiedlichen Konzentrationen verschie-
dener Heparine versetzt. Diese Prozedur simuliert die physiologische Situation, bei
der Tumorzellen in der Blutbahn zusammen mit Heparin um die Bindungsplétze
endothelialen oder thrombozytaren P-Selektins konkurrieren. Die experimentelle
Anordnung dieses Modells ist in Abbildung 4.21 schematisch dargestellt.

SM4-tragendes Liposom als
Tumorzellmodell

Heparin

Liposomen und Heparin
kompetitieren um die mP-Selektin-
SM4-Liposomen binden Bindungsstelle
2@e, an mP-Selektin

)
.

Heparin bindet an
immobilisertes mP-Selektin
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n
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| Gold-beschichteter Quarzsensor mit immobilisierten mP-Sel-Fe-Chim.

e

Abb. 4.21: Modell der experimentellen Inhibition der SM4-Liposomenbindung
durch Heparin. SM4-haltige POPC-Liposomen kénnen an immobilisierte mP-Sel-Fc-
Chim. binden. Diese Bindung kann durch gleichzeitige Injektion von Heparin inhibiert
werden. Geringere Liposomenbindung resultiert in einer geringeren Frequenzédnderung der
Quarzschwingung. Die Heparinbindung fithrt aufgrund der geringeren Masse zu niedrigeren
Frequenzverdnderungen als die Liposomenbindung.

Abbildung 4.22 zeigt die Inhibition der SM4-Liposomenbindung an immobilisierten
mP-Sel-Fc-Chim. durch absteigende Liquemin N-Konzentrationen im Vergleich zu
nicht-inhibierten SM4-Liposomen und reinen POPC-Liposomen. Es zeigt sich, dass
die SM4-vermittelte Liposomenbindung an Selektin durch dieses UFH im niedrigen
mikromolaren Bereich gehemmt werden kann. Auffallig ist die scheinbar geringere In-

hibition durch die hochste der verwendeten Heparinkonzentrationen von 5,56 - 1076 M.
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Aus isolierten Bindungsuntersuchungen von Liquemin N an P-Selektin ist bekannt,
dass die Heparinbindung an P-Selektin selbst zu einer detektierbaren Massenveran-
derung auf der Quarzsensoroberflache fithrt. Alle dargestellten Frequenzénderungen
sind folglich als Summe aus Heparinbindung und Liposomenbindung an der Sen-
soroberflache anzusehen. Fiir niedrigere Liquemin N-Konzentrationen scheint die
Heparinbindung zwar stattzufinden, da die Liposomenbindung inhibiert werden kann,
die dabei resultierenden Frequenzanderungen sind aber nicht mehr signifikant un-
terschiedlich zur unspezifischen Bindung der Liposomen, wie sie durch SM4-freie
POPC-Liposomen hervorgerufen werden. Im Vergleich zur Inhibierbarkeit von MC38-
Zellen durch Heparin an immobilisiertem P-Selektin zeigte sich auch im QCM-Modell
ein ahnlicher Effekt. Durch die Minimierung der moglichen Bindungspartner in diesem
Modell konnte erstmals die Inhibition der SM4-Sulfatid-P-Selektin-Wechselwirkung
als Zielstruktur fiir Heparin nachgewiesen werden. Selbst wenn andere Heparineffekte
im zellularen Modell einen Einfluss auf die Inhibition haben, zeigt sich, dass dieser
Effekt auch durch die Selektinblockade alleine erklarbar ist.

160 160
140- [ 1401 X
120 1 120
_ 100 - l ’_‘100- l
= 80- = 80
= 60 E 60- .
40- T 40- .
20 ’_I_‘ L 20
0l=x 0l== o e [
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1. 0,03 pmol POPC-Liposomen 1. 0,03 umol POPC-Liposomen
2. 0,03umol POPC-Liposomen + 10mol% 2. 0,03 umol POPC-Liposomen + 10 mol%
SM4 SM4
3. 4+ 5,56 - 107 M Liquemin N 3. + 1,85- 1075 M Nadroparin
4. + 3,33-107%M Liquemin N 4. 4 1,11 -107°M Nadroparin
5. + 1,11 -107%M Liquemin N 5. 4 3,70 - 10~ M Nadroparin
6. + 2,22-10~"M Liquemin N 6. + 7,41-10~" M Nadroparin
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Abb. 4.22: Inhibition SM4-tragender Liposomen durch LiqueminN und
Nadroparin.

Im Kapitel 4.1.5 zur Bestimmung der Bindungskonstanten von UFH und LMWH
an P-Selektin wurde gezeigt, dass sich in vivo-Unterschiede zwischen diesen beiden
Heparinvarietaten auf molekularer Ebene nicht so wiederfinden lassen, als dass die
Uberlegenheit der LMWH in der Klinik sich mit ihnen erkliren liee. Die Verwendung
des LMWH Nadroparin sollte Aufschluss dariiber geben, ob sich in einem erweiterten

in vitro-Tumorzellmodell diese Unterschiede hingegen nachweisen lassen. Analog zu
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den Kinetikuntersuchungen wurde Nadroparin mit gleicher Massenkonzentration wie
Liquemin eingesetzt. Da Nadroparin eine um etwa zwei Drittel kleinere molare Masse

besitzt als Liquemin N, wurden die 3fachen molaren Konzentrationen verwendet.

Es zeigte sich, dass auch Nadroparin in der Lage ist, die SM4-Liposomen durch
Konzentrationen im hohen mikromolaren Bereich zu inhibieren. Die Eigenbindung
von Nadroparin fiir die Konzentration von 1,85 - 1075 M lisst keine Unterscheidung
zum POPC-Blindwert zu. Es féllt auf, dass die Inhibitionsfahigkeit bei den beiden
geringsten Nadroparin-Konzentrationen abnimmt. Entsprechend bleibt festzuhalten,
dass das UFH Liquemin N analog zu der hoheren Affinitét an isoliertem P-Selek-
tin auch bessere Inhibitoreigenschaften besitzt. In Ubereinstimmung mit Arbeiten
verschiedener anderer Arbeitsgruppen kann postuliert werden, dass klinische Unter-
schiede in Studien nicht mit den in vitro-Eigenschaften der UFH-Selektin-Interaktion
iibereinstimmen. Vielmehr muss die Frage gestellt werden, ob die klinischen Studien,
die als Vergleich der Inhibitorwirkung von UFH und LMWH angefiihrt werden,
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden. Es gibt bisher keine klinische
Studie, bei der UFH zusammen mit LMWH unter gleichem Studiendesign untersucht

wurden.

Einen tieferen Einblick in die Inhibition Selektin-vermittelter Bindungen im Tu-
morzellmodell sollte der Vergleich mit Inhibitionsdaten von sLeX-TEG yo-Liposomen
ergeben. Bei der Inhibition durch Liquemin N zeigt sich fiir sLeX-TEG yo-Liposomen,
dass Liquemin N-Konzentrationen im mikromolaren Bereich auch hier ausreichen,
die Liposomenbindung auf das Niveau des Blindwertes zu reduzieren. Anders als
bei SM4-Liposomen wird die Bindung durch die beiden niedrigsten verwendeten
Konzentrationen weniger gut inhibiert. Diese Erkenntnis ist bemerkenswert, da sLe*-
TEG y2-Liposomen ohne Inhibition Selektin weniger stark binden als vergleichbare
SM4-Liposomen. Vergleicht man diese Daten mit den Daten des Adhésionsassays von
SM4 und sLe* an immobilisiertem P-Selektin unter statischen Bedingungen (Abbil-
dung 4.9), so lasst sich nun erklaren, dass LS180 erst durch hohere Konzentrationen
in ihrer Bindung gehemmt werden als MC38, obwohl isoliertes sLe® durch geringere
Heparinmengen inhibiert wird als SM4. Von sLe® ist bekannt, dass es als Einzel-
epitop nur eine geringe Affinitdt zu P-Selektin aufweist. Entsprechende SM4-Daten
existieren nicht. Weiterhin ist beschrieben, dass sich die Bindungsdoménen fiir SM4

im P-Selektin und fiir sLe* iiberschneiden, aber nicht deckungsgleich sind [293].

Die beschriebenen Daten zeigen, dass Selektinligand-haltige liposomale Tumor-
zellmodelle in der Lage sind, die Rolle der Selektine und die Inhibierbarkeit durch
Heparin zu simulieren und zu verdeutlichen. Das Modell ist komplexer als die isolierte

Betrachtung der Einzelepitopbindung, da Prozesse der Ligandclusterung simuliert
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werden konnen. Andererseits ist die Zahl der méglichen unspezifischen Wechselwir-

kungen geringer als im Zellmodell, so dass hier erstmals Heparin als Inhibitor der

SM4-P-Selektin-Wechselwirkung zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte.
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4.4 Untersuchung der VLA-4-Beteiligung an der

Tumorzellmetastasierung mittels SAW-Biosensors

Grundlage fiir die Studien der folgenden Abschnitte bildeten die Vorarbeiten von
Frau. Dr. Juliane Fritzsche, die mithilfe mikroskopischer Untersuchungen die Bindung
von VLA-4 positiven B16F10-Melanomzellen an Endothelzellen und immobilisierten
VCAM-1-Fe-Chiméren untersucht hat. Dabei konnte sie als Effekt einer Heparininku-
bation die Inhibition der Zelladhasion von B16F10-Zellen beobachten. Sie postulierte,
dass die Inhibition durch die Interaktion von Heparin mit VLA-4 zu Stande kommt.
Martin Schlesinger konnte die Erkenntnisse der murinen B16F10-Zelllinie auf die
humane Melnomzelllinie MV3 tibertragen. Auch fir diese Zelllinie zeigte Heparin ein

vielversprechendes Inhibitorpotential.

In den vorangegangenen Kapiteln erfolgte die Untersuchung der Adhésionsrezeptor-
Ligand-Wechselwirkung mittels Biosensoren auf molekularer Ebene, um die Bindungs-
mechanismen besser zu verstehen. Die Erweiterung dieser Modelle auf liposomale
Tumorzellmodelle konnte zur Charakterisierung weiterer Einflussfaktoren herangezo-
gen werden. Die meisten Zell-basierten experimentellen Anséatze konnen den Effekt
einer Wechselwirkung sehr gut darstellen, geben aber meist nicht die Moglichkeit, den
Prozess auf molekularer Ebene zur verfolgen. Die Kombination der Vorteile der Bio-
sensorik mit der Anwendung von Zellmodellen stellt daher eine grofie Herausforderung
fiir die Untersuchung molekularer Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren, Liganden
und potentiellen Inhibitoren dar. Die bisher vorgestellte QCM-Technik ist bei der
Detektion zellularer Adhésionsprozesse verschiedenen Limitierungen unterworfen, wie
sie in Kapitel 2.5.5 beschrieben sind. Dr. Matthias Hopfner aus unserer Arbeitsgruppe
konnte in seiner Dissertation zeigen, dass bei der Detektion von zellulédren Selektin-
vermittelten Bindungen verschiedene Einflussfaktoren das Schwingungsverhalten der
Quarzsensoren beeinflussten und dass nur ein sehr geringer Anteil der gemessenen
Frequenzanderung der Selektin-Ligand-Wechselwirkung zuzuordnen war. Auf der
anderen Seite wurde die Quarzschwingung durch die fluiden Eigenschaften der Zellen
so stark gedampft, dass die detektierte Masse scheinbar kleiner war als die tatsachlich

anzunehmende [294].

Durch die erstmalige Anwendung der SAW-Technik zur Detektion Adhésionsrezeptor-
vermittelter Bindungsprozesse im Rahmen dieser Arbeit sollten die technischen Li-
mitierungen der QCM-Technik umgangen werden. Die Awendung der SAW-Methode
zur Untersuchung der Rolle von Adhésionsrezeptoren im Rahmen der hamatogenen
Metastasierung sowie der Inhibitionspotenz durch Heparin sollten dadurch cha-

rakterisiert werden. Dabei wurde die Fragestellung der Inhibierbarkeit der VL A-4-
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Interaktion durch Heparin auf verschiedenen Modellebenen bearbeitet. Es wurden
sowohl zelluldre Untersuchungen als auch isolierte Rezeptor-Ligand-Bindungsstudien
durchgefiihrt.

4.4.1 Optimierung der Messparameter fiir

Zellbindungsuntersuchungen am SAW-Biosensor

VLA-4 vermittelte Adhésionsrezeptorwechselwirkungen wurden bisher noch nicht
mittels SAW oder einer anderen Biosensortechnik untersucht. Daher war es noétig,
die verschiedenen experimentellen Parameter im Vorfeld zu optimieren. Da in einem
ersten Schritt die Bindung VLA-4-exprimierende MV3-Melanomzellen untersucht
werden sollte, wurde als immobilisierter Bindungspartner auf der Sensoroberflache
Natalizumab, ein humaner anti-VLA-4-mAb ausgewahlt. Dieser Antikorper wird in
der Therapie der Multiplen Sklerose eingesetzt. In den Vereinigten Staaten besitzt er
dariiber hinaus eine Zulassung zur Therapie von Morbus Crohn. In dieser Arbeit stellt
er ein molekularbiologisches Werkzeug dar, um VLA-4-vermittelte Bindungsprozesse
besser charakterisieren zu kénnen. Natalizumab wurde uns dankenswerter Weise

durch Biogenldec, [smaning, Deutschland, zur Verfiigung gestellt.

Immobilisation von Natalizumab auf SAW-Sensoren

Die Immobilisation des Antikorpers auf der SAW-Sensoroberfliche erfolgte wie unter
Kapitel 3.6.3 beschrieben. Abbildung 4.24 zeigt den Verlauf der Phasenverédnde-
rung wahrend der Immobilisierungsroutine. Durch Vorarbeiten von Perpeet et al.
ist bekannt, dass die Injektion einer Glycerollosung (5% m/m) zu einer Phasen-
veranderung fiihrt, die ausschliellich auf Viskositatseffekte an der Sensoroberflédche
beruht [269]. Eine Glycerollésung dieser Konzentration fithrt dabei zu einem Aus-
mafl der Phasenverdanderung wie sie auch durch eine immobilisierte Schicht aus
Proteinen hervorgerufen wird. Die Computersoftware, die den Verlauf der Pha-
senveranderung verfolgt, ist in der Lage, mithilfe dieser Phasenverschiebung den
Viskositéatsanteil aus der Phasenverschiebung eines immobilisierten Proteins zu ex-
trahieren. Die Protein-Phasenverschiebung wird demnach um einen Viskositatsanteil
korrigiert. AnschlieBend kann die immobilisierte Proteinmenge anhand der verblei-
benden Phasenverschiebung des Messsignals bestimmt werden. Hierzu untersuchte
der Anbieter des SAW-Biosensors im Vorfeld sowohl fluoreszenzmarkierte als auch
radioaktiv-markierte Proteine und immobilisierte diese auf der Sensoroberfliche. Die
resultierenden Phasenverschiebungen wurden mit den Fluoreszenzintensitaten bzw.

Radiosignalen der Proteine verglichen und korreliert. Sie zeigten dartiber hinaus,
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dass dieser Zusammenhang fiir strukturell verschiedene Proteine gilt und somit auch
naherungsweise auf unbekannte Proteine iibertragen werden kann. Gleichung 4.2

zeigt, dass 1 nug immobilisiertes Protein eine Phasenverschiebung von 515° bewirkt.

(4.2)

2] 2010 )
cm? 515°

Fiir die Immobilisation von Natalizumab ergaben sich immobilisierte Proteinmas-
sen von 15,3 ng/cm? + 7.87ng/cm? (2 1,03 - 107" mol/cm? £0,53 - 107'% mol/cm?).
Die genannten Mengen entsprechen nur einem Bruchteil der Proteinmengen, die
zur Immobilisierung injiziert wurden (vgl. absolute injizierte Natalizumabmenge:
10 ug/160 uL). Durch weitere Konzentrationserhéhungen konnten keine signifikant
hoheren Immobilisierungsmengen erreicht werden. Abbildung 4.24 zeigt, dass wéh-
rend des Injektionsprozess ein grofler Anteil der injizierten Proteine unspezifisch an
schon immobilisierte Proteine bindet, im anschlieBenden Pufferfluss aber weggespiilt
wird. Die Verringerung der Konzentration fiihrt hingegen zu signifikant geringeren
immobilisierten Proteinmengen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Reaktions-
geschwindigkeit bei der Ausbildung des NHS-Esters von der Proteinkonzentration
abhangt und dass nur bei einer ausreichend hohen Konzentration eine Bedeckung
der Goldschicht erreicht wird.
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Abb. 4.24: Immobilisation von Natalizumab auf einem SAW-Sensorchip. Der mit
MUA-beschichtete SAW-Sensor wird unter Pufferfluss dquilibriert und durch EDC/NHS-
Injektion (1) aktiviert. 2: Die Injektion der Natalizumab-Losung fiihrt zu einer starken
Phasenverschiebung durch kovalente Bindung des Antikérpers an EDC/NHS. Unmittelbar
nach Injektionsende werden unspezifisch gebundene Proteine durch den Pufferfluss abtrans-
portiert. 3: Die Injektion von Ethanolamin in Ammoniumacetat fithrt zur Absattigung
verbliebener unspezifischer Bindungsstellen an EDC/NHS. 4: Mithilfe der Injektion von
Glycerol 5% kann im Anschluss der Viskositiatsanteil der Phasenverschiebung im ,,Protein-
signal®“ extrahiert werden. Die dargestellte Phasenverschiebung fiir diese Injektion wird
ausschlielich durch Viskositatseffekte hervorgerufen. 5: Durch Wechsel des Fliemediums
von Wasser zu PBS+ kommt es zur Verédnderung der Basislinie aufgrund unterschiedlicher
Viskositaten der FlieBmedien.

Optimierung der Zellzahl

Durch Injektion steigender Zellzahlen wurde 1 -10¢ als Zellzahl fiir alle weiteren
Zellversuche am SAW-Sensor festgelegt. Wie Abbildung 4.25 A zeigt, steigt die
Phasenverschiebung mit steigender Zellzahl. Um mogliche Inhibitionseffekte mit
nicht-inhibierten Daten vergleichen zu konnen, wurde die Zellzahl so gewéahlt, um
Unterschiede im Bindungsverhalten besser auflosen zu konnen. Die Verwendung
noch hoherer Zellzahlen ergab sich als problematisch, da die nétigen Volumina das
maximale Injektionsvolumen von 300 puL. iberschritten. Kleinere Volumina fiithrten

bei Zellzahlen > 10° zur Verstopfung der Injektionsnadel.

Optimierung der FlieBgeschwindigkeit

Die QCM-Untersuchungen durch Dr. Matthias Hopfner hatten gezeigt, dass bei der

Bestimmung von Zellinteraktionen mittels QCM, Sedimentationserscheinungen der
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Zellen zu Messsignalen fiihrten, die spezifische Bindungen iiberlagerten. Durch Opti-
mierung der Flielgeschwindigkeit wihrend der SAW-Experimente wurde versucht,
die Versuchsbedingungen so anzupassen, dass die Sedimentation als Storparame-
ter zurtickgedréngt wird und zugleich Zellen, die nur unspezifisch binden, von der
Oberfliche entfernt werden. Abbildung 4.25 B zeigt, dass die Injektion von 1 - 10°
MV3-Zellen ohne vorherige Stimulation mit Mn?* mit steigender FlieBgeschwindigkeit
abnimmt. Wéhrend durch die ersten drei Schritte der Geschwindigkeitserhohung noch
deutliche Verdnderungen der Phasenverschiebungen zu sehen sind, ist der Unterschied
zwischen 100 pL./min und 200 pL./min weniger stark ausgepragt. Um die injizierten
Volumina in praktiblen Bereichen zu halten, wurde fiir alle folgenden Zellexperimente

100 uL/min als FlieBgeschwindigkeit ausgewahlt.

A B

A1
n

) < . :
1x10° 1x10° 1x10° 20 pL/min 40 pL/min 100 pL/min 200 uL/min

MV3-Zellen MYV3-Zellen MYV3-Zellen

Abb. 4.25: Optimierung der Zellzahl und der Fliefigeschwindigkeit fiir die Bin-
dung von M'V3-Zellen. A: Steigende Zellzahlen fithren zu héheren Phasenverschiebungen
aufgrund von haufiger stattfindenden Bindungsereignissen. Die Zellzahl von 1-10° erwies sich
als bester Kompromiss zwischen Ausmafl der Phasenverschiebung und einfacher Applizier-
barkeit. B: Die Injektion von 1-10% MV3-Zellen fiihrt bei steigenden FlieBgeschwindigkeiten
zu einer Unterdriickung unspezifischer Bindungen und von Sedimentationsereignissen. Fiir
die weiteren Versuche wurde eine Fliefigeschwindigkeit von 100 pL/min gewéhlt. Eine
statistische Betrachtung der Daten wurde wegen einer zu geringen Anzahl unabhéngiger
Experimente nicht durchgefiihrt.

4.4.2 Einfluss der Integrinaktivierung auf die Zellbindung an
immobilisiertem VCAM-1 und Natalizumab

Affinitat und Aviditét der Integrine kénnen durch unterschiedliche Stimuli gesteu-

ert werden. Physiologisch erfolgt die Erhohung der Affinitéit durch die Anderung

der Konformation innerhalb der Ligandbindungsstelle des Integrins. Diese kann

zum Beispiel durch Chemokine ausgelost werden. Artifiziell kann eine derartige
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Konformationsédnderung durch monoklonale Antikérper, Phorbolester oder durch
zweiwertige Kationen wie Mn?* oder Ca?* ausgeldst werden. Von isolierten oM-
[-Doménen weifl man, dass sie in unterschiedlichen Konformationen kristallisieren
konnen. Nach Anwesenheit oder Abwesenheit der genannten Kationen nennt man die
entsprechenden Zusténde ,offene“ und , geschlossene“ Konformation [295]. Die Un-
tersuchung der Integrinaktivierung durch Mn?* fiir MV3-Zellen am SAW-Biosensor
diente zwei Zielen. Erstens sollte durch die Detektion von Bindungsunterschieden fiir
stimulierte und nicht-stimulierte MV3-Zellen der Nachweis erbracht werden, dass es
sich bei den detektierten Phasenverschiebungen fir die Bindung der Zellen an Nata-
lizumab um spezifische Bindungen handelt. Zweitens wére durch dieses Experiment
sichergestellt, dass VLA-4, das auf MV3-Zellen exprimiert wird, in verschiedenen

Affinitatszustdnden vorliegen kann.
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Abb. 4.26: Einfluss der Integrinaktivierung auf die Bindung von MYV3-Zellen
an immobilisiertem Natalizumab. Mit 1 mM Mn?* stimulierte MV3-Zellen binden
signifikant starker an immobilisiertem Natalizumab als unstimulierte Zellen.

Aus Abbildung 4.26 geht hervor, dass unstimulierte MV3-Zellen im SAW-Experiment
signifikant schlechter an immobilisiertem Natalizumab binden als stimulierte Zellen.
Dies bestétigt zum einen die schon bekannte Affinitdtserhohung des VLA-4 durch
entsprechende Stimulation, es zeigt aber vor allem, dass die gemessenen Phasenver-
schiebungen zum iiberwiegenden Teil auf spezifische Bindung zwischen VLA-4 und
Natalizumab zuriickzufiihren sind. Die Bindung unstimulierter Zellen ergibt sich aus
der Summe unspezifischer Wechselwirkungen und der Restaffinitéat des VLA-4 zu
seinem Antikérper Natalizumab in der geschlossenen Konformation.

Dariiber hinaus verdeutlicht dieses Experiment, dass die Phasenverschiebung,
die durch die Bindung von Zellen am SAW-Sensor bestimmt wird, dhnlich wie

beim QCM-Assay nicht die reelle Masse der Zelle représentiert. Der Sensor ist aber
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deshalb umso mehr fir die Detektion Adhésionsrezeptor-vermittelter Bindungen
geeignet, da Massenunterschiede zwischen verschiedenen Zellen, der Einfluss der
Viskositat der Zellen oder die Fahigkeit der Zellen, mit der Oszillatorschwingung
in Resonanz zu schwingen, in den Hintergrund treten. Moglich wird dies durch
die geringe Eindringtiefe der Love-Welle in die aufgelagerte Masse kombiniert mit
der hohen Schwingfrequenz von 150 MHz. Nach der Sauerbrey-Gleichung geht die
Erhohung der Schwingfrequenz des Quarzsensors mit einer massiven Erhohung der
Sensitivitat einher. Deshalb konnen zellulare, Rezeptor-vermittelte Wechselwirkungen
bei 150 MHz detektiert werden, was bei 10 MHz im QCM-Assay nicht moglich ist.
Abbildung 4.27 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Eindringtiefe der akus-

tischen Welle und den Folgen fiir die Messung von Zellbindungen.

<‘.‘><"‘><‘o'>. -

QCM SAW
Eindringtiefe Scherdickenschwingung Eindringtiefe Love-Welle ~ 30 nm
~ 250 nm

Abb. 4.27: Bedeutung der Eindringtiefen der akustischen Wellen bei QCM und
SAW. Aufgrund der unterschiedlichen Ausbreitungsrichtung von Scherdickenschwingung
und Love-Welle sind beide akustischen Wellen durch unterschiedliche Eindringtiefen in auf-
gelagerte Substrate charakterisiert. Diese ist von der Grundfrequenz der Quarzschwingung
abhéingig. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Geriten LiquiLab21® und S-sens® K5
liegen die Eindringtiefen der Scherdickenschwingung bei ~ 250 nm und die der Love-Welle
bei ~ 30nm. In beiden Ansétzen ist es nicht moglich, exakte Zellmassen zu bestimmen.
Das SAW-Experiment eignet sich aber fiir die Detektion Adhé&sionsrezeptor-vermittelter
Bindungsprozesse, ohne dass die Eigenmasse der Zelle die erhaltenen Signale liberdeckt.

4.4.3 Untersuchung der Wechselwirkung von Heparin mit
VCAM-1 und Natalizumab

Aufbauend auf der grundsétzlichen Detektierbarkeit der Bindung von MV3-Zellen
an immobilisiertem Natalizumab wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen die
Inhibitionsfahigkeit dieser Bindung durch Heparin untersucht. Im mikroskopischen
Zelladhéasionsassay konnte die Blockade von VLA-4 durch Heparin belegt werden.
Zusatzlich zeigten Versuche mit FITC*-gelabeltem Heparin, dass dieses sich an die

VLA-4-positiven Zellen anlagert [242]. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden

4Fluoresceinisothiocyanat
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VCAM-1-Fc-Chiméren wie unter 3.5.2 beschrieben auf QCM-Sensoren immobilisiert.
Die Immobilisation wurde mithilfe von anti-VCAM-1-mAb iiberpriift, wobei gleichzei-
tig erstmals die Bindungskinetik fiir diesen Antikérper an VCAM-1 bestimmt wurde.
Heparin zeigte bei unterschiedlichen Konzentrationen im Bereich von 5,81-1078 M bis
5,81-1072 M keine Frequenzinderung, die auf eine Bindung an VCAM-1 hingewiesen
hatte. Bei der Wiederholung der Versuche am SAW-Sensor, um dessen hohere Sensiti-
vitéit zu nutzen, konnte ebenfalls keine Bindung im genannten Konzentrationsbereich
detektiert werden. In letztgenannten Versuchen wurde das LMWH Tinzaparin ver-
wendet, das sich im mikroskopischen Zelladhéasionsassay als besonders guter Inhibitor
der MV3-Adhésion an immobilisiertem VCAM-1 erwiesen hatte. Die Untersuchung
der Bindung von Natalizumab an VCAM-1 zeigte im Konzentrationsbereich von
1072 M bis 104 M keine detektierbaren Phasenverschiebungen. Ebenso konnte keine
Heparinbindung an immobilisiertem Natalizumab fiir Konzentrationen < 1073 M

detektiert werden.

Die hier beschriebenen Experimente zeigen deutlich, dass die Heparinwirkung im
mikroskopischen Assay nicht durch eine Wechselwirkung mit VCAM-1 hervorgerufen
worden sein kann. Fiir die anschliefenden Biosensoruntersuchungen kann dartiber
hinaus eine Wechselwirkung mit dem VLA-4-bindenden Antikérper Natalizumab

ausgeschlossen werden.

Tab. 4.8: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von anti-VCAM-1-mAb
an immobilisierten hVCAM-1-Fc-Chimiren und Ausschluss der Bindung von
Liquemin N, Tinzaparin und Natalizumab.

KD [M] kAss [M_ls_l] kD'iss [S_l]

9,51 -10710 2,83 -10° 2,70 -107*
+0,07-1071°  £0,13-10° £0,03-10"*

anti-VCAM-1-mAb

Liquemin N nicht detektierbar
Tinzaparin nicht detektierbar
Natalizumab nicht detektierbar
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4.4.4 Inhibition der Bindung von MV3-Melanomzellen durch
Heparin

Nach Optimierung und Validierung des SAW-Zellbindungsassays wurde im néchsten
Schritt die Inhibitionsfahigkeit von Tinzaparin mit der von Natalizumab verglichen.
Tinzaparin ist ein LMWH, das sich durch einen hohen Anteil ldngerkettiger Hepa-
rinmolekiile und zudem durch eine enge Molekiilgrofienverteilung auszeichnet. In
vorhergehenden Versuchen hatte sich Tinzaparin als potenter Inhibitor der VLA-4-
vermittelten Adhésion von MV3-Zellen erwiesen.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Inhibitionsfahigkeit von Tinzaparin bei der
Bindung von MV3-Zellen an immobilisiertem Natalizumab untersucht. Die Versuchs-
bedingungen wurden so gewahlt wie in Kapitel 3.6.6 beschrieben. Die Prainkubation
der MV3-Zellen mit Tinzaparin fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Phasen-
verschiebung bei der Bindung der Zellen (siehe Abbildung 4.28). Immobilisiertes Nata-
lizumab bindet spezifisch die &-Untereinheit des VLA-4. Die Blockade dieser Bindung
durch Tinzaparin zeigt, dass Heparin entweder selbst an der o-Untereinheit bindet
und damit die Natalizumab-Bindungsstellte blockiert oder durch Bindung an einen
anderen Molekiilteil eine sterische Behinderung fiir die Antikérperbindung darstellt.
Dariiber hinaus ist ein allosterischer Inhibitionsmechanismus denkbar, bei dem durch
Bindung von Tinzaparin an einer anderen als der Natalizumab-Bindungsdoméne die

Konformation von VLA-4 so verédndert wird, dass die Antikorperbindung nicht mehr

N\ Tinzaparin
£
Y Natalizamab

YYYYYY

SAW-Sensor i

moglich ist.

18-
16-
14-

ohne Inhibitor mit 500 pg
Tinzaparin

Abb. 4.28: Inhibition der MV3-Bindung an immobilisiertem Natalizumab
durch Tinzaparin. Die Bindung von 1 -10% MV3-Zellen nach vorheriger Stimulation mit
1 mM Mn?* kann durch 500 ug Tinzaparin signifikant inhibiert werden.

Im Gegensatz zu Natalizumab ist die VLA-4-VCAM-1-Bindung nur méglich, wenn
das Immunglobulin an den (3-Propeller der o-Untereinheit und an die I-dhnliche

Domane der 3-Untereinheit binden kann. Deshalb stellte die Untersuchung der
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Inhibitionspotenz von Tinzaparin bei der Bindung von MV3-Zellen an immobili-
sierte VCAM-1-Fc-Chiméren den néchsten Schritt zur Charakterisierung dar. Zum
Vergleich wurden die Zellen mit Natalizumab inkubiert, um die Inhibitionspotenz
des Tinzaparins quantifizieren zu konnen. Dabei zeigte sich, dass stimulierte MV 3-
Zellen im SAW-Assay an VCAM-1-Fc-Chiméren binden konnten und dabei eine
Phasenverschiebung von durchschnittlich 7,3° hervorriefen. Auch hier war die Pha-
senverschiebung um ein Vielfaches zu klein, als dass die Zelle mit ihrer gesamten
Masse detektiert worden ware. Die Prainkubation der Zellen mit Tinzaparin und Na-
talizumab fiihrte zu signifikanten Reduktionen der Zellbindungsfahigkeit. Trotzdem
konnten auch inhibierte Zellen an VCAM-1-Fc-Chiméaren binden. Die resultierenden
Phasenverschiebungen stellen die Summe aus unspezifischen Bindungen und Bin-
dungen iiber VLA-4-VCAM-1 dar, die nicht durch die Inhibitoren blockiert werden
konnten. Auffillig ist dabei, dass Tinzaparin die Bindung stérker inhibierte als Nata-
lizumab. Dieses Phanomen ist nicht ohne Weiteres zu erklaren, da vom spezifischen
Antikorper gegen VLA-4 die hochste Inhibitorwirkung zu erwarten wére. Die Unter-
suchung der zugehorigen Bindungskinetikdaten in Kapitel 4.5.3 wird zeigen, dass
Natalizumab auch bei der isolierten Betrachtung keine signifikant hohere Affinitat

zu VLA-4 aufweist als Tinzaparin. Dies ist eine wahrscheinliche Erklérung fiir das

Inhibitionsverhalten.
9-
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Abb. 4.29: Inhibition der MV3-Bindung an immobilisierten VCAM-1-Fc-
Chimiiren durch Tinzaparin und Natalizumab. Die Bindung von 1-10% MV3-Zellen
nach vorheriger Stimulierung mit 1 mM Mn?* kann durch 500 pug Tinzaparin und durch
5 ug Natalizumab signifikant inhibiert werden. Dabei fillt die grofiere Inhibitionspotenz
von Tinzaparin im Vergleich zu Natalizumab auf.

Mit der Etablierung eines SAW-Zellbindungsassays ist es erstmals gelungen,
Adhésionsrezeptor-vermittelte Bindungsvorgénge von Melanomzellen in Echtzeit
mithilfe eines Biosensors zu charakterisieren. Die Limitierung der Messtechnik, die

eine genaue Wagung oder Zahlung der adharierten Zellen unmoglich macht, konnte
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zur Detektion spezifischer Wechselwirkungen genutzt werden. Versuche mit stimulier-
ten und unstimulierten Zellen dienten zum einen der Validierung des Messsystems,
zum anderen konnte so die VLA-4-vermittelte Adhésion der MV3-Zellen besser
charakterisiert werden.

Die Inhibition der Melanomzellbindung an immobilisiertem Natalizumab sowie
an VCAM-1-Fc-Chiméren durch Tinzaparin belegt die potentielle antimetastatische
Wirksamkeit von Heparin bei der Inhibition Integrin-vermittelter Adhésionsvorgéinge
und unterstreicht den Wert weitergehender Versuche zu dieser Fragestellung. Neben
Erkenntnissen aus einem mikroskopischen Assay konnte mithilfe der SAW-Technik
die Wechselwirkung von Heparin mit VCAM-1 und Natalizumab ausgeschlossen
werden, wohingegen mit hoher Wahrscheinlichkeit die Bindung an VLA-4 gehemmt
wird. Trotzdem stellen die Zellversuche fiir diese Fragestellung keine endgiiltige
Antwort dar, so dass die isolierte Betrachtung der Heparin-VLA-4-Interaktion in den

folgenden Abschnitten nédher betrachtet werden soll.
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4.5 lIsolierte Untersuchung der Bindung von Heparin
an VLA-4

Um neben den Erkenntnissen tiber das zellulire Adhéasionverhalten von MV 3-Zellen
auch Einblicke in die Mechanistik der Heparin-VLA-4-Bindung zu erlangen, wurde
mithilfe des SAW-Biosensors versucht, die isolierte Wechselwirkung von Heparin und
VLA-4 zu detektieren. Durch Adhésionsexperimente mit VLA-4-tragenden Zellen
konnen keine kinetischen Bindungskonstanten abgeleitet werden, da die Wechsel-
wirkung durch ein einfaches mathematisches Modell beschrieben werden muss, aus
dem sich die kinetischen Parameter berechnen lassen. Die Bindung einer Zelle wird
aber nicht durch eine isolierte Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung verursacht, sondern
stellt die Summe verschiedener spezifischer und unspezifischer Bindungen dar. Die
Zelladhéasion gibt demnach Auskunft tiber die Aviditat einer Zellwechselwirkung, aber
nicht tiber die Affinitét der einzelnen Bindungsepitope. Die einfachste Versuchsan-
ordnung zur Detektion ist die, bei der ein Bindungspartner immobilisiert auf einem
Tréager vorliegt, wihrend der andere aus einer Losung heraus mit dem immobilisierten
Partner in Kontakt kommen kann. Das VLA-4-Heterodimer ist nicht kduflich zu
erwerben. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Methoden der
Membranaufbereitung von MV3-Melanomzellen angewandt. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der Gewinnung VLA-4-haltiger Membranvesikel, deren Immobilisation
auf SAW-Sensorchips und die Bindungsuntersuchungen von Natalizumab, VCAM-1

und Tinzaparin vorgestellt.

4.5.1 Gewinnung und Charakterisierung von VLA-4-haltigen

Membranvesikeln

Die unterschiedlichen Methoden zur Gewinnung von Membranvesikeln sind in Kapitel
3.4 beschrieben. Ziel der durchgefiithrten Membranpraparationen war die Fraktionie-
rung der Membranbestandteile von anderen Proteinen, Zellkompartimenten und dem
Zellkern. Die Anwendung des Amidoschwarz-Assays bietet sich fiir die Bestimmung
des Proteingehalts in Membranvesikeln an, da Lipide die Messung nicht stéren [296].
Die Proteinbestimmung mittels Amidoschwarz-Assay ergab die Proteingehalte aus
Tabelle 4.9.

Durch die einfache Membranpraparation werden lediglich die zytosolischen Protei-
ne und der Zellkern abgetrennt. Intrazellulare Membranen wie die der Mitochondrien

oder anderer Kompartimente verbleiben in der Suspension zusammen mit ihren mem-
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Tab. 4.9: Proteingehalt der Membranvesikel nach  unterschiedlichen
Praparationen.

Proteingehalt [mg/mL)|

. . . 2,50
Einfache Membranpréaparation 10,34
Membranpraparation nach Lever 0,69

prap +0,01
: . . 0,88
Oktylglucosid-Praparation 10,07

brandren Funktionsproteinen. Dies erklart den hoheren Proteingehalt im Vergleich
zu den anderen Praparationsmethoden.

Die Membranpraparation nach Lever weist einen geringeren Proteingehalt auf.
Die Probenziehung bei den verschiedenen Zentrifugationsschritten und die Prote-
inbestimmung der erhaltenen Suspensionen zeigt, dass sich die Proteinmenge nach
dem ersten Zentrifugationsschritt schon um 2/3 verringert hat. Nach dem letzten
Ultrazentrifugationsschritt ist sogar nur noch 1/9 der Proteinmenge nach Erstzen-
trifugation enthalten. Durch die Verwendung von steigenden g-Zahlen und durch
den Einsatz von Puffern mit Dichtegradienten werden nach und nach zytosolische
Bestandteile abgetrennt. Die Membranvesikel am Ende der letzten Zentrifugation
sollten hauptséichlich aus Lipiden und Proteinen der dufleren Membran bestehen.

Die Durchfiihrung einer Membranpréaparation mit Oktylglucosid als Detergens
zielt darauf ab, bei der Bearbeitung der Zellen diese nicht zu zerstéren, sondern
ausschlieBlich Vesikel mit Funktionsproteinen aus der dufleren Membran heraus zu
l6sen. Die Bestimmung des Proteingehalts zeigt, dass durch diese einfache Bear-
beitung der MV 3-Zellen ein leicht hoherer Proteingehalt erhalten wird als bei der
wesentlich aufwandigeren Membranpréparation nach Lever. Abbildung 4.30 zeigt
einen Uberblick iiber die GroéBenverteilung der Proteine in den Membranvesikeln
nach den verschiedenen Préaparationsmethoden.

Die Auswertung des Acrylamidgels gibt einen Hinweis darauf, dass VLA-4 in allen
durchgefiithrten Préaparationen vorhanden ist. Am oberen Rand des Gels deuten
die paarweise auftretenden Banden bei ~200kD und >116kD darauf hin. Am
stérksten sind diese beiden Banden bei der Praparation mit Oktylglucosid zu erkennen,
wahrend sie in den anderen Membranpraparationen nur schwach erscheinen. Der
hohe Anteil weiterer Proteine in dieser Fraktion zeigt, dass die erhoffte Anreicherung

von VLA-4 durch selektive Solubilisation der aufleren Membran nicht stattgefunden
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Abb. 4.30: SDS-Page der verschiedenen Membranpréparationen nach Coomas-
siefarbung. Die Banden des Proteinstandards (graue Abbildung links) stellen die Gro-
Benauftrennung der Proteine nach Herstellerangaben dar und sind nicht aus dem rechts
dargestellten Experiment entnommen. Der Proteinstandard ist mit S gekennzeichnet. Die
Membranpraparationen wurden jeweils so aufgetragen, dass die Proben einen Gesamtpro-
teingehalt von 10 ug besaflen. 1: Einfache Membranpréaparation 2: Membranpraparation
nach Lever 3 und 4: Préaparation mit Oktylglucosid.

hat. Der hohe Anteil kleinerer Proteine kénnte auch auf eine teilweise Fraktionierung
groferer Proteine durch das Detergens zuriickzufiihren sein. In der Praparation
nach Lever sind nicht nur die Banden fiir die erwarteten Molektilgréen von VLA-4
schwicher ausgepragt, sondern auch die aller weiterer Proteine. Bei der einfachen

Membranpraparation findet eine Abtrennung anderer Proteine praktisch nicht statt.

3 4

Abb. 4.31: Western-Blot zur Detektion von Natalizumab in Membranprapara-
tionen. Die Abbildung wurde aus drei unabhingigen Western-Blot-Experimenten zusam-
mengestellt. Der Proteinstandard wird bei dieser Technik nicht angeférbt, da nur VL A-4,
das mit Natalizumab eine Bindung eingegangen ist, durch den Sekundér-Antikoérper erkannt
wird. Die eingezeichneten Banden des GroSenstandards wurden durch Ubereinanderlegen
eines SDS-Gels mit Coomassiefarbung und der Membran erhalten. 1: Einfache Membran-
praparation 2: Membranpraparation nach Lever 3 und 4: Priparation mit Oktylglucosid.

Das Vorhandensein von VLA-4 lief sich durch Western-Blot nachweisen wie Ab-
bildung 4.31 zeigt. Es wurden Banden > 200 kD und zwischen 116 kD und 200 kD
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sichtbar. In der Lever-Préparation sind zwei Banden gut sichtbar, wiahrend eine
dritte nur sehr schwach erscheint. Fiir die einfache Membranpraparation sind die
Banden noch schwécher ausgeprégt.

Das Erscheinen von drei Banden zeigt, dass die Natalizumab-bindende «-Unter-
einheit in unterschiedlichen Formen vorliegt. Das intakte VLA-4-Heterodimer besitzt
eine Masse von etwa 280 kD und wiirde damit durch die oberste Bande reprasentiert.
Die dissoziierte o-Doméne besitzt eine Masse von etwa 150kD. Die zweite Bande
stellt demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit diese Struktur dar. Von Clark und
Mitarbeitern ist ein N-terminales Ende der &-Untereinheit mit einer Masse von etwa
80 kD beschrieben, die hier durch die dritte Bande reprasentiert werden konnte [297].
Weitere sehr schwach ausgeprigte Banden kénnen entweder durch unspezifische Bin-
dung des Sekundéar-Antikorpers oder durch weitere Bruchstiicke der o-Untereinheit
hervorgerufen werden.

Es bleibt festzuhalten, dass die verschiedenen Methoden der Membranprapara-
tion es ermoglichen, VL A-4-haltige Vesikel zu erhalten. Dabei werden durch die
Anwendung des Protokolls nach Lever und durch die Oktylglucosid-Methode die
hochsten Ausbeuten erreicht, wahrend die einfache Membranpraparation nicht zu
einer Anreicherung membranarer Funktionsproteine fiithrt. In allen drei Préparations-
ansitzen ist mit einer Vielzahl weiterer Proteine neben dem Zielprotein VLA-4 zu
rechnen. Diese Erkenntnisse dienen als Grundlage zur anschlieBenden Immobilisation
der Membranvesikel auf SAW-Biosensorchips, die im folgenden Kapitel vorgestellt

werden soll.

4.5.2 Immobilisation von VLA-4-haltigen Membranvesikeln auf
SAW-Sensorchips

Die Immobilisation von VLA-4-haltigen Membranvesikeln auf SAW-Sensorchips muss

in erster Linie drei Anforderungen erfiillen:

1. Die Membranvesikel miissen dauerhaft auf der Sensoroberfliche verbleiben,
um die massenméfig kleineren Phasenveranderungen durch Rezeptor-Ligand-
Interaktionen erfassen zu konnen.

2. VLA-4 muss fir potentielle Liganden und Inhibitoren raumlich erreichbar sein.

3. VLA-4 muss als intaktes Heterodimer vorliegen, um die volle Bindungsfahigkeit

entfalten zu konnen.

Abbildung 4.33 zeigt wie sich Membranvesikel nach Injektion auf einer blanken

Goldoberfliche anlagern und dort auch unter bestandigem Pufferfluss verbleiben.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Ein ahnliches Bild ergibt sich, wenn die Goldoberflache mit Poly-L-Lysin préin-
kubiert wurde. Dabei lagert sich Lysin mit seiner endstandigen Aminogruppe an
die Goldoberflache, wiahrend sich die Carbonyl- und die zweite Aminofunktion in
Richtung des FlieBmediums orientieren. Dies fithrt zu einer Hydrophilisierung der
hydrophoben Goldoberflache. Beiden Immobilisierungsmethoden ist gemein, dass
die anschliefende Injektion von VCAM-1-Fc-Chiméaren oder Natalizumab nur zu
sehr geringen Phasenverschiebungen auch bei hohen Konzentrationen (> 1075 M)
fithrte. Entsprechend kann angenommen werden, dass VLA-4 entweder nicht mehr
funktionstiichtig oder raumlich ungiinstig angeordnet ist, so dass die Anzahl der
zu detektierenden Bindungsereignisse sehr gering ist. Eine weitere Erklarung ist,
dass durch die Dicke der Poly-L-Lysinschicht und die anschliefende Auflagerung der
Membranvesikel, Bindungsereignisse zwischen VLA-4 und seinen Liganden derart
weit von der Sensoroberfliche entfernt stattfinden, dass sie nur noch stark vermindert

erfasst werden konnen.

Eine weitere Methode zur Hydrophilisierung der Goldoberflache ist die Immobilisa-
tion von 1-Thio-p-D-Glucose auf der Goldoberflache (siehe Abbildung 4.32). Dabei
bindet die SH-Gruppe der Thioglucose kovalent an Gold, wahrend der Rest des
Thioglucosemolekiils einen definierten Monolayer auf der Goldoberflache ausbildet.
Die Dicke dieser hydrophilen Schicht ist wesentlich geringer als die einer Poly-L-
Lysin-Schicht, da Poly-L-Lysinmolekiile auch stark miteinander unter Ausbildung
eines Polylayers in Wechselwirkung treten. Fiir Thioglucose ist keine Anlagerung an
eine erste Schicht zu erwarten, da ungebundene Thioglucosemolekiile in der wassrigen
Losung verbleiben. An Membranvesikeln, die auf Thioglucose immobilisiert wurden,
sind sowohl Bindungsereignisse von VCAM-1-Fc-Chiméren als auch von Natalizumab
nach deren Injektion in niedrig mikromolaren Konzentrationen zu detektieren. Fiir
alle nachfolgenden Versuche wurden daher die Membranvesikel auf einer Schicht aus

Thioglucose aufgebracht.

HO SH

Abb. 4.32: 1-Thio-3-D-Glucose. Durch die SH-Gruppe kann 1-Thio-3-D-Glucose (Thio-
glucose) kovalent an der Goldoberfliche des SAW-Sensorchips binden. Fiir weitere Immobi-
lisationsschritte ist die Oberflaiche dadurch hydrophilisiert.
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4.5 Isolierte Untersuchung der Bindung von Heparin an VLA-4

Der SAW-Sensor erlaubt die genaue Bestimmung von immobilisierten Proteinmen-
gen (siehe Kapitel 4.4.1). Die Bestimmung immobilisierter Massen von Membran-
vesikeln kann aber nur naherungsweise erfolgen, da deren durchschnittliche molare
Masse nicht genau bekannt ist. Unter der Annahme, dass neben verschieden grofien
Proteinen ein erheblicher Anteil an Phospholipiden die Membranvesikel charakteri-
siert, kann fiir die Immobilisierung auf Thioglucose von einer Massenbeladung im

Bereich von ~ 1-107% g/cm? ausgegangen werden.
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Abb. 4.33: Phasenverlauf zur Immobilisierung von Membranvesikeln auf SAW-
Sensorchips. Dieses Bildschirmfoto (BiosensK12) der Echtzeitanzeige der Immobilisierung
von Membranvesikeln zeigt, dass die Injektion der Membranvesikel zu einer Phasenver-
schiebung und einer Stabilisierung der Phasenlinie durch ,feste* Auflagerung der Vesikel
auf dem SAW-Sensor fiihrt. Die Auswertung der Phasenverschiebung der anschlieffenden
Glycerolinjektion erlaubt die Korrektur der Phasenverschiebung um den Viskositétsanteil
des Signals.

4.5.3 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung von
LMWH an membrangebundenem VLA-4

Alle bisher vorgestellten Versuche untermauern die Annahme, dass die Inhibition
Integrin-vermittelter Adhéasionsvorgénge von Tumorzellen durch Heparin durch eine
Wechselwirkung des Inhibitors mit VLA-4 zu Stande kommt. Die Gewinnung VLA-
4-haltiger Membranvesikel und deren Immobilisation auf SAW-Sensoren erdffnete die

Moglichkeit, VLA-4 Bindungen isoliert zu betrachten. Dazu wurde die Anwesenheit
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4 Ergebnisse und Diskussion

von VLA-4 auf der Sensoroberfliche mit Natalizumab iiberpriift. Gleichzeitig konnten
erstmals kinetische Bindungskonstanten fiir die Bindung dieses Antikoérpers an sein
Antigen bestimmt werden.

Da Natalizumab auch isolierte o-Untereinheiten des VLLA-4-Heterodimers zu binden
vermag, konnte durch Bindungsstudien mit VCAM-1-Fc-Chiméren dariiber hinaus
auch gezeigt werden, dass VLA-4 in ausreichender Zahl als intaktes Heterodimer

vorlag.
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Abb. 4.34: Extraktion kinetischer Bindungsparameter eines SAW-Experiments
iiber nicht-lineares Kurvenfitting. A: Aus dem Bindungsexperiment mit aufsteigenden
Konzentrationen von VCAM-1 an VLA-4 kann, wie in B dargestellt, durch Ubereinander-
legen der Phasenverschiebungen die Extraktion von ks im Bereich I und von kp;ss im
Bereich von II erfolgen.

Im letzten Schritt wurde die Bindungsfahigkeit des LMWH Tinzaparin an mem-
branar prasentiertem VLA-4 durch Injektion steigender Konzentrationen und Aus-
wertung der erhaltenen Phasenverschiebungen mit den vorgestellten Methoden aus
Kapitel 2.5.4 iiberpriift. Abbildung 4.35 verdeutlicht an einem beispielhaften Bin-
dungsexperiment die Extraktion der kinetischen Parameter durch das Auftragen der
erhaltenen k,,s-Werte gegen die zugehorige Konzentration von Tinzaparin.

Tabelle 4.10 zeigt die kinetischen Bindungskonstanten fiir die Wechselwirkung zwi-
schen VLA-4 und Natalizumab. Fiir die VLA-4-Natalizumab-Interaktion sind bisher
keine Bindungsdaten bekannt. Mit einem K p-Wert von 1,25-107%M liegt die Gleich-
gewichtsdissoziationskonstante im unteren Bereich, den man fir eine Antikorper-
Antigen-Wechselwirkung annehmen wiirde. Ob die Kombination einer moderaten
Assoziationskonstanten und einer Dissoziationskonstanten, die die Freigabe des Re-
zeptors nach einer gewissen Zeit erwarten lasst, ein gewolltes Wirkcharakteristikum

bei der Behandlung von Morbus Crohn oder Multipler Sklerose zur Umgehung einer
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Lineare Regression fiir Datal _B:
kobs = kDiss + kAss * conc

_§ 8,0X10-3 - Parameter Wert Fehler
kDiss 0,0046 8,75254E-4
T kAss 1880,89934 353,00873
-3
6,0x10 " -
R SD N P
A 0,93622 0,001 6 0,00597
-3
4,0X 10 T T T T T T T T 1
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Abb. 4.35: Extraktion von kinetischen Bindungsdaten aus dem linearen Zusam-
menhang von k., und zugehoriger Tinzaparinkonzentration. Die in situ auf Thio-
glucose immobilisierten Membranvesikel der Oktylglucosid-Préparationsmethode erlauben
die Detektion der Phasenverschiebung durch steigende Tinzaparinkonzentrationen. Wird
kops gegen die injizierten Konzentrationen aufgetragen, kann mit Gleichung 2.17 die Disso-
ziationskonstante kp;ss aus dem y-Achsenabschnitt und k445 aus der Steigung der Geraden
bestimmt werden.

Totalblockade von VLLA-4 ist, kann an dieser Stelle nicht mit Literaturdaten belegt
werden.

Fiir VCAM-1 wurden durch Chigaev und Mitarbeiter Gleichgewichtsdissoziations-
konstanten bei der Bindung an zellulares VL A-4 mithilfe einer durchflusszytometri-
schen Methode bestimmt. Dabei zeigten sie, dass die Affinitit der Wechselwirkung
vom Aktivierungsgrad der Bindung durch Ca?* und Mn?* abhingt und ermittelten,
je nach Aktivierungszustand, Kp-Werte zwischen 3,31 - 1078 M und 48,9 - 1078 M.
Sie posutulierten dartiber hinaus, dass VLA-4 jeden beliebigen Aktivierungszustand,
der zwischen diesen Extremwerten liegt, einnehmen kann und dass Aviditatsun-
terschiede bei der VLA-4-Bindung vor allem auf die multiplen Affinitdtszustinde
zurtick zu fithren sind. Stimuli fiir Affinitdtsveranderungen kénnen demnach neben
der schon genannten Aktivierung durch zweiwertige Kationen auch Scherstress und
Stimuli aufgrund der Signalkaskade im Zellinneren sein [298]. Im hier vorgestellten
Biosensor-Assay kann nur ein einziger Aktivierungszustand des VL A-4 erfasst werden,
da keine intrazellulare Signalweiterleitung moglich ist und die Bindungspartner in

geloster Form mit VLA-4 in Kontakt kommen, so dass Scherkréfte als Einflussfaktor
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 4.10: Kinetische Bindungskonstanten zur Bindung von VCAM-1Fc-
Chimiren, Natalizumab, Tinzaparin und Fondaparinux an membrangebunde-
nem VLA-4.

KD [M] kAss [M_ls_l] kDiss [S_l]
1,01-1078 3,53-10° 3,40 - 1073

VOAM-1 +0,90-107%  4+0,57-10° +2,95-1073
Natalizumab 1,25-1076 1,74 - 103 2,12-1073
ALAIEHIAD 10,9810 +0,40-10% +1,59 - 1073
Tinzanarin 4,61-10°6 1,27 -103 5,13-10°3
p +268-107%  40,58-10% +1,56-1073
Fondaparinux nicht detektierbar

ausgeschlossen werden konnen. Mit einer Gleichgewichtsdissoziationskonstanten von
1,01 - 1078 M liegt der hier vorgestellte Wert in dem Bereich, den Chigaev et al. fiir
den nicht aktivierten Rezeptor gefunden haben. Die Werte unterstreichen die Rolle
von VLA-4 als Rezeptor, der physiologisch sowohl Rollbewegungen von Leukozyten
vermitteln kann als auch feste Adhésionen. Die schnelle Assoziationskonstante im
Bereich von 10° M's! hat die VLA-4-Bindung mit der Selektinbindung an ihre natiir-
lichen Liganden gemein. Die 100fach geringere Dissoziationskonstante im Vergleich
zu Selektinen unterstreicht dagegen die Féahigkeit, Zellen zum Arrest zu zwingen.
Auch hierbei spielen Aktivierungszustand des VLA-4 und &duflere Bedingungen wie
die Geschwindigkeit der Leukozyten und die daraus resultierenden Scherkréfte eine
Rolle.

Fiir die Bestimmung von Bindungskonstanten des Heparins an VLA-4 spielt die
Betrachtung des Aktivierungszustandes insofern keine Rolle, als dass die entsprechen-
den Werte mit denen anderer bekannter VLA-4-Bindungsepitope verglichen werden
sollen. Dabei zeigt sich, dass das LMWH Tinzaparin VLA-4 mit einer Affinitdt im
mikromolaren Bereich bindet. Ahnlich wie bei der Heparin-Selektin-Wechselwirkung
tragt vor allem die langsame Dissoziation vom Rezeptor zur hohen Affinitat bei.
Die Assoziationskonstante ist kleiner als die des natiirlichen Liganden VCAM-1,
aber ahnlich der des Natalizumab. Diese isolierte Betrachtung belegt erstmals die
Bindungsfahigkeit von Heparin an VLA-4 und gibt so einen Einblick in die antimeta-
statische Potenz dieses Inhibitionsmechanismus. Die kinetischen Daten decken sich

mit der Beobachtung aus Kapitel 4.4.4, bei der die MV3-Bindung an immobilisierten
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4.5 Isolierte Untersuchung der Bindung von Heparin an VLA-4

VCAM-1-Fc-Chiméren durch Tinzaparin etwas stiarker inhibiert wurde als durch
Natalizumab.

Ein Vergleich zu den einzigen bisher veroffentlichten kinetischen Bindungskon-
stanten fir die Heparin-Wechselwirkung mit einem anderen Integrin («X{2) durch
Vorup-Jensen et al., die eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante von 1,3 - 1076 M
ermittelten, gibt einen Hinweis darauf, dass Heparin verschiedene Integrine mit
ahnlichen Affinitdten zu binden vermag. Dabei scheint es sich aber nicht um eine
unspezifische oder lediglich ladungsvermittelte Wirkung zu handeln, da das Penta-
saccharid Fondaparinux, welches der kleinste antikoagulatorisch wirksame , Baustein*®
des Heparins ist, keine Bindung an membrangebundenem VLA-4 aufweist.

Der gewahlte Versuchsaufbau mit VLA-4, das in membranarer Umgebung pra-
sentiert wird, kann eine Bindung des Heparins an andere Strukturen neben VLA-4
nicht ginzlich ausschlieen. Verschiedene Charakteristika sprechen aber gegen einen

dominanten Einfluss unspezifischer Wechselwirkungen.

e Heparin zeigt auch in hohen Konzentrationen keine unspezifische Affinitat zu
Proteinen wie VCAM-1 oder Natalizumab.

e Die Wechselwirkung mit vielen verschiedenen Proteinen und dadurch mit
verschiedenen kinetischen Bindungsparametern hatte dazu gefiithrt, dass das
kinetische 1:1-Bindungsmodell nicht auf die erhaltenen Phasenverschiebungen
hiatte angewandt werden konnen. Abbildung 4.35 zeigt aber, dass das detektierte
Bindungsverhalten diesem Modell sehr gut folgt.

e Vorherige Untersuchungen zur Bindung von Heparin an planaren Lipidfilmen
mittels QCM zeigten kein ausgeprigtes Bindungsverhalten des Polysaccharids
an Modellmembranen. Eine derartige Wechselwirkung ist demnach auch nicht
fiir non-proteinogene Membranbestandteile der MV3-Zellen zu erwarten.

e Die Anwesenheit anderer Heparin-bindender Integrine wie aX32 wurde nicht
experimentell ausgeschlossen. Thr Vorhandensein auf Melanomzellen ist nicht
in der Literatur beschrieben. Da es sich um ein typisches Leukozyten-Integrin

handelt, ist nicht von seiner Anwesenheit auf MV3-Melanomzellen auszugehen.

In unserer Arbeitsgruppe konnte Martin Schlesinger den Effekt der aufgefithrten
Substanzen in einem mikroskopischen Adhésionsassay zur Bindung von MV3-Zellen
an immobilisiertem VCAM-1 detektieren. Dabei zeigte sich, dass Tinzaparin ein
potenter Inhibitor der MV3-Adhésion ist, wihrend Fondaparinux keinen Inhibitions-
effekt zeigte [299)].

Die Kombination von mikroskopischen Adhésionsuntersuchungen mit Zellexperi-

menten am SAW-Biosensor und der Untersuchung der isolierten VLA-4-Heparin-
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Bindung liefert wichtige Erkenntnisse als Grundlage fiir weitere Arbeiten. Mit diesen
Methoden konnte gezeigt werden, dass VLA-4-Integrin ein interessantes neues Target
fiir die Behandlung der hamatogenen Tumorzellmetastasierung ist. Damit erweitert
sich das Spektrum der potentiellen Zielstrukturen von den Selektinen auf eine weitere
Adhésionsrezeptorfamilie. Gleichzeitig unterstreichen die Daten, dass Heparin, dessen
Selektin-vermittelte Inhibitionspotenz schon bekannt war, auch an dieser Stelle der
metastatischen Kaskade einen Einfluss ausiiben kann. Die Aufklarung der Diskrepanz
zwischen anti- und prometastatischen Effekten einer VL A-4-Wechselwirkung wie sie
in Kapitel 2.3.4 beschrieben wurde, muss weitergehend untersucht werden. Nach
den vielversprechenden in vitro-Untersuchungen miissen in einem néchsten Schritt
tierexperimentelle Studien die Beteiligung von VLA-4 bei der himatogenen Metasta-
sierung und die potentielle Wirkung von Heparin belegen. Dabei werden, dhnlich wie
bei der Selektinblockade durch Heparin, der Dosierung, dem Applikationszeitpunkt
und der Risko-Nutzen-Abschétzung besonderes Augenmerk zu Teil werden.

Gleichzeitig wird durch die vorgestellten Erkenntnisse ein neues Forschungsgebiet
fiir die Wirkung von Natalizumab eroffnet. Es ist zu priifen, ob es neben der Behand-
lung der schubférmig-verlaufenden remittierenden Multiplen Sklerose und Morbus
Crohn eine antimetastatische Wirkung durch VLA-4-Blockade in vivo besitzt.

Die Heparinbehandlung von solchen Krebspatienten, die noch nicht unter Me-
tastasen leiden, wie sie zur Vorbeugung einer VTE in den Leitlinien vorgeschlagen
wird [149], scheint im Lichte der hier vorgestellten Erkenntnisse als konsequent und

richtig.
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Selektine und Integrine tibernehmen als Adhésionsrezeptoren eine wichtige Rolle bei
der hamatogenen Tumorzellmetastasierung. Die Hemmung derartiger Adhésionsre-
zeptor-vermittelter Bindungsvorgénge stellt demnach eine grofie Herausforderung fiir
die Therapie dieses Krankheitsgeschehens dar. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
die bisherigen Erkenntnisse zur Wirkung von Heparin als Inhibitor der Selektin-
vermittelten Zelladhédsion um verschiedene Aspekte erweitert werden. Kinetische
Bindungskonstanten fiir die Wechselwirkung von UFH und LMWH an P- und L-
Selektin konnten erstmals mithilfe akustischer Biosensoren bestimmt werden. Dabei
zeigte sich, dass verschiedene Heparinzubereitungen beide Selektinvertreter mit Affi-
nitaten binden, die die aller bisher bekannten Selektin-Antagonisten iibertreffen. P-
und L-Selektin wurden etwa gleich gut von Heparin gebunden. UFH zeigten hohere
Affinitaten als LMWH.

Durch die Untersuchung definierter Glucansulfate und Korrelation der erhaltenen
kinetischen Parameter mit Daten aus einem Zellrollassay konnte belegt werden, dass
die Inhibitionspotenz durch die Dissoziationskonstante gesteuert wird, wiahrend die
Assoziationskonstante die Inhibition weniger stark beeinflusst. Diese Erkenntnis
erklirt, warum viele sLe®-Mimetika trotz vergleichweise guter Gleichgewichtsdisso-
ziationskonstaten keinen klinisch relevanten Effekt zeigen. Trotz schneller Assoziati-
onskonstanten bei der Bindung an Selektin sind die Dissoziationskonstanten &hnlich
schnell wie die des sLe*.

Es wurden Heparinderivate untersucht, die partialsynthetisch so abgwandelt waren,
dass ihre Selektin-Bindungsfihigkeit von der antikoagulatorischen Aktivitat und
von der Heparanase-Bindungsfahigkeit getrennt waren. In Bindungsstudien konn-
ten kinetische Parameter der Selektinblockade ermittelt und strukturelle Einfliisse
verdeutlicht werden.

SM4-Sulfatid konnte durch Laser-Scanning-Mikroskopie und durch Aufstellung
eines Liposomen-basierten Tumorzellmodells am QCM-Sensor als Selektinligand bei
der hamatogenen Metastasierung naher charakterisiert werden. Dabei zeigte sich,
dass SM4 ahnlich wie sLeX seine Aviditat zu P-Selektin durch die Ausbildung von

Clusterstrukturen steuern kann. Erstmals konnte dartiber hinaus belegt werden, dass
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auch die SM4-vermittelte Tumorzellmetastasierung in vitro durch Heparin gehemmt
werden kann, wobei auch hier UFH potenter waren als LMWH.

Verschiedene Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe haben das Integrin VLA-4 als
potentielle Zielstruktur einer Heparin-vemittelten antimetastatischen Wirkung in
den Fokus der aktuellen Forschung gertickt. Die Eigenschaften eines SAW-Biosensors
konnten erstmals genutzt werden, VLA-4-vermittelte Zellbindungen an seinen na-
tiirlichen Liganden VCAM-1 und an den monoklonalen Antikérper Natalizumab zu
detektieren. Dabei konnten Aviditdtsunterschiede zwischen stimulierten und unsti-
mulierten MV3-Melanomzellen ebenso detektiert werden wie die Inhibitionspotenz
von Heparin bei der Bindung von MV3-Zellen sowohl an VCAM-1 als auch an
Natalizumab.

Durch die Gewinnung VLA-4-haltiger Membranvesikel, deren Immobilisation auf
SAW-Sensorchips und die anschlieBenden Bindungsstudien mit VCAM-1 und Na-
talizumab war die erste Biosensor-gestiitze Detektion von kinetischen Bindungs-
konstanten an VLA-4 moglich. Vor allem konnte erstmals die These einer direkten
Heparinbindung an VLA-4 bewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass Tinzaparin
VLA-4 mit dhnlich hoher Affinitat bindet wie der Antikorper Natalizumab. Die
detallierte Betrachtung der kinetischen Parameter legt dhnlich wie bei der Heparin-
Selektin-Interaktion einen besonderen Einfluss der Dissoziationskonstanten nahe.

Mit den vorgestellten Daten konnte gezeigt werden, dass Heparin an unterschiedli-
chen Zielstrukturen der himatogenen Metastasierung als Inhibitor wirken kann. Aus
den bisher bekannten klinischen Daten bleiben viele Fragen zum Wirkmechanismus
offen. Die Anwendung von Tierversuchen und zelluldren in vitro-Modellen kann die
komplexen Mechanismen der Adhésionsrezeptor-vermittelten Wirkung vereinfacht
darstellen. Durch diese Methoden kann vor allem der Effekt der Heparinwirkung nach-
vollzogen werden. Die Anwendung von akustischen Biosensoren stellt eine potente
Moglichkeit dar, die zu Grunde liegenden Mechanismen auf molekularer Ebene zu un-
tersuchen. Die Verwendung von zelluldren oder liposomalen Modellen an akustischen
Biosensoren stellt ein Bindeglied zwischen der rein molekularen Betrachtungsweise
und den Effekt-detektierenden Assays dar.
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