Aus dem Institut fur klinisch-experimentelle Chirurgie
Universitat des Saarlandes

Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. Michael D. Menger

Einfluss von Antikoagulantien auf das Tumorwachstum extrahepatischer kolorektaler
Metastasen

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES
2020

vorgelegt von: Stephanie Wahl
geb. am: 21.09.1989 in Saarbricken-Dudweiler



Tag der Promotion:
Dekan:

Berichterstatter:

13.04.2021
Univ.-Prof. Dr. med. Michael D. Menger
Univ.-Prof. Dr. med. Michael D. Menger

Prof. Dr. med. Hermann Eichler




Inhaltsverzeichnis

1

2

3

WA VY= g o] 0 0= ] 2= R0 g Vo SRR 4
] L= (1] o SRR 7
2.1  Das Kolorektale KarziNOm ..........c..oociiiiiiiiiiii e 7
2.1 1 DEFiNItION....eiiiiiieiiie e 7
21.2 [ o1 o 1=T 0 ¢]T0] (oo 1= UPURPR 7
2.1.3  Atiologie UNd PAtNOGENESE .........ccueivrieiireieeeeeecee ettt ete ettt steere st e anas 9
214 Histologische EIiNteillung ... 9
2.1.5 Therapie des kolorektalen KarzinOmSs ..............cueuuerememmeeemmneemmnmnrneerennen. 10
2.1.6 MEtASTASIEIUNG ... oi e 11
2.2 Kolorektale Karzinome und ThrombOSEriSIKO ...........ccoiiiiiiiiiiiiiie e 13
2.3 Tumorwachstum UNd ANQIOgENESE. .......uuuuueeereeereerreeeeererenerrernrrrnrnrnrrrrrr. 14
2.4 HEmMOostase UNd TRIrOMDOSE ........uuiiiiiiiiie e 14
2.5 HEPAINE ... 15
2.6  Die Bedeutung der Heparine in der TUMOrtherapie..........ccccovcvvveeiiiieeee e 16
2.7 ACEYISAIICYISAUIE ...t et 18
2.8 Die Bedeutung der Acetylsalicylsaure in der Tumortherapie ..........ccccccovcvveeeniinnnen. 18
2.9 Ziele der STUIE......ccoiiiiie et 21
Material Und METNOTIK. ........c.uriiiiiieee e 22
3.1  ZellbiologiSChe MEtNOTEN.........coouiiiei i 22
3.1 1 TUMOIZENIINIE ... e e e s e e e e e e e e e annaneees 22
3.1.2 Kultivierung und VErmehruNg .........ccooieiiiiiiiiie e 22
3.1.3 Herstellung der Zellpellets.........c.uuveeeiie e 23
3.2  Tierexperimentelles Versuchsvorhaben.........c.ccccoiiiiiiiiiiie e 23
3.2.1  VEISUCHSHIEIE. ..ottt e 23
3.2.2  Das Modell der RUCKenhautkammer ............cccoiiiiiiiiciiiic e 23
3.2.3  NAIKOSE ...t 24



3.2.4  Praparation der RUckenhautkammer...........ccooiiiiiiiiiiiie e 25

3.25 Implantation der TUMOIZEIEN .........ooiiiiiiiii e 30
3.3 Experimentelles ProtokoOll ... 31
3.4 Intravitale FIuOreszenzmikroSKOPIE ..........oiiiiiiie it 32

3.4.1  Technik und DUrchfihrung.......cccccccooiiiiii e 32

3.4.2  Auswertung der VideodateIeN..........coovcuviiieiiee e 35
3.5  Histologie und ImMmuNhIStOChemMIE ...........c..uviiiiiii e 36

3.5.1 Herstellung der GEWEhEProbEN ........coiviii i 36

3.5.2 F U1 =T 0] o RSP 38
3.6 STALISTK .o 38

O (0 1= o] 11T RPN 39
R 1 070> = Vo T2 T 1 AN = Y U0 Pt 39

4.1.1  TUMOIWACKHSTUM ...ttt e 39

4.1.2 U g 1] =V To [oTo =T 01T - PPNt 40

4.1.3  Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose ...........cccveeriiiiieeiiiiiieeiiieeeee 42
4.2 FONUAPAINNIUX c.teetiittiiee ettt e et e s e s e e e e e st e e e e e s s e e e e anb e e e e e anbne e e e e annneeeeennees 44

4.2 1 TUMOIWACHSTUM ...ttt e e e e e e anes 44

4.2.2  TUMOTANGIOGENESE ....eevieiiiieeeeiitieeeesiteeeesaiseteeaasneeaessasbeeeesanneeeeaanreeeesanbneeeeanns 44

4.2.3  Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose ...........cccveeeriiiieeiiiiiieeniiieeeee 46
4.3 TINZAPANN-NAEMUM L..ooiiii e e et e e e e e nnnes 48

4.3.1  TUMOIWACKHSTUM ...ttt e e s e e e e 48

4.3.2  TUMOTANGIOGENESE ....eeeieiiiiiieeaiteeeeestteteesaiseeeeasbereeeasbeeeesasbeeeeaannreeeesanbneeesanns 48

4.3.3  Tumorzellproliferation und TumMorzellapoptose ...........cccveeriiirieeiiiiiieeiiiiieeee 51
4.4 ACELYISAlICYISAUNE ..... . e e e e e e e e 52

441 TUMOIWACNSTUM ....oiiiiiiiiiiii e 52

4.4.2  TUMOIANGQIOGENESE ..uvveiieiieeeiiiiiitteeeeeeeesssatttteaeeaaeesssassstrareeeaaeesssansstsaneaeaeesaannnes 52

4.4.3  Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose .........ccccvvvveeeeeeieiiiciiieeeee e, 54

5 DISKUSSION ...ttt 56



5.1 Diskussion des tierexperimentellen Versuchsmodells............ccccovieviieiiiiciienenenn. 56

5.2  Enoxaparin-Natrium und TUMOIrWaChSIUM ..........ccceiiiiiiiiiieiiiiee e 57
5.3  Enoxaparin-Natrium und TUMOrangiogENESE .........cccuvvreeeeeeeeiiiiiineeeeae e e s seinrnrereeeeens 61
5.4  Fondaparinux und TUMOIWACNSTUM.........ccoiiiiiiiiiiiiie e 63
5.5 Fondaparinux und TUMOIaNQIOgENESE .......uvveiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiirree e e e e e s s snnrrreeeeaeeas 64
5.6  Tinzaparin-Natrium und TUMOINWACNSIUM ..........ccoiiiiiiiiiiie e 65
5.7  Tinzaparin-Natrium und TUMOraNQIOgENESE .......cccccuririiieeeeeieiiireee e e e e e sirrrer e e 67
5.8  Acetylsalicylsaure und TUMOIWACNSIUM ........cccciiiiiiiiiiiiiie e 68
5.9  Acetylsalicylsaure und TUMOIANQIOGENESE .....cccoeiiiiiiiiiiiiee e e e e errrrer e 71
5.10 SChIUSSTOIgEIUNG.....ceiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssseseseessesansenseensssnssnnnnnnnnnnns 75
LIteraturVerZEICHNIS ........cooi it e e 76

WA o1 (8 [ U T o ES3 V=T 74 =1 od o 1 84
PUBIKAIONEN.......eeeieeee e e e 87
DAINK ... e 88
10 LEDENSIAUT ... 89



1 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom zéhlt neben den Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems zu den
haufigsten zum Tode fihrenden Erkrankungen der Bundesrepublik Deutschland. Im Jahr 2016
erkrankten 58.290 Menschen an einem kolorektalen Karzinom. Die Prognose hat sich in den
letzten 20 Jahren deutlich verbessert. Dennoch sind ca. 20% der Betroffenen bereits zum
Zeitpunkt  der Diagnosestellung von  synchronen  Fernmetastasen  betroffen.
Hauptmetastasierungsort kolorektaler Karzinome ist die Leber. Da auch heute nur 15-20% der
synchronen und metachronen Fernmetastasen in kurativer Absicht reseziert werden kénnen,
bedarf es zur Verbesserung des Outcomes von Patienten in einem metastasierten Stadium
der Entwicklung neuer Therapiestrategien. Patienten mit kolorektalen Karzinomen weisen
aufgrund eines tumorinduzierten hyperkoagulativen Stadiums ein erhohtes Risiko fur vendse
Thrombembolien auf. Das vermehrte Auftreten von thrombembolischen Komplikationen
bedingt eine erhdhte Mortalitat und Morbiditat der Patienten. Sind venése Thrombembolien
aufgetreten, werden die Patienten zundchst mit niedermolekularen Heparinen therapiert. Die
bisherigen Ergebnisse der Literatur postulieren, dass die niedermolekularen Heparine und die
Acetylsalicylsdure antitumortse Eigenschaften aufweisen. Allerdings war der antitumorose
Effekt in den meisten der vorausgegangenen Studien nicht das primare Ziel der
Untersuchungen. Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkung der niedermolekularen
Heparine Enoxaparin-Natrium, Fondaparinux und Tinzaparin-Natrium sowie der
Acetylsalicylsdure auf das Wachstum, die Tumorzellproliferation, die Angiogenese und die
Apoptose GFP-transfizierter CT-26.WT Kolonkarzinomzellen im Riickenhautkammermodell
der Maus. Der Kontrollgruppe wurde analog zur taglichen Medikamentenapplikation eine
aquivalente Menge 0,9% Kochsalzlésung verabreicht. Die Tumore wurden an den Tagen 0, 5,
8, 11 und 14 intravitalmikroskopisch untersucht. Gemessen wurden der Tumorumfang sowie
die Kapillardichte in der Tumorperipherie und im Tumorzentrum. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes wurden ergéanzend immunhistochemische Gewebeuntersuchungen
zur Evaluation der Tumorzellproliferation, der Kapillarisierung sowie der Apoptose
durchgefuhrt. Fur die niedermolekularen Heparine Fondaparinux, Tinzaparin-Natrium sowie
fur die Acetylsalicylsdure konnte eine teils signifikante Reduktion der Tumorkapillardichte
nachgewiesen werden. Eine Therapie mit Tinzaparin-Natrium fuhrte zudem zu einer
Hemmung der Tumorzellproliferation. Durch eine tagliche Applikation von 85mg/kg
Acetylsalicylsaure konnte im Vergleich zu einer Applikation von 18mg/kg Acetylsalicylséaure
eine Steigerung der Apoptose erreicht werden. Trotz der beobachteten Hemmung der

Zellproliferation, der Angiogenese und der Steigerung der Apoptose konnte fur keine der



Versuchsgruppen eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums im Beobachtungsintervall
von 14 Tagen erreicht werden. Klinisch kénnen die niedermolekularen Heparine und auch die
Acetylsalicylsaure bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen grof3ziigig indiziert werden. lhre
antiproliferativen und antiangiogenen Eigenschaften bieten Ansatzpunkte fur die Entwicklung
alternativer Therapiestrategien.



Influence of anticoagulants on growth of extrahepatic colorectal metastases

Colorectal carcinoma is one of the most common death-related diseases in Germany. In 2016,
58.290 people developed a colorectal carcinoma. Over the last 20 years, the prognosis has
improved significantly. However, approximately 20% of the patients show already synchronous
distant metastases at the time of diagnosis. The liver is the main metastatic site of colorectal
carcinoma. Today, only 15-20% of the patients which have developed synchronous or
metachronous metastases are feasible for curative surgical resection. So it is necessary to
improve the outcome of patients with advanced metastatic colorectal cancer by developing
new therapy strategies. Due to a tumor-induced hypercoagulative state, patients with
colorectal carcinoma offer a high risk of venous thromboembolism. Thromboembolic
complications increase morbidity and mortality. If venous thromboembolism has occurred,
patients are treated with low molecular weight heparins. Previous studies postulate that the
low molecular weight heparins and also acetylsalicylic acid have antitumorous properties,
partly independent of their anticoagulant effects. Admittedly, the antitumorous properties are
not the main target in the most of these previous studies. The anti-cancer mechanism remains
unclear. The present study investigates the effects of the low molecular weight heparins
enoxaparin sodium, fondaparinux and tinzaparin sodium as well as acetylsalicylic acid on
tumor growth, tumor cell proliferation, angiogenesis and apoptosis of GFP-transfected CT-
26.WT colorectal cancer cells in a dorsal skinfold chamber model in balb-c mice. The control
group was treated with an equivalent amount of saline solution. The tumors were examined by
repeated intravital microscopy on day 0, 5, 8, 11 and 14. The tumor circumference and the
capillary density in the tumor periphery and in the tumor center were measured. At the end of
the observation period, we also performed immunohistochemical analyses to evaluate tumor
cell proliferation, angiogenesis and apoptosis. For the low molecular weight heparins
fondaparinux, tinzaparin sodium as well as for the acetylsalicylic acid, we detected a significant
reduction of the capillary density. Therapy with tinzaparin sodium also decreased tumor cell
proliferation. Application of 85mg/kg acetylsalicylic acid significantly increased apoptosis
compared with a daily application of 18 mg/kg acetylsalicylic acid. Despite the observed
inhibition of cell proliferation and angiogenesis and the increase of apoptosis, we did not
observe a significant inhibition of tumor growth during the observation period of 14 days for
any of the experimental groups. In clinical practice, low molecular weight heparins and also
acetylsalicylic acid can be generously indicated in patients with colorectal carcinoma. Their
antiproliferative and antiangiogenic properties may further assist in the development of

alternative therapeutic antitumor strategies.



2 Einleitung

2.1 Das kolorektale Karzinom

2.1.1 Definition

Unter dem Begriff des kolorektalen Karzinoms werden maligne Neoplasien des Kolons und
des Rektums zusammengefasst. Als Rektumkarzinome werden nach der UICC diejenigen
Karzinome des Dickdarms definiert, deren kaudaler Rand nach Messung mit dem starren
Rektoskop zwischen 0 und 16 cm von der Anokutanlinie entfernt ist. Alle weiter proximal
gelegenen Tumore bis hin zur lleozokalklappe werden als Kolonkarzinome bezeichnet [S3-

Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2014].

2.1.2 Epidemiologie

Bdsartige Neubildungen zahlen neben den Krankheiten des Herzkreislaufsystems zu den
haufigsten Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland. Im Jahr 2016 wurden
insgesamt 492.090 Neuerkrankungen diagnostiziert. Dabei erkrankten ca. 258.520 Manner
und ca. 233.570 Frauen an Malignomen. Das kolorektale Karzinom (58.290 Erkrankte) zahlt,
neben den bésartigen Neubildungen der Mamma (69.660), den Prostatakarzinomen (58.780),
den bdsartigen Erkrankungen der Lunge sowie der Bronchien (57.460) zu den vier am
haufigsten vorkommenden Krebsarten. Nach Statistiken des Robert-Koch-Instituts aus dem
Jahr 2016 erkrankten 58.290 Menschen an einem kolorektalen Karzinom. Das Risiko, an
einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, steigt mit zunehmendem Lebensalter an. Etwa
50% der Betroffenen erkranken nach dem 70. Lebensjahr [Brenner et al., 2014]. Die Inzidenz

vor dem 55. Lebensjahr hingegen liegt nur bei 10%.
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten von Patienten mit kolorektalen
Karzinomen nach Geschlecht, Deutschland 1999- 2016, je 100.000 Einwohner (Europastandard)
(Zentrum fur Krebsregisterdaten, Robert-Koch-Institut 2016)

Bei beiden Geschlechtern zeigt sich eine leicht ricklaufige Inzidenz sowie ein Riickgang der
altersstandardisierten Sterberate um mehr als 20% in den letzten 10 Jahren (Abbildung

1(Abb.1)). Die akkumulierte 5-Jahres-Uberlebensrate betragt ca. 50% [Parau et al., 2014].



2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Entstehung kolorektaler Karzinome ist ein multifaktoriell bedingter Prozess. Die
sporadischen Karzinome stellen mit ca. 90% den grof3ten Anteil dar. Die entziindlichen
Darmerkrankungen (z.B. Colitis ulcerosa) und die hereditdren Syndrome mit Uberwiegend
autosomal-dominantem Erbgang wie z.B. die familiare adenomatdse Polyposis oder die
sogenannten hereditaren non-polypdsen kolorektalen Karzinome spielen bei der
Karzinomentstehung eine eher untergeordnete Rolle [Brenner et al., 2014].

Als pathogenetische Grundlage der kolorektalen Karzinome wird eine aus der
Hyperproliferation der Darmmukosa resultierende intraepitheliale Neoplasie (Adenom)
verstanden, die zum gréf3ten Teil im Laufe von Monaten bis Jahren tber die von Morson und
Fearon et al. belegte Adenom-Karzinom-Sequenz in ein invasives Wachstum ubergeht
[Fearon et al.,, 1990, Morson, 1962]. Das Entartungsrisiko der Prakanzerosen steigt mit
zunehmender GroRe, dem Anteil der villosen Adenomformen und dem Grad der
intraepithelialen Neoplasie [Fearon et al., 1990, Morson, 1962, Shussman et al., 2014]. Neben
der fur die Adenom-Karzinom-Sequenz verantwortlichen Hauptmutation im APC-
Tumorsuppressorgen, den Mutationen im p53-, KRAS- und DCC-Gen sowie der
chromosomalen Instabilitdt sind in den letzten Jahren durch die Entdeckung zusatzlicher
Karzinogenesewege weitere Mutationen bedeutsam geworden. Dazu zdhlen die BRAF-
Genmutation als Ursache der serratierten Karzinogese mit dem sessilen serratierten Adenom
als Vorlauferlasion und die Mutation im KRAS-Gen, die bei einem Mischtyp aus beiden Wegen
in Form eines traditionellen serratierten Adenoms exprimiert wird [Duman-Scheel, 2012,
Giannini et al., 2014, Ines et al., 2014, Lin et al., 2014, Tsai et al., 2014].

2.1.4 Histologische Einteilung

Die kolorektalen Karzinome werden entsprechend histologischer Kriterien den folgenden
Unterklassen zugeordnet: Adenokarzinome (ca. 85-90%), muzindse Adenokarzinome (10%),
Siegelringzellkarzinome (1%), Plattenepithelzellkarzinome, adenosquamése Karzinome,

kleinzellige Karzinome und undifferenzierte Karzinome.



2.1.5 Therapie des kolorektalen Karzinoms

In der Therapie des kolorektalen Karzinoms steht die Resektion des tumortragenden
Darmabschnitts im Vordergrund, um auch bei bereits metastasiertem Tumorleiden die lokale
Komplikationsrate zu senken. Bei kurativ therapierbaren Kolonkarzinomen erfolgt eine radikale
en-bloc Resektion des tumortragenden Kolonabschnitts mit Lymphadenektomie. Das Ausmalf3
der Resektion ist von der Gefaliversorgung des betroffenen Darmareals abhé&ngig. Die
Methode der Wahl bei lokal begrenzten Rektumkarzinomen ist eine tiefe anteriore
Rektumresektion mit partieller bzw. totaler mesorektaler Exzision. Heutzutage stellt die
laparoskopische Resektion kolorektaler Karzinome bei vergleichbaren Langzeitergebnissen

eine bedeutsame Alternative zur offenen Resektion dar [Jayne et al., 2010, Liang et al., 2008].

Kolonkarzinome, bei denen bereits eine Ilymphogene Metastasierung oder ein
organiberschreitendes Wachstum vorliegt, kdnnen in kurativer Absicht im Anschluss an eine
RO-Resektion adjuvant chemotherapiert werden. Beim Vorliegen einer lymphogenen
Metastasierung wird beim Fehlen von Kontraindikationen eine Oxaliplatin-haltige
Chemotherapie empfohlen. In der Erstlinientherapie wird eine Kombination von Oxaliplatin,
Folinsaure und 5-Fluoruracil (5-FU) (FOLFOX) eingesetzt [Pox et al., 2013]. In der MOSAIC-
Studie konnte fur die FOLFOX-Kombinationstherapie im Vergleich zur Therapie mit Folinsaure
und 5-FU eine signifikante Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens sowie des
Gesamtiiberlebens erreicht werden [Andre et al., 2004]. Liegt ein organtberschreitendes
Wachstum ohne lymphogene Metastasierung vor, kann je nach Risikostratifizierung eine
Fluoropyrimidin-Monotherapie erwogen werden [Gray et al., 2007]. Rektumkarzinome, die die
Subserosa, das perikolische bzw. das perirektale Fettgewebe bereits infiltriert bzw. bereits
lymphogen gestreut haben, sollten zur Senkung der Lokalrezidivrate einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie unterzogen werden. Es wird eine an die Radiotherapie gekoppelte 5-FU-
Monotherapie mit oder ohne Folinsaure zur Verbesserung des Gesamtiiberlebens empfohlen
[Bosset et al., 2006, Gerard et al., 2006].

Liegen zum Diagnosezeitpunkt bereits Fernmetastasen vor, so sollten diese bei Resektabilitat
einer kurativen chirurgischen Therapie mit dem Ziel einer RO-Resektion unterzogen werden.
Liegen jedoch primdr inoperable Metastasen vor, sollte zur Verbesserung des
Gesamtuberlebens eine systemische Therapie erwogen werden [Scheithauer et al., 1993]. Bei
potenziell resektablen Metastasen wird eine intensivierte systemische Therapie mit dem Ziel
einer sekundaren Resektabilitdit empfohlen. Neben 5-FU und Irinotecan (FOLFIRI-Protokoll)
sowie dem FOLFOX-Protokoll [Colucci et al., 2005, Tournigand et al., 2004] findet auch eine

10



Kombination von Oxaliplatin und Capecitabine (XELOX-Protokoll, CAPOX-Protokoll) ihre
Anwendung [Cassidy et al., 2008, Diaz-Rubio et al., 2007, Porschen et al., 2007]. Die
Kombination von 5-FU, Oxaliplatin und Irinotecan kann im Rahmen des FOLFOXIRI-Protokolls
mit dem Ziel einer Remissionsinduktion eingesetzt werden [Falcone et al., 2007, Souglakos et
al., 2006]. Des Weiteren ist eine Kombinationstherapie von 5-FU/ Folinsaure sowie des
XELOX und FOLFIRI-Protokolls mit dem monoklonalen Antikorper Bevacizumab zur
Erstlinientherapie zugelassen [Fuchs et al., 2007, Kabbinavar et al., 2005, Saltz et al., 2008].

Als Alternative zur systemischen Therapie stehen heute bei inoperablen Lebermetastasen
zudem Verfahren wie die Radiofrequenzablation (RFA) und die im Rahmen von klinischen
Studien durchgefiihrte ,Selektive Interne Radiotherapie® (SIRT) sowie die ,Laserinduzierte
Interstitielle Tumortherapie® (LITT) zur Verfigung. Bei Vorliegen einer Peritonealkarzinose
kann in Einzelfallen zudem eine ,Hypertherme Intraperitonelae Chemotherapie“ (HIPEC) in

Betracht gezogen werden [Pox et al., 2013].

2.1.6 Metastasierung

Lymphogene Metastasierung Hamatogene Metastasierung

_ Uber Vena portae—>Leber
Kolonkarzinom paraaortale Lymphknoten

Uber Vena cava->Lunge

Rektumkarzinom

Oberes Drittel Uber Vena portae->Leber
paraaortale Lymphknoten )

(12-16cm) Uber Vena cava->Lunge

Mittleres Drittel paraaortale Lymphknoten Uber Vena portae—>Leber

(6-<12) Beckenwand Uber Vena cava—>Lunge

_ paraaortale Lymphknoten
Unteres Drittel
Beckenwand
(<6cm) - Uber Vena cava—->Lunge
inguinale Lymphknoten

Tabelle 1: Metastasierungswege des kolorektalen Karzinoms
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In der heutigen Zeit ist die Mortalitdt durch die Auswirkungen des Primarius dank guter
chirurgischer und radio-/chemotherapeutischer Verfahren deutlich riicklaufig. Fur die weiterhin
hohe Sterblichkeitsrate ist hauptséchlich das Auftreten von kolorektalen Fernmetastasen
ursachlich. Ohne Therapie betragt die mittlere Uberlebenszeit im metastasierten Stadium 10
Monate. Die 5-Jahresuiberlebensrate betragt weniger als 5% [Pfannschmidt et al., 2007]. Mehr
als 50% der Patienten mit primar kurativer Tumorresektion entwickeln innerhalb von 5 Jahren
pulmonale und/oder hepatische Metastasen [Dudek et al., 2016, Guerrera et al., 2016]. Bei
mehr als 50% der Erkrankten stellt die Metastasierung weiterhin die Haupttodesursache dar
[Holzel et al., 2009]. 20% der Patienten sind bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung von
synchronen Fernmetastasen betroffen [Clancy et al., 2014]. Nach einer zunachst lokalen
Ausbreitung und dem Befall lokoregionarer Lymphknoten folgt in einem fortgeschrittenen
Tumorstadium die hamatogene Aussaat vor allem Uber den Pfortaderkreis in die Leber
(Tabelle 1 (Tab.1)). Tiefsitzende Rektumkarzinome konnen, wie in Tab. 1 beschrieben,
zusatzlich Uber die Vena cava inferior primar pulmonal metastasieren [van Gestel et al., 2014].
Neben der Leber, als Hauptinfiltrationsgewebe, sind die Lunge, das Peritoneum, das Skelett
sowie das Gehirn, die am haufigsten betroffenen Organe der Metastasierung. Ungefahr 50%
der Erkrankten entwickeln wahrend ihrer Krankheitsperiode Lebermetastasen [Konopke et al.,
2003]. Nachdem Adson et al. in den 70er Jahren zeigten, dass Patienten mit resektablen
Lebermetastasen kurativ therapiert werden kdnnen, hat sich die chirurgische Resektion als
Goldstandard etabliert und bleibt auch in der heutigen Zeit die einzige kurative Therapieoption
[Clancy et al., 2014, Simmonds et al., 2006].

Nach chirurgischer Resektion ergibt sich eine 5-Jahrestiberlebensrate von 25-40% [Pox et al.,
2013]. 60-70% der Patienten entwickeln jedoch nach einer primér erfolgreich durchgefihrten
Resektion ein Tumorrezidiv [Nordlinger et al., 2013, Scheele et al, 1990]. Bei
Diagnosestellung sind allerdings nur ca. 10-20 % der Lebermetastasen primar resektabel
[Clancy et al.,, 2014, de Jong et al.,, 2011, Mitry et al., 2008]. Auch beim Vorliegen von
pulmonalen Metastasen bleibt eine chirurgische Resektion wie bereits 1965 von Thomford et
al. beschrieben die einzige kurative Therapieoption [Thomford et al., 1965]. Die 5-
Jahresiberlebensraten nach primérer Resektion liegen zwischen 32 und 50% [Lee et al.,
2007, Pfannschmidt et al., 2003]. Das Rezidivrisiko betragt weiterhin bis zu 68% [Guerrera et
al.,, 2016]. Fur Patienten, die ihm Rahmen eines pulmonalen Metastasenrezidivs einer
erneuten Resektion unterzogen wurden, betragt die 5-Jahrestiberlebensrate 50% [Guerrera et
al., 2016]. Allerdings ist nur bei einem geringen Anteil der betroffenen Patienten eine Resektion
maoglich. Bei 5-10% der Patienten liegt bereits zum Diagnosezeitpunkt eine peritoneale

Metastasierung vor, ca. 20-50% sind im Verlauf von metachronen peritonealen Metastasen
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betroffen. Trotz systemischer Therapie und palliativer Chirurgie betrdgt die mittlere

Uberlebenszeit nur weniger als 6 Monate [Cao et al., 2009, Verwaal et al., 2008].

Da auch heute nur 15-20% der synchronen und metachronen Fernmetastasen in kurativer
Absicht reseziert werden kdnnen [Pox et al., 2013], stellen inoperable Metastasen weiterhin
ein bedeutsames Problem kurativer Therapiestrategien dar, sodass die Entwicklung neuer
Therapieansétze zur Verbesserung des Outcomes von kolorektalen Karzinompatienten immer

noch notwendig ist.

2.2 Kolorektale Karzinome und Thromboserisiko

Patienten mit Malignomen weisen ein insgesamt 7-fach erhohtes Risiko flr venfdse
Thrombembolien auf. Thrombotische Komplikationen treten gehauft bei Patienten mit mucin-
bildenden Adenokarzinomen, hadmatologischen Malignomen und Gehirntumoren auf. Das
vermehrte Auftreten von Thrombosen bis hin zum arteriellen Verschluss bedingen eine
erhohte Morbiditat und Mortalitdt der Patienten [Mousa et al., 2009, Prandoni et al., 2005].
Ursachlich fur die Thromboseneigung sind neben der Grunderkrankung, die Immobilisierung
der Patienten, die chirurgische und systemische Therapie sowie das Auftreten Karzinom-
assoziierter  paraneoplastischer Syndrome. Die enge Verbindung  zwischen
Karzinomerkrankung und Thrombose wurde erstmals 1865 von dem Franzosen Armand
Trousseau beschrieben, der die vendse Thrombophlebitis als Zeichen einer viszeralen
Tumorerkrankung beschrieb [Kawai et al., 2014, Trousseau et al., 1867]. Bei ca. 10% der
Patienten mit idiopathischen Thrombosen werden nach ausgiebiger Diagnostik im Verlauf
Karzinome diagnostiziert [Prandoni et al., 2005]. Das Risiko thrombembolischer
Komplikationen steigt mit zunehmendem Tumorstadium [Alcalay et al., 2006, Blom et al.,
2005]. Alcalay et al. zeigten zudem, dass das Auftreten thrombembolischer Ereignisse im nicht
metastasierten Tumorstadium zu einer 1,5-1,8fach erhohten Mortalitat fihrt [Alcalay et al.,
2006]. Zur Prophylaxe und Therapie vendser Thrombembolien werden heutzutage orale
Antikoagulanzien, unfraktionierte Heparine (UFH) und niedermolekulare Heparine (NMH)
eingesetzt. Eine tagliche Applikation von NMH zeigte in Studien im Vergleich zur

Placebogruppe einen Uberlebensvorteil [Kakkar et al., 2004].

Bis heute ist nicht eindeutig geklart, ob diese Reduktion der Mortalitdt nur durch die Reduktion

thrombembolischer Komplikationen bedingt ist oder aber ob die NMH antitumordse
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Eigenschaften besitzen und so eine Grundlage flr die Entwicklung neuer Therapiestrategien

bilden kdnnten.

2.3 Tumorwachstum und Angiogenese

Neben proliferativen Stimuli benétigen Tumorzellen und Mikrometastasen zur Differenzierung
zu klinisch relevanten Malignomen eine suffiziente Gefal3versorgung. Dieser Vorgang, bei dem
aus bereits bestehenden Gefallen neue tumoreigene Gefal3e entstehen, bezeichnet man als
Tumorangiogenese. Folkman postulierte Anfang der 70er Jahre, dass ab einer Tumorgrofie
von zwei bis drei Millimetern die Ausbildung eines eigenen GefalRnetzes notwendig wird, um
eine ausreichende Nahrstoffzufuhr zu gewéhrleisten [Folkman, 1971]. Im gesunden
Organismus wird eine Hombéostase zwischen antiangiogenen und proangiogenen
Mechanismen aufrechterhalten. Eine mangelhafte Nahrstoffversorgung und die Akkumulation
von Stoffwechselprodukten verhindert bei einer Vielzahl von Tumoren die Ausdifferenzierung
zu bedrohlichen Prozessen. Diese Neoplasien bleiben teils lebenslang inapparent, kénnen
aber durch ein plotzliches Uberwiegen pro-angiogener Stimuli zu gefahrlichen Neubildungen
heranwachsen [Bergers et al., 2003]. Dieser kritische Schritt des ,Angiogenic Switch“ wird
durch ein Absinken der Sauerstoffkonzentration sowie der damit verbundenen Ausschittung
des Hypoxie induzierten Faktors (HIF) [Bouck et al., 1996, Maxwell et al., 2001] und der
anschlieRenden Induktion weiterer Neoangionese férdernder Stimuli und Faktoren ausgeldst.
Dazu zahlen Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Platelet-derived Growth Factor (PDGF), Angiogenin sowie Chemokin Interleukin 8
(IL-8) [Bouck et al., 1996]. Angiostatin, Platelet Factor 4 (PF-4) sowie Interleukin 12 (IL-12)
sind natlurliche Hemmer der GefalRneubildung. Die Entdeckung der Angiogenese-
kontrollierenden Faktoren eroffnet vielversprechende antiangiogene Therapieoptionen und
bietet Ansatzpunkte fur eine weiterfihrende Forschung.

VEGF- und Epidermal Growth Factor (EGF)-hemmende Substanzen finden bereits
standardmaflig Einsatz in der Therapie von kolorektalen Karzinomen [Pox et al., 2013].

2.4 Hamostase und Thrombose

Die Hamostase oder Blutgerinnung wird unterteilt in eine primére und sekundére Hamostase.

Die primére oder zellulare Hamostase beinhaltet die Thrombozytenadhéasion an geschadigtem
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Endothel tber den Von-Willebrand-Faktor (VWF) und den Glykoprotein Ib (GPIb)-Rezeptor.
AuRerdem impliziert sie die Thrombozytenaktivierung, die Thrombozytenaggregation Uber
GPIlIb/llla-Rezeptoren sowie Fibrinogen und somit die Bildung eines weilden Thrombus. Die
Aktivierung der Thrombozyten filhrt zur Freisetzung von Thromboxan (TX) und
Plattchenaktivierendem Faktor (PAF). Die sekundare Hamostase unterteilt sich in einen
intrinsischen und einen extrinsischen Weg. Im Rahmen von Gewebsverletzungen kommt es
zur Komplexbildung zwischen dem Tissue Factor (TF) und dem Faktor Vlla (FVIla) und dessen
Aktivierung. Dieser TF/FVlla-Komplex fuhrt dann zur Aktivierung des FXa. Der aktivierte FXa
und der aktivierte Gerinnungsfaktor Va bilden dann einen Komplex, der Prothrombin zu
Thrombin spaltet. Diese Thrombinaktivierung fuhrt zur Stimulation des intrinsischen Weges.
Hierbei kommt es durch Aktivierung einer Vielzahl von Gerinnungsfaktoren (FXla, FIXa, FVIlia)
schlieBlich zur Einleitung der gemeinsamen Endstrecke und zur vermehrten Bildung von
Thrombin. Dieses spaltet schlie3lich Fibrinogen in Fibrinmonomere, die zusammen mit den
aktivierten Thrombozyten und dem aktivierten FXllla einen roten Thrombus bilden. Im Rahmen
der natirlichen Hamostase gibt es ein Gleichgewicht zwischen aktivierenden und hemmenden
Faktoren der Blutgerinnung. Als hemmende Faktoren spielen vor allem der Tissue Factor
Pathway Inhibitor (TFPI), das Protein S, das Protein C und Antithrombin eine bedeutsame
Rolle. Antithrombin baut Thrombin und die aktivierten Gerinnungsfaktoren FIXa und FXa ab
und aktiviert den Tissue-Type Plasminogen Activator (t-PA), der Uber eine Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin zum Abbau der Fibrinmonomere fihrt [Versteeg et al., 2013]. Kommt
es durch ein Ungleichgewicht zwischen Gerinnungsaktivierung und Gerinnungshemmung zu
einem Uberwiegen der Gerinnungsaktivatoren, wird die Entstehung vendser Thromben

begunstigt.

2.5 Heparine

Heparine sind Mucopolysaccharide, die die Blutgerinnung hemmen und neben einem
sulfatierten D-Glucosamin aus einer D-Gluconséure bestehen. Man unterscheidet UFH mit
einer GréRe von ca. 12kDa und fraktioniertes NMH. Die in unserer Studie angewandten
Substanzen Enoxaparin-Natrium, Fondaparinux und Tinzaparin-Natrium zahlen zur Gruppe
der NMH. Sie werden facheribergreifend in der Therapie und Prophylaxe vendser
Thrombosen und Thrombembolien eingesetzt. Die NMH sind Spaltprodukte des UFH und
haben im Mittel eine GrolRe von 4,5kDa. Das UFH bindet an Antithrombin Il (AT-Ill) und
beschleunigt durch Konformationsanderung die AT-Ill-vermittelte Thrombinhemmung. NMH
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fuhren aufgrund der geringeren MolekllgréRe zu einer selektiveren Blockade der

Gerinnungsfaktoren als UFH [Graefe et al., 2011].

Enoxaparin-Natrium ist ein NMH und wird durch alkalische Depolymerisation aus Heparin-
Benzylestern gewonnen, die aus der intestinalen Mukosa von Schweinen isoliert werden. Die
Molektlgré3e betragt 4,5kDa. Enoxaparin-Natrium bewirkt Gber eine Aktivierung von AT-III die
Inhibition von Gerinnungsfaktoren und fiihrt zur Freisetzung des TFPI sowie zu einer

verminderten Freisetzung des vWF aus dem GefalRendothel.

Das synthetisch hergestellte Fondaparinux hingegen fihrt Gber eine Aktivierung von AT-IIl zu
einer selektiven Faktor-Xa-Hemmung [Da Pozzo et al., 2012]. Es z&hlt mit einer MolekuilgroRe

von 1,728kDa zu den ,ultra-low-molecular-weight heparins®.

Tinzaparin-Natrium ist ebenfalls ein NMH, das durch enzymatische Depolymerisation aus UFH
aus der Mukosa des Schweinedarmes gewonnen wird. Die MolekulgroRe betragt 6,5kDa. Es
fuhrt Gber eine Aktivierung von AT-Ill zu einer selektiven Hemmung des aktivierten FXa [Mousa
et al., 2009].

Gemessen wird die antikoagulative Potenz dieser Substanzen tber eine Bestimmung der Anti-

Xa-Aktivitat im Blut der Patienten.

2.6 Die Bedeutung der Heparine in der Tumortherapie

Wie bereits unter 2.2 aufgezeigt, weisen Malignompatienten ein deutlich erhoéhtes Risiko fir
vendse Thrombembolien auf. Zur Prophylaxe werden die Patienten mit Cumarinen, Heparinen
bzw. NMH versorgt [Gray et al., 2008, Mousa et al., 2009, Siragusa et al., 1996]. Siragusa et
al. zeigten in ihrer Studie, dass die Therapie mit NMH der Therapie mit UFH in der Prophylaxe
vendser Thromboembolien Uberlegen ist. In einer Subgruppe der Patienten mit malignen
Erkrankungen konnte durch die Applikation von NMH eine niedrigere Mortalitatsrate im
Vergleich zu UFH aufgezeigt werden [Siragusa et al., 1996]. Dieses Ergebnis lasst neben der
Prophylaxe ventser Thromboembolien zusatzlich eine Wirkung der NMH auf das Fortschreiten
einer Karzinomerkrankung vermuten. Diese These bestatigten Kakkar et al. mit einer Studie
Uber die Auswirkung von Dalteparin-Natrium auf Mamma-, kolorektale, Pankreas- und
Ovarialkarzinome. Sie zeigten, dass eine Therapie mit Dalteparin-Natrium nach einer
Beobachtungszeit von 2 und 3 Jahren einen signifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zur

Placebogruppe bietet [Kakkar et al., 2004].
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Klerk et al. bestatigten diese Ergebnisse 2005 und belegten, dass das NMH Nadroparin die
Mortalitat von Patienten mit soliden Tumoren senkt und die mittlere Uberlebenszeit verlangern
kann. Sie zeigten in ihrer MALT-Trial fir 302 Patienten ohne thrombembolische Ereignisse

einen Uberlebensvorteil von 2 Monaten durch die Therapie mit Nadroparin [Klerk et al., 2005].

Die Erklarungsansatze zur Wirkung der NMH sind in der Literatur vielfach diskutiert.
Hauptverantwortlich fur die erhdéhte Thromboseneigung der Patienten ist ein Karzinom-
bedingtes hyperkoagulatives Stadium [Prandoni et al., 2005]. Dieses hyperkoagulative
Stadium wird durch die Ausschiittung von Zytokinen, Chemokinen, prokoagulatorischen
Faktoren und durch eine direkte Interaktion der Tumorzellen mit dem Endothel verursacht
[Mousa et al., 2009, Prandoni et al., 2005]. Hierbei kommt es vor allem zu einer vermehrten
Ausschiittung des TF sowie des Cancer Procoagulant (CP) [Mousa et al., 2009, Prandoni et
al., 2005, Rickles et al., 2001].

Der TF fuhrt Gber eine Komplexbildung mit dem FVII zur Aktivierung der Gerinnungskaskade
und zur Aufrechterhaltung des hyperkoagulativen Stadiums. Zudem aktiviert der TF durch
Stimulation der Protease-activated Rezeptors (PAR) die Tumorangiogenese und das
Tumorwachstums durch Ausschittung von VEGF und IL-8 [Tieken et al., 2016].

Es wird postuliert, dass die NMH in einem gerinnungsabhangigen Signalweg Uber eine
Aktivierung der Ausschittung des TFPI zu einer Hemmung der TF-vermittelten
Tumorwachstums fiihren kdnnen [Mousa et al., 2004].

Neben diesem gerinnungsabhangigen Weg wird zusétzlich ein gerinnungsunabhangiger Weg
fur die antitumordse Wirkung der NMH verantwortlich gemacht. Alyahya et. al konnten in ihrer
Studie auch fur non-anticoagulant Heparine eine antiproliferative Wirkung nachweisen
[Alyahya et al., 2015]. Es wird vermutet, dass die NMH durch Hemmung der Selektin-
vermittelten Extravasation von Tumorzellen die Metastasierung hemmen. Selektine sind
Oberflachenrezeptoren, die auf Endothelzellen, Leukozyten, Thrombozyten und auch auf
malignen Zellen exprimiert werden. P- und L-Selektine rufen eine Aggregation dieser Zellen
hervor und legen den Grundstein fiir eine Extravasation von Leukozyten und Tumorzellen.
Zudem fuhrt das P-Selektin tber eine Thrombozytenaktivierung und eine direkte Interaktion
mit Monozyten zu einer Stimulation des TF-Pathways. Die Wirkung der NMH auf diesen
gerinnungsunabhéangigen Signalweg wird vor allem durch eine direkte Hemmung der P-
Selektine vermittelt. Durch eine Hemmung der Zellaggregation wird die Tumorzelle zudem fur
die korpereigene Immunabwehr angreifbarer [Borsig et al., 2001, Garcia et al., 2007, Mousa
et al., 2009, Stevenson et al., 2005, Wei et al., 2004].
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Als weitere Wirkung der NMH wird eine Hemmung der Heparanase postuliert. Die Heparanase
ist ein Enzym, das Heparansulfatseitenketten der Zelloberflachen und der extrazellularen
Matrix spalten kann. Tumorzellen, wie beispielsweise Kolonkarzinomzellen, zeichnen sich
durch eine Uberexpression der Heparanase aus. Der Heparanase wird eine fordernde Wirkung
auf die Metastasierung, eine Gerinnungsaktivierung und eine Stimulation der Angiogenese
durch Aktivierung des an die Heparansulfate gebundenen VEGF zugesprochen. Zusatzlich
fiihrt eine Uberexpression der Heparanase zu einer verstarkten TF-Ausschiittung und durch
eine Komplexbildung mit dem TFPI zu dessen Inaktivierung [Mousa et al., 2009, Nadir et al.,
2014, Vlodavsky et al., 2006, Vlodavsky et al., 2007].

2.7 Acetylsalicylsaure

Die Acetylsalicylsaure gehort zur Gruppe der sauren nicht-steroidalen Antirheumatika und ist
ein Hemmer der Cyclooxygenasen. Sie hemmt irreversibel die Aktivitéat der Cyclooxygenase-
1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2). Uber eine Hemmung der konstitutiv exprimierten
COX-1 fuhrt die Acetylsalicylsaure vor allem zu einer Hemmung der Thromboxan A2 (TX-A2)-
Synthese in den Thrombozyten und wirkt dadurch inhibierend auf die
Thrombozytenaggregation sowie die Thrombozytenaktivierung. In den Epithelzellen des
Magens bt die COX-1 durch die Produktion von Prostaglandin E2 (PG-E2) einen
zytoprotektiven Effekt aus. Die COX-2 ist vor allem im Gehirn, in der Niere, im Knochen und
in GefalRen lokalisiert. Sie ist im Gegensatz zur COX-1 ein induzierbares Enzym, das im
Rahmen eines Entziindungsgeschehens uberexprimiert wird. Ihre Hemmung hat eine
verminderte Prostaglandinbildung zur Folge. Prostaglandine wie beispielweise das PG-E2 sind
Gewebshormone, die antiphlogistische, antiinflammatorische und antipyretische

Eigenschaften aufweisen [Graefe et al., 2011].

2.8 Die Bedeutung der Acetylsalicylsaure in der Tumortherapie

Die Acetylsalicylsaure wird vor allem in der Therapie und Pravention kardiovaskularer
Erkrankungen eingesetzt. So ist eher zufallig aufgefallen, dass Patienten, die an einem
kolorektalen Karzinom erkrankt sind und gleichzeitig Acetylsalicylsdure eingenommen haben,
einen Uberlebensvorteil zeigten. Flossmann et al. zeigten 2007 in einer randomisierten Studie

mit Daten der British Doctor Aspirin Trial sowie der UK-TIA Aspirin-Trial, dass die Inzidenz
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eines kolorektalen Karzinoms in einem Zeitraum von 20 Jahren durch Einnahme von high-
dose Acetylsalicylsaure um liber 30% gesenkt werden konnte. Eine Ubersichtsarbeit von
Rothwell et al. schloss 2010 neben den bereits genannten Studien zusatzlich die Thrombosis
Prevention Trial, die Swedish Aspirin Low Dose Trial und die Dutch TIA Trial ein. Sie zeigte,
dass die Reduktion des Risikos, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, von der Dauer
der Einnahme abh&ngt. Bei einer mittleren Einnahmezeit von 5,8 Jahren konnte gezeigt
werden, dass das Langzeitrisiko, an einem Kolonkarzinom zu erkranken, unter der Einnahme
von mindestens 75mg Acetylsalicylsaure am Tag geringer ist. Ein Benefit héherer Dosen
konnte nicht ermittelt werden. Dabei zeigte sich vor allem ein Einfluss auf proximale
Kolonkarzinome [Rothwell et al., 2010, Sostres et al., 2014]. Zwischen den proximalen und
distalen Karzinomen ergab sich ein signifikanter Unterschied bezuglich Inzidenz und Mortalitat
[Rothwell et al., 2010]. Zudem zeigten Rothwell et al., dass die Acetylsalicylsdure-Einnahme
einen starkeren Einfluss auf die Mortalitdt ausubt als auf die Inzidenz. Studien von Baron et al.
und Benamouzing et al. zeigten auch einen protektiven Effekt der Acetylsalicylsdure auf die

Bildung neuer Adenome nach Polypektomie [Baron et al., 2003, Benamouzig et al., 2003].

Dem gegeniiber steht beispielsweise die Physician’s Health Study und die Womens Health
Study, die keinen positiven Effekt der Acetylsalicylsdure auf kolorektale Karzinome zeigten.
Die Ergebnisse sind kritisch zu diskutieren, da es sich bei den genannten Analysen um rein
sekundare Analysen handelt, deren Daten urspringlich zur Evaluation des Effekts der

Acetylsalicylsdure auf kardiovaskulare Ereignisse gedacht waren [Sostres et al., 2014].

Rothwell et al. zeigten in einer ihrer Arbeiten, dass die Einnahme von Acetylsalicylsdure nach
Diagnose eines kolorektalen Karzinoms einer Metastasenentstehung vorbeugt [Rothwell et al.,
2012]. Eine Studie von Cardwell et al. hingegen konnte bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen keinen Uberlebensvorteil durch eine Acetylsalicylsaureeinnahme nach

Diagnosestellung nachweisen [Cardwell et al., 2014].

Die Wirkung der Acetylsalicylsdure auf kolorektale Karzinome wird auf eine Hemmung der
Cyclooxygenasen zuriickgefuhrt (siehe 2.7). Die COX-2 wird bei Patienten mit kolorektalen
Karzinomen nicht nur im Endothel, sondern auch im Tumorgewebe exprimiert [Harper et al.,
2008, Sostres et al., 2014]. In fast 50% der kolorektalen Adenome und in ca. 80-90% der
kolorektalen Karzinome kann eine gesteigerte COX-2 Expression nachgewiesen werden
[Sostres et al., 2014]. Die COX-2 produziert in Tumorzellen vor allem PG-E2, das sowohl die
Apoptose hemmt, als auch die Angiogenese und das Tumorwachstum férdert [Sheng et al.,
1998, Sostres et al., 2014]. Fur die COX-2 Uberexpression wird neben einem Defekt des APC-

Tumorsuppressorgens auch eine Expressionsinduktion durch die Thrombozyten
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verantwortlich gemacht. Dies konnte in einem Mausmodell bestatigt werden [Guillem-Llobat et
al., 2016, Oshima et al., 1996, Sheng et al., 1998, Williams et al., 1996]. Die Wirkung der
Acetylsalicylsaure auf kolorektale Karzinome wird vor allem bei Karzinomen mit erhéhter COX-
2 Expression beobachtet. Dies bestétigt die Hypothese einer COX-vermittelten Wirkung der
Acetylsalicylsédure [Chan et al., 2007, Pox et al., 2008, Sheng et al., 1998]. Sample et al.
konnten in ihrer Studie fur eine 4-wdchige Acetylsalicylsdure Einnahme einen signifikanten

Abfall der PG-E2 Konzentration in der Kolonmukosa nachweisen [Sample et al., 2002].

Neben einer COX-2-vermittelten Tumorstimulation wird zudem auch eine Aktivierung des
Tumorwachstums durch die COX-1 sowie durch TX-A2 vermutet. Diese Vermutung bestarkt
eine Arbeit von Pradono et al.,, die einen steigernden Einfluss von TX-A2 auf das
Tumorzellwachstum, die Angiogenese und die Metastasierung von Tumoren nachweisen
konnten [Matsui et al., 2012, Nie et al., 2000, Pradono et al., 2002].

Neben der COX-abhangigen Wirkung der Acetylsalicylsdure wird zusatzlich auch eine COX-
unabhangige Wirkung der Acetylsalicylsaure auf die Angiogenese sowie die Zellproliferation
und das Tumorwachstum von Kolonkarzinomen postuliert [Dai et al., 2017, Din et al., 2012,
Mitrugno et al., 2017].
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2.9 Ziele der Studie

o Bewirkt eine 14-tdgige Applikation der NMH Enoxaparin-Natrium, Tinzaparin-Natrium
und Fondaparinux eine Reduktion der Tumorzellproliferation und eine Erhéhung der
Tumorzellapoptose in extrahepatischen kolorektalen Metastasen im

Rickenhautkammermodell der Maus?

o Bewirkt eine 14-tagige Applikation der NMH Enoxaparin-Natrium, Tinzaparin-Natrium
und Fondaparinux eine Inhibition der Tumorangiogenese in extrahepatischen

kolorektalen Metastasen?

e Kann durch eine héhere Dosierung der NMH Enoxaparin-Natrium, Tinzaparin-Natrium
und Fondaparinux im Vergleich zur niedrigeren Dosierung eine verstarkte Wirkung

erzielt werden?

o Bewirkt eine 14-tagige Applikation der NMH Enoxaparin-Natrium, Tinzaparin-Natrium

und Fondaparinux eine Reduktion des Tumorwachstums?
e Bewirkt eine 14-tdgige Applikation von Acetylsalicylsdure eine Reduktion der
Tumorzellproliferation und eine Erhéhung der Tumorzellapoptose in extrahepatischen

kolorektalen Metastasen im Rickenhautkammermodell der Maus?

e Bewirkt eine 14-tdgige Applikation von Acetylsalicylsdure eine Inhibition der

Tumorangiogenese in extrahepatischen kolorektalen Metastasen?

o Kann durch eine héhere Dosierung der Acetylsalicylsdure im Vergleich zur niedrigeren

Dosierung eine verstarkte Wirkung erzielt werden?

e Bewirkt eine 14-tdgige Applikation von Acetylsalicylsaure eine Reduktion des

Tumorwachstums?
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3 Material und Methodik

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Tumorzelllinie

Fur das vorliegende Versuchsmodell wurden GFP-transfizierte Tumorzellen der Maus-
Kolonkarzinomzelllinie CT26.WT (ATCC CRL-2638, LGC Promochem GmbH, Wesel,
Deutschland) verwendet. Die Zellen stammen von einem N-Nitroso-N-Methylurethan-
induzierten, undifferenzierten Adenokarzinom des Kolons und werden zur syngenen
Transplantation in die Balb/c Maus eingesetzt.

Die Zellen wurden als Monolayer in RPMI-1640 Medium mit 2mM L-Glutamin (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), 10% FCS (Fetal calf serum, FCS-Gold, PAA
Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland), 100U/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin
(PAA Laboratories GmbH) kultiviert. Die Inkubation erfolgte in einer feucht-warmen
Atmosphére bei 37°C mit 5%igem Kohlendioxidgehalt.

Um eine mehrmalige retrobulbare Farbstoffinjektion im Versuchsablauf zu vermeiden, wurden
Tumorzellen ausgewahlt, die zuvor transfiziert wurden und somit das Green Fluorescent
Protein (GFP) exprimieren. Die daraus resultierende Eigenfluoreszenz der GFP-CT26.WT
Zellen ermdglicht die repetitive Beurteilung von Tumorwachstum und Tumorzellausdehnung

in der Ruckenhautkammer.

3.1.2 Kultivierung und Vermehrung

Eine Passagierung der GFP-transfizierten CT26.WT Zellen wird durchgefihrt, wenn eine 70-
80%ige Oberflachenbedeckung (Konfluenz) im Kulturgefald vorliegt. Der Zellrasen wurde
zunachst enzymatisch mit Trypsin/EDTA (0,05%/0,2%, PAA Laboratories GmbH) von der
GefaRoberflache geldst. Nach erfolgter Neutralisation mit FCS-haltigem Medium wurde die
Zellsuspension fur 5min bei 1600U/min bzw. 400xg (Hettich, Universal 30 F, Tuttlingen,
Deutschland) zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Die weiterfiihrende Kultivierung

erforderte eine Ausdinnung im Verhaltnis 1:5.
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3.1.3 Herstellung der Zellpellets

Nach oben beschriebenem Vorgehen wurden die Tumorzellen am Tag der Implantation aus
den KulturgefaRen geldst und nach Neutralisierung des Enzyms und Waschen der Zellen mit
Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fir je 3min bei 1600U/min bzw. 400xg (Hettich
Universal 30F) zentrifugiert. Danach wurde das resuspendierte Zellpellet in ein Eppendorf-
Gefal? Uberfuhrt und noch 2x 5min bei 5000U/min bzw. 2500xg (Biofuge fresco, Heraeus,
Hanau, Deutschland) zentrifugiert. Nach Entfernung des gesamten Uberstandes war das

Zellpellet bereit fiir die Transplantation in die Rickenhautkammer.

3.2 Tierexperimentelles Versuchsvorhaben

3.2.1 Versuchstiere

Die beschriebenen Experimente wurden nach 88 Abs.1 des Tierschutzgesetzes durch die
Tierschutzbehérde des Landesamtes fiir Soziales und Verbraucherschutz genehmigt.
Verwendet wurden 64 20-25g schwere, weibliche Balb/c Mause (Charles River Labor GmbH,
Sulzfeld, Deutschland), die in Einzelkéafigen bei einer Raumtemperatur von 22-24°C und einer
relativen Luftfeuchte von 60-65% gehalten wurden. Den Tieren war es maoglich sich frei zu
bewegen und je nach Bedarf Trinkwasser und Standard-Labornahrung (Altromin 1324,
Altromin GmbH, Lage, Deutschland) zu sich zu nehmen. Ein 12-stiindiger Tag-Nacht
Rhythmus wurde stets aufrechterhalten. T&aglich wurden Allgemeinzustand, Fress- und

Trinkverhalten kontrolliert und begutachtet.

3.2.2 Das Modell der Rickenhautkammer

Eine Miniaturisierung der urspriinglich beim Hamster angewendeten Rickenhautkammer
[Laschke et al., 2011, Lehr et al., 1993, Menger et al., 2002] ermdéglicht uns heute eine bei
Mausen erfolgreich durchfiihrbare Implantation von Zellen, Geweben und Biomaterialien mit
geringem chirurgischem Trauma. Das dabei freipraparierte Gewebe um den Musculus
panniculus carnosus dient als Basis fir das Wachstum von Zellpréparaten,

Gewebetransplantaten sowie Biomaterialien und fur die Ausbildung eines neuen Gefal3netzes.
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Die Neovaskularisation spielt vor allem auf dem Gebiet der Tumorforschung eine bedeutsame
Rolle. Hierbei interessieren im Besonderen die zur Angiogenese fihrenden Mechanismen.
Eine suffiziente Blutversorgung des Tumors bildet die Grundlage fiir Wachstum und
Metastasierung [Folkman, 1990]. Die Intravitalmikroskopie (IVM) erméglicht nach erfolgreicher
Implantation eine wiederholte nicht invasive, mehrtagige bis zu zweiwdchige Beurteilung und
Dokumentation von Tumorwachstum und Vaskularisierung an der narkotisierten Maus sowie
eine spatere Quantifizierung von Messparametern mit Hilfe eines
Bildverarbeitungsprogrammes (Cap Image, Version 6.02, Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg,
Deutschland) [Laschke et al., 2011, Menger et al., 2002].

Die Riuckenhautkammer besteht aus zwei spiegelbildlich konstruierten Titanrahmen, die durch
Schrauben aneinander befestigt werden (s. Abb. 2). In der Mitte des Titanrahmens befindet
sich jeweils ein fur die Intravitalmikroskopie erforderliches Beobachtungsfenster. Dieses lasst
sich im Bereich der freipraparierten Rickenmuskulatur mit einem Deckglas luftdicht
verschlieBen. Ein darauf platzierbarer Sprengring ermdglicht eine sichere Fixation. Entlang
des oberen Titanrahmenrandes befinden sich mehrere Bohrungen zur Befestigung der

Rickenhaut mittels Fixationsfaden am Kammerrahmen.

B

Abbildung 2: A,B,C: Riickenhautkammer, Maf3stab= 10mm

3.2.3 Narkose

Vor Einleitung der im Versuchsablauf sechsmalig durchgefiihrten Narkose wurde zunéchst das

Korpergewicht jedes einzelnen Tieres mittels einer Waage erfasst.
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Die zu Beginn einer Versuchsreihe frisch hergestellte Narkoselosung setzte sich wie folgt
zusammen:
e 0,75ml Ketavet® (1ml=120mg Ketaminhydrochlorid, Pharmacia GmbH,
Erlangen, Deutschland)
e 1ml Rompun® 2% (1ml= 20mg Xylazinhydrochlorid, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland)
e 8,25ml 0,9% isotone Natriumchloridlosung (Braun, Melsungen,
Deutschland)

Die Mause erhielten anschliel3end 0,1ml + 10% pro 10g Kérpergewicht der zuvor hergestellten
Narkoselbésung. Somit war es mdglich, die Tiere fur die Dauer der Praparation der
Rickenhautkammer, der Tumorimplantation sowie der Durchfihrung der IVM in eine tiefe

Narkose zu Uberfiihren.

3.2.4 Praparation der Riickenhautkammer

Zunéchst ist es notwendig, den hinteren Titanrahmen der Rickenhautkammer mit 3
Halteschrauben zu versehen und diese mit entsprechenden Muttern zu fixieren. Vor der
Praparation wird die Kammer samt Instrumentarium im Ultraschallbad gereinigt. Die

Titanrahmen werden danach in eine Desinfektionslésung tberfuhrt.
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Abbildung 3: Arbeitsplatziibersicht

1 Operationsmikroskop, 2 Natriumchlorid, 3 Desinfektionslésung, 4 OP-Tisch, 5 Stieltupfer,

6 Kompressen, 7 Ruckenhautkammer, 8 Deckglaser, 9 Sprengringklemme, 10 Schraubenzieher,

11 Né&hgarn, 12 Scheren, 13 Mikroschere, 14 Klemmen, 15 Nadelhalter, 16 Mikropinzetten, 17 Zange

AnschlieRend wird die Maus anhand des unter Punkt 3.2.3 aufgeflihrten Narkoseschemas
durch eine intraperitoneale Injektion anasthesiert. Zum Schutz der Augen vor dem
Austrocknen wird eine Augensalbe aufgetragen (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer
Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland).

Nach Ausbleiben einer Reaktion auf den mit einer spitzen Pinzette auslésbaren intradigitalen
Schmerzreiz, dem sogenannten Zwischensehnenreflex, kann das Tier auf die Operation
vorbereitet werden. Erforderlich fir die spatere Praparation ist eine unversehrte, haarlose Haut
im kammertragenden Areal des Rickens der Maus, wie in Abb. 4A zu sehen ist. Zunachst wird
mit einem Elektrorasierer (Isis, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) der gré3te Teil des
dichten Fells entfernt. Um eine vollstdndige Haarentfernung zu erreichen, wird fir ein paar
Minuten eine Haarentfernungscreme (Plica med®, ASID BONZ GmbH, Boéblingen,
Deutschland) aufgetragen. Der Ricken wird hiernach mit lauwarmem Wasser gereinigt und
mit einem Tuch sorgféltig abgetrocknet, um einen Abfall der Kérperkerntemperatur der Maus
zu verhindern.

Nach vollstdndiger Depilation wird der kammertragende Bereich zunachst grindlich

desinfiziert (Softasept®, Braun, Melsungen, Deutschland). Das Versuchstier wird nun in
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Bauchlage uberfuhrt. Danach wird die leicht verschiebbare Rickenhautfalte unter
Gegenlichtkontrolle entlang der Medianlinie angehoben und durch einen kranialen und einen
kaudalen Haltefaden aus gewdhnlichem Néhgarn an einer Haltevorrichtung aufgespannt (s.
Abb. 4B). Dabei ist darauf zu achten, dass das Tier von unten durch eine dicke Lage aus
herkdmmlichen Kompressen gestitzt und entlastet wird. Im Anschluss kann mit der
Anbringung des hinteren Titanrahmens begonnen werden. Nach Lokalisation der die
Schulterbasis versorgenden HauptgefaRe mit Hilfe des Operationsmikroskops (Wild M650,
Leitz, Schweiz) wird die Rickenhaut achtfach am Titanrahmen fixiert (s. Abb. 4C). Durch
Fixation jedes einzelnen Bohrloches wird eine ausreichende Stabilitat iber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen gewahrleistet. Nun wird die Kammer auch im unteren
Bereich des Rahmens durch Stichinzisionen mit einer Skalpellklinge in den Hautarealen tber
den Halteschrauben fixiert. Dazu werden diese vorsichtig mit minimalem Druck durch die
kleinen Hautschlitze gefuhrt. Unter Gegenlichtkontrolle markiert man nun den Umriss des
Beobachtungsfensters der Gegenseite (s. Abb. 4C). AnschlieRend werden zunéchst die
Halteschrauben mit einer Klemme fixiert (s. Abb. 4C). Danach wird die Maus von den
Haltefaden gelost und zur weiteren Praparation auf eine gepolsterte Plexiglasplatte Uberfuhrt.
Nun werden mit Hilfe des Operationsmikroskops im markierten Areal die Cutis, die Subkutis,
der Musculus panniculus carnosus und der Musculus retraktor abprapariert (s. Abb. 4D).
Dadurch eroffnet sich der Blick auf die gegeniberliegende Hautmuskulatur und das
versorgende Gefalinetz und erméglicht so eine spatere Implantation von Zellen und Geweben
in dieses Areal (s. Abb. 4E). Es ist zwingend erforderlich, dass der entfernte Hautausschnitt
etwas groller ist als das ruckwartige Beobachtungsfenster, um beim Aufsetzen des
Kammergegenstlicks eine Quetschung der zufihrenden Gefale zu verhindern. Um eine
Austrocknung des freigelegten Bereiches zu vermeiden, wird dieser wahrend des Eingriffs mit
steriler 0,9%iger Natriumchloridldsung befeuchtet. Nun kann der vordere Titanrahmen nach
Entfernung der Klemmen vorsichtig auf die Halteschrauben geschoben und anschlieRend
verschraubt werden. Um eine Verunreinigung durch die Anbringung des vorderen Kammerteils
auszuschlieRen, wird das freigelegte Areal noch einmal mit steriler isotoner
Natriumchloridldsung gespult. Unter Zuhilfenahme einer Mikropinzette kann dann das
Deckglas in das Beobachtungsfenster eingelegt werden. Dabei ist darauf zu achten, dass sich
dieses luftdicht durch Adhasion an den Musculus panniculus carnosus anlegt. Das Anbringen
eines wieder l6sbaren Sprengrings sichert das Deckglas und erméglicht das Abheben sowie
den Austausch am Tag der Implantation. AbschlieRend werden die uberstehenden
Halteschrauben mit einer Zange entfernt, um eine Geféahrdung des Tieres zu verhindern (s.

Abb. 4 F). Das Versuchstier wird nun bis zum Ende der Aufwachphase beobachtet. Eine
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Rotlichtlampe sorgt fur die Erhaltung einer ausreichend hohen Kérpertemperatur. Danach folgt
eine 48-stindige Ruhephase mit regularem Futter- und Trinkwasserangebot. Zur
Schmerzlinderung erfolgt postoperativ eine Gabe von 40mg Tramal® pro 100ml Trinkwasser

(Tramadolhydrochlorid, Griinenthal GmbH, Aachen) [Lehr et al., 1993, Menger et al., 2002].
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Abbildung 4 : Operationsschritte bei der Préaparation der Rickenhautkammer A: Depilierte Riickenhaut
B: Fixation der Riickenhaut der Maus mit Haltefaden, C: nach Anbringen des hinteren Kammerrahmens,
D: Préaparation des Gewebes im spateren Beobachtungsfenster, E: nach Préparation des Gewebes im

spateren Beobachtungsfenster, F: fertiggestellte Ruckenhautkammer mit Beobachtungsfenster,
MaRstab=15 mm
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3.2.5 Implantation der Tumorzellen

Die Implantation der GFP-transfizierten Tumorzellen erfolgt nach 48-stindiger
Erholungsphase am Tag 0 des Versuchsablaufs. Dazu wird die Maus zundchst wie auch schon
am Operationstag gewogen und anschlieend gewichtsadaptiert anasthesiert. Danach wird
das Versuchstier auf der Pr&parationsplatte fixiert und der Sprengring samt Deckglas
abgehoben. Nach Aufbereitung der Tumorzellen erfolgt die umgehende Implantation in die
Ruckenhautkammer. Mit einer Eppendorfpipette (0,5-10ul) wurde ein Volumen von 2l
Zellsuspension mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen aufgezogen und in das obere Areal im
Beobachtungsfenster implantiert. Die exakte Lokalisation wird durch den Verlauf der grof3eren
Versorgungsgefalie bestimmt. Anschlieend erfolgt das vorsichtige Verschliel3en der Kammer
mit dem Deckglas. Mittels Intravitalmikroskopie wird die Tumorzellausdehnung anschlieRend

in 40-facher und 100-facher VergroRerung kontrolliert und dokumentiert (s. Abb.5).

Abbildung 5: GFP-transfizierte CT26.WT Zellen am Tag 0 nach Implantation in die Riickenhautkammer,
Mafstab= 300pm
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3.3 Experimentelles Protokoll

Gruppe Wirkstoff Handelsname Tagesdosi | Injektionsa
Name Wirkstoffgruppe Hersteller S rt
_ _ Isotone Kochsalzlésung 0,9%
1 Natriumchlorid
Braun Vital GmbH, Leverkusen, 0,2ml s.C.
SHAM 0,9%
Deutschland
2 Enoxaparin- Clexane®
ENOXA- Natrium Sanofi-Aventis, Frankfurt, 2x 6mg/kg S.C.
12 NMH Deutschland
3 Enoxaparin- Clexane®
Natrium Sanofi-Aventis, Frankfurt, 6mg/kg S.C.
ENOXA-6
NMH Deutschland
4 . Arixtra®
Fondaparinux o
FONDA- NMH (GlaxoSmithKline GmbH & Co. | 1,25mg/kg S.C.
1,25 KG, Deutschland)
. Tinzaparin- innohep®
Natrium (Leo Pharma GmbH, Neu- 10mg/kg s.C.
TINZA-10
NMH Isenburg, Deutschland)
5 Tinzaparin- innohep®
Natrium (Leo Pharma GmbH, Neu- 20mg/kg S.C.
TINZA-20
NMH Isenburg, Deutschland)
. Acetylsalicylséu ASS®
re Bayer Vital GmbH, 18mg/k i.p.
ASS.18 (Bay g/kg p
NSAR Leverkusen, Deutschland)
8 Acetylsalicylséu ASS®
re Bayer Vital GmbH, 85mg/k i.p.
ASS.85 (Bay g/kg p
NSAR Leverkusen, Deutschland)

Tabelle 2: Versuchsgruppentibersicht

Die in Tab. 2

Ruckenhautkammerpraparation (Tag -2) Uber einen Zeitraum von 16 Tagen in der oben

aufgefihrten  Substanzen wurden ab dem Tag der

aufgefiihrten Dosis zu der jeweils gleichen Tageszeit verabreicht. Die relativ kleine Tagesdosis
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wurde mit steriler 0,9%iger Natriumchloridlésung auf ein Volumen von 0,2 ml verdinnt, um
eine vollstandige Injektion des jeweiligen Wirkstoffes zu gewahrleisten. 14 Tage nach
Tumorzellimplantation wurde das Gewebe fir die Histologie und die Immunhistochemie

entnommen (s. Abb. 6).

| | | | |
I A A
RN

e
Tag2 -1 01 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14

| T A
I ‘r‘
Implantation Medikamentenapplikation Gewebeentnahme

der Tumorzellen

Abbildung 6: Versuchsablauf

3.4 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

3.4.1 Technik und Durchfiihrung

Die Intravitale-Fluoreszenzmikroskopie eignet sich besonders gut fur die nicht invasive,
repetitive Untersuchung der Vaskularisierungs- und Wachstumsprozesse von GFP-
transfizierten CT26.WT Zellen im Rickenhautkammermodell. Diese Methode wurde bereits
durch zahlreiche Versuche verschiedener Arbeitsgruppen etabliert [Debergh et al., 2015,
Kollmar et al., 2007, Laschke et al., 2011, Senger et al., 2015]. Vor der Mikroskopie an den
Tagen 0, 5, 8, 11 und 14 wurden die Versuchstiere zundchst narkotisiert und dann auf eine

Mikroskopierbuhne aus Plexiglas Uberfinhrt.

Um eine hohe Qualitéat der Aufnahmen zu gewahrleisten, muss die Kammer mit einem
Bindfaden an den auf der Platte vorgesehenen Halteschrauben fixiert werden. Das Tier wurde
nun mitsamt Platte auf dem Objekttragertisch positioniert. Die Intravitalmikroskopie wurde mit
Hilfe eines modifizierten Axio-Tech-Mikroskops (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) in Auflicht-
Technik durchgefuhrt. Dazu wurde eine 100 Watt HBO-Quecksilberdampflampe verwendet.
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Die Zwischenschaltung eines verschiebbaren Filterblocks mit Blaulichtfilter (450-490nm
Exzitations- und >520nm Emissionswellenlange) ermdglichte eine Anregung des GFP mit
Lichtenergie. Eine am Mikroskop angeschlossene CCD Kamera (Pieper, FK 6990-IQ-S,
COHU, Prospective Measurements Inc., San Diego, CA, USA) leitete die aufgenommenen
Bilder und Videos uber einen zwischengeschalteten Videotimer auf einen Bildschirm (VO-5800
PS, Sony, Minchen, Deutschland) und schlief3lich zur Aufzeichnung des Materials an einen
DVD-Recorder (Samsung HR 775-XEG, Samsung Group, Seoul, Sidkorea) weiter. Die
erfassten Daten wurden am Ende jedes Beobachtungstages zur spateren Analyse auf eine
DVD (DVD-R, Imation Europe BV, Hoffddorp, Niederlande) tberfuhrt. Neben einem 4-fach
Obijektiv (UPlanFI, Olympus, Japan, n.A. 0,13) fur Ubersichtsaufnahmen, wurden ein 10-fach
Objektiv (Plan Neoflar, Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n.A. 0,30) sowie ein 20-fach Objektiv
(Wasserimmersion: Achroplan, Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n.A. 0,50) zur Darstellung und
Analyse der Einzelzellen, deren Migration und der Angionese in den Beobachtungsarealen
genutzt. Die Aufzeichnung an den Einzeltagen erfolgte entsprechend eines genau festgelegten
Versuchsprotokolls (s. Abb. 7). Dazu wurde am Tag 0 mit einer Ubersichtsaufnahme
begonnen. Zudem wurden mit dem 10-fach Objektiv jeweils 4 reprasentative Felder des
Tumorrandes sowie des Tumorzentrums entsprechend Abb. 7 aufgezeichnet. An den darauf
folgenden Untersuchungstagen wurde zusétzlich eine aquivalente Aufzeichnung mit dem 20-
fach Objektiv unter mehrfachem Durchfokussieren des dreidimensionalen Tumorgewebes
durchgefiihrt. Die einzelnen Beobachtungsfelder wurden dabei im Uhrzeigersinn von auf3en

nach innen aufgezeichnet.
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Abbildung 7: Mikroskopierprotokoll; A, B: Tumoribersicht in 40-facher VergréRerung, Mal3stab= 585
um; C: Darstellung von jeweils 4 reprasentativen Feldern im Tumorzentrum (blaue Rechtecke, D) und
Tumorrand (rote Rechtecke, E), Mal3stab= 234pm; F: Darstellung von jeweils 4 repréasentativen
Feldern im Tumorzentrum (blaue Rechtecke, G) und Tumorrand (rote Rechtecke, H), Mal3stab=
117pm
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3.4.2 Auswertung der Videodateien

Die erfassten Bilddateien wurden off-line durch Wiedergabe der aufgenommenen DVD mit
einem computerassistierten Bildverarbeitungssystem ausgewertet (Capimage, Version 6.2.,
Dr. Zeintl Ingenieurbiiro Heidelberg, Deutschland).

Die Ubersichtaufnahmen mit dem 4-fachen Objektiv dienten der Bestimmung der
Primarausdehnung der Tumorzellen am Implantationstag sowie der Dokumentation von
Tumorflache, Tumorumfang, Wachstum und Angiogenese im Beobachtungsintervall. Die in
100-facher VergroRerung erfassten Felder der Tumormitte erlaubten einen ersten detaillierten
Uberblick tber ein Vorhandensein eines moglicherweise neu gebildeten Gefalkgeflechts. Mit
den Aufnahmen des 20-fachen Objektivs konnte die funktionelle Kapillardichte in 4 Regions of
Interest (ROI) des Randbereichs sowie 4 ROI des Tumorzentrums ermittelt werden. Das
mehrfache Durchfokussieren dieser Areale stellte sicher, dass das neugebildete,
dreidimensionale GefaRRnetzwerk auf Video aufgezeichnet wurde und der spéateren
Auswertung zur Verfigung stand. Die Fahigkeit der Tumorzellen, das GFP exprimieren zu
kénnen, ermdglichte unter Fluoreszenzlicht eine préazise Abgrenzung der Tumormasse sowie
einzelner migrierender GFP-CT26.WT Zellen in das Kammergewebe. Das neu gebildete
GefalZnetzwerk konnte anhand der enthaltenen Erythrozyten identifiziert werden. Durch das in
den Erythrozyten enthaltene Hamoglobin lieR3en sich diese durch ihre dunkle Farbung von den

fluoreszierenden GFP-CT26.WT-Zellen abgrenzen.

3.4.21 Flache

Zur Bestimmung der Tumorgro3e wurde die hell leuchtende Tumorzellmasse mit dem
Mauszeiger am Computerbildschirm umrandet. Dadurch war es dem Programm mdglich,
durch Erfassung der in der Umrandung liegenden Bildpunkte die Tumorflache in mm2 zu

ermitteln.

3.4.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Als funktionelle Kapillardichte wurden jene Kapillaren im Tumorgewebe definiert, in denen sich
ein klarer Erythrozytenfluss nachweisen lie3. Alle anderen Gefal3e wurden in der Messung

nicht bertcksichtigt. In jedem der acht mit dem 20-fachen Objektiv aufgenommenen Areale
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wurden alle perfundierten Kapillaren mit dem Mauszeiger durch Linien nachgezeichnet. Aus
diesem Liniennetzwerk errechnete das Bildverarbeitungssystem die vorliegende Kapillardichte

in cm/cm?.

3.5 Histologie und Immunhistochemie

3.5.1 Herstellung der Gewebeproben

Im Anschluss an die 14-tdgige Beobachtungszeit wurde das Versuchstier mit einer Uberdosis
Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) euthanasiert.
Das tumortragende Gewebe der Rickenhautkammer wurde exzidiert, mit mehreren Kanilen
auf einer Korkplatte fixiert und zur weiteren Bearbeitung aufgespannt. Mit einer Skalpellklinge
wurde der Tumor in zwei gleich grof3e Halften geteilt. Eine Tumorhalfte wurde zur weiteren
Konservierung in eine 4%ige Formalinlésung (Roti®Histofix 4%, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) Uberfuhrt. Die andere Halfte des Gewebestiicks wurde in eine Tissue-Tek-
Losung (Jung, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) eingebettet, in
flissigen Stickstoff getaucht und anschlieRend bei -80°C aufbewahrt. Die in Formalin fixierten
Proben wurden zur spateren Analyse in Paraffin eingebettet. Durch Entparaffinierung wurden
Schnitte von 5um Dicke angefertigt und zunachst standardmafig mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
(s. Abb. 8A) gefarbt, um die Qualitat der fixierten Tumore zu beurteilen. Um Aussagen Uber
die Proliferation des Tumorgewebes und dessen programmierten Zelluntergang durch
Apoptose treffen zu kénnen, wurden immunhistochemische Markierungen durchgefihrt. Als
Proliferationsmarker diente PCNA, ein Protein, das in der eukaryotischen DNA-Replikation
eine bedeutsame Rolle spielt und somit Rickschlisse auf Zellteilung und Tumorwachstum
erlaubt (s. Abb. 8C). Fir die Quantifizierung der Apoptoserate wurde der Apoptosemarker
Caspase-3, eine fir den programmierten Zelltod essentielle Cysteinprotease, detektiert (s.
Abb. 8B). Dazu wurden die Gewebeschnitte zu Beginn entparaffiniert und in einem
Citraconsaureanhydridpuffer (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) angedaut. Die endogenen
Peroxidasen, Biotin und Avidin wurden durch Blockierungsreagenzien (abcam®, Cambridge,
England) ausgeschaltet. AnschlieBend wurden die Primarantikérper, ein anti-cleaved
Caspase-3-Antikorper (rabbit-anti-mouse-Antikdrper 1:100, New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland) sowie ein anti-PCNA-Antikérper (mouse-anti-pan-Antikdrper 1:200, Dako
Cytomation, Hamburg, Deutschland) aufgetragen und (ber Nacht bei Raumtemperatur

inkubiert. Als Sekundarantikérper dienten ein Biotin-markierter goat-anti-rabbit-Antikdrper
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(abcam®, Cambridge, England) fir die Caspase-3 und ein goat-anti-mouse-IgG2a-Antikdrper
(abcam®, Cambridge, England) fur das PCNA. Nach erneuter Inkubation bei Raumtemperatur
wurde eine Streptavidin-Peroxidase-Ldsung hinzugeftigt. Die Sichtbarmachung des jeweiligen
Antigens erfolgte daraufhin durch Zugabe des Chromogens Diaminobenzidin und dessen
Umsetzung durch die Peroxidase. Anschliel3end wurden die Gewebeschnitte nach Meyer in
Hamalaun gefarbt und mit Glyceringelatine eingedeckt.

Endothelzellen exprimieren das CD31-Protein, auch PECAM-1 genannt. Diese Eigenschaft
wird genutzt, um die Angiogenese in Tumoren zu quantifizieren. Hierzu missen die Schnitte
auch zunéachst entparaffiniert und angedaut werden. Als Primarantikorper wurde ein rat-anti-
mouse-anti-CD31-Antikorper (1:30, Dianova, Hamburg, Deutschland) verwendet und Uber
Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurde ein goat-anti-rat-Cy3-
Sekundarantikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland) hinzugefiigt. Nach einer weiteren
Inkubation in einer 37°C feuchten Umgebung wurde eine Kernfarbung mit Bisbenzimid
durchgefuhrt. Im letzten Schritt wurden die fertigen Schnitte ebenfalls mit Glyceringelatine

eingedeckt.

Abbildung 8: A:Tumorlbersicht in HE-Farbung, MaRstab=211pm, B:Caspase-3 Farbung, C: PCNA-
Farbung, MalR3stab=26pum
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3.5.2 Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte innerhalb weniger Tage, um ein
Ausbleichen der Farbungen zu verhindern. Die Caspase-3- und PCNA-Praparate wurden in
Durchlichttechnik mit dem Olympus Mikroskop (Olympus BX60F, Olympus Optical CO. LTD.,
Japan) ausgezahlt. Zur Beurteilung der Zellproliferation wurde zunachst die Anzahl von PCNA-
positiven Zellen pro High-Power-Field (HPF) in % erfasst. Daraus wurde anhand folgendem
Schema ein semiquantitativer Score gebildet. Fiir Werte <1% wurden 0 Punkte, fur Werte von
1-10% wurde 1 Punkt, fur Werte von 11-30% wurden 2 Punkte, fiir Werte von 31-50% wurden
3 Punkte und fur Werte >50% wurden 4 Punkte vergeben. Die Apoptoserate wurde als
absolute Anzahl der Caspase-3-positiven Zellen pro HPF festgelegt. Die Angiogenese wurde
zunachst mit Hilfe eines speziellen Fluoreszenz-Mikroskops (BZ 8001 (Biozero), Keyence,
Neu-Isenburg, Deutschland) als Anzahl PECAM-1-positiver Endothelzellen pro HPF erfasst

und dann in Anzahl PECAM-1-positiver Zellen/mm?2 umgewandelt.

3.6 Statistik

Die tabellarische Datenerfassung erfolgte zun&chst mit Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, Vereinigte Staaten). Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsgruppen wurden als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. AnschlieRend wurden die
statistischen Analysen mit Hilfe der SigmaPlot Software (Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland) durchgefuhrt. Nach einer Prifung auf Normalverteilung und Homogenitat der
Varianz in den verschiedenen Versuchsgruppen wurden zunéchst Unterschiede zwischen den
Gruppen mittels Varianzanalyse (ANOVA) eruiert. Im Anschluss wurde dann ein
entsprechender Post-Hoc-Test (Bonferroni-Korrektur) durchgefiihrt. Eine statistische

Signifikanz wurde mit p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung der NMH Enoxaparin-Natrium, Fondaparinux
und Tinzaparin-Natrium sowie des nicht steroidalen Antirheumatikums Acetylsalicylsaure auf
GFP-transfizierte CT-26.WT Kolonkarzinomzellen in-vivo untersucht. Hierbei wurde im
Speziellen die Wirkung auf die Tumorgréi3e, die Zellproliferation, die Angiogenese sowie auf
die Tumorzellapoptose ermittelt. An den einzelnen Beobachtungstagen, wie auch im Abschnitt
5.4 beschrieben, werden die Ergebnisse der TumorgrofRe sowie der Angiogenese der
einzelnen Substanzgruppen mit der Kontrollgruppe verglichen. Die am Beobachtunstag 14
erhobenen Ergebnisse der PCNA-, Caspase-3- und PECAM-1-Farbungen werden ebenfalls
der Kontrollgruppe gegentibergestellt (s. Abschnitt 3.5).

4.1 Enoxaparin-Natrium

4.1.1 Tumorwachstum

Die Messung des Tumorwachstums erfolgte an den Beobachtungstagen 0, 5, 8, 11 und 14
durch die Bestimmung der Tumorflache mit Hilfe der IVM. Dabei wurde der prozentuale
Zuwachs der Tumorflache im 14-tdgigen Beobachtungsintervall bestimmt. Die Abb. 9 zeigt
eine stetige Zunahme der Tumorfliche in allen 3 Versuchsgruppen nach
Tumorzellimplantation. Eine Behandlung der Tiere mit ENOXA-6 bzw. ENOXA-12 flhrte im

Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Reduktion der Tumorflache.
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Abbildung 9: Analyse der Tumorflache (Zuwachs in %) Uber einen 14-tdgigen Beobachtungszeitraum
nach Tumorzellimplantation unter taglicher Behandlung mit 1xémg/kg (ENOXA-6, schwarze Quadrate)
bzw. 2x6mg/kg (ENOXA-12, graue Quadrate) Enoxaparin-Natrium im Vergleich zur Sham-
behandelten Kontrollgruppe (weil3e Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.1.2 Tumorangiogenese

Mit Hilfe der IVM wurde die Tumorangiogenese durch Messung der Kapillardichte im
Tumorrand und im Tumorzentrum an den Beobachtungstagen 5, 8, 11 und 14 untersucht (s.
Abb. 10). Die Abb. 10 demonstriert eine Zunahme der Kapillardichte im Bereich des
Tumorrandes und des Tumorzentrums (ber den gesamten Beobachtungszeitraum. Die
Behandlung der Tiere mit ENOXA-6 und ENOXA-12 zeigt eine geringere, jedoch nicht
signifikante Verringerung der Tumorangiogenese im Bereich des Tumorrandes und des
Tumorzentrums im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen den beiden ENOXA-Dosierungen
l&sst sich kein relevanter Unterschied eruieren.
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Abbildung 10: Reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der kapillaren Perfusion des

Tumorrandes an Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche Behandlung

mit 1x6mg/kg (B, ENOXA-6) oder 2x6mg/kg (C, ENOXA-12) Enoxaparin-Natrium, Ma3stab=60um. D

und E: Quantitative Analyse der Kapillardichte (in cm/cm2) im Tumorrand (D) und im Tumorzentrum (E)

unter Behandlung mit ENOXA-6 (graue Quadrate) oder ENOXA-12 (schwarze Quadrate) im Vergleich
zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weil3e Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

Die Kapillardichte wurde zusatzlich zur IVM am Beobachtungstag 14 durch eine
immunhistochemische Farbung mit dem PECAM-1-Antikdrper bestimmt. Wie in Abb. 11
erkennbar, kann durch die Behandlung mit ENOXA-6 im Vergleich zur Kontrollgruppe kein
Unterschied in der Anzahl PECAM-1-positiver Zellen in der immunhistochemischen Farbung
festgestellt werden. Die Behandlung mit ENOXA-12 fuhrt zu einer leicht jedoch nicht signifikant
erhdhten Anzahl PECAM-1-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 11: Repréasentative immunhistochemische Aufnahmen der PECAM-1-positiven Zellen im
Tumorgewebe an Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tégliche
Behandlung mit 1xémg/kg (B, ENOXA-6) oder 2x6mg/kg (C, ENOXA-12) Enoxaparin-Natrium,
MaRstab=16um. D: Quantitative Analyse der Kapillardichte (PECAM-1-positive Zellen/mm32) im
Tumorgewebe unter Behandlung mit ENOXA-6 (grauer Balken) oder ENOXA-12 (schwarzer Balken)
im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weiRer Balken). Daten sind als Mittelwert und
SEM angegeben.

4.1.3 Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose

Die Tumorzellapoptose wurde am Beobachtungstag 14 durch eine immunhistochemische
Farbung mit dem Apoptose-Marker Caspase-3 bestimmt, die Zellproliferation durch eine
immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker PCNA. Die Behandlung der
Tiere mit ENOXA-6 und ENOXA-12 zeigt keinen Einfluss auf die Anzahl der Caspase-3-
positiven Zellen am Beobachtungstag 14 im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 12A). Die
Behandlung mit ENOXA-6 bzw. ENOXA-12 fuhrt auch nicht zu einer Beeinflussung der PCNA-
positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb.12B).
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Abbildung 12: Analyse der Tumorzellapoptose (A, Caspase-3-positive Zellen/HPF) sowie der
Tumorzellproliferation (B, PCNA-positive Zellen als semiquantitativer Score) im Tumorgewebe an Tag
14 nach Tumorzellimplantation unter Behandlung mit 1x6mg/kg (ENOXA-6, grauer Balken) oder
2x6mg/kg (ENOXA-12, schwarzer Balken) Enoxaparin-Natrium im Vergleich zur Sham-behandelten
Kontrollgruppe (weiRer Balken). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.
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4.2 Fondaparinux

4.2.1 Tumorwachstum

Uber den 14-tagigen Beobachtungszeitraum zeigt sich in den beiden Versuchsgruppen eine
stetige Zunahme der Tumorflache. Eine Behandlung der Tiere mit FONDA-1,25 fuhrt zu keiner
signifikanten Reduktion der Tumorflache im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 13)
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Abbildung 13: Analyse der Tumorflache (Zuwachs in %) Uber einen 14-tdgigen
Beobachtungszeitraum nach Tumorzellimplantation unter taglicher Behandlung mit 1,25mg/kg
Fondaparinux (FONDA-1,25, schwarze Quadrate) im Vergleich zur Sham-behandelten
Kontrollgruppe (weiRe Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.2.2 Tumorangiogenese

Uber den 14-tagigen Beobachtungszeitraum zeigt sich in beiden Versuchsgruppen eine
kontinuierliche Zunahme der Kapillardichte sowohl am Tumorrand als auch im Tumorzentrum
(s. Abb. 14). Eine Behandlung mit FONDA-1,25 fihrt an den Beobachtungstagen 8 und 14
aufgrund der hohen Standardabweichung zu einer nicht signifikanten Verringerung der
Kapillardichte in der Tumorperipherie und im Tumorzentrum. Am Beobachtungstag 11 fihrt

die Behandlung mit FONDA-1,25 zu einer signifikanten Reduktion der Kapillardichte in den
ROIL.
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Abbildung 14: Repréasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der kapillaren Perfusion des
Tumors an Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche Behandlung mit
1,25mg/kg Fondaparinux (B, FONDA-1,25), Mal3stab=300um. C und D: Quantitative Analyse der
Kapillardichte (in cm/cm?) im Tumorrand (C) und im Tumorzentrum (D) unter Behandlung mit FONDA-
1,25 (schwarze Quadrate) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weil3e Kreise). Daten
sind als Mittelwert und SEM angegeben. *p<0,05 versus SHAM.

Eine Behandlung der Tiere mit FONDA-1,25 fiihrt am Beobachtungstag 14 nach
Tumorzellimplantation in der immunhistochemischen Farbung im Vergleich zur Kontrollgruppe
zu einer geringeren, jedoch nicht signifikanten Verringerung der Anzahl von PECAM-1-
positiven Zellen (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: Quantitative Analyse der Kapillardichte (PECAM-1-positive Zellen/mm?2) im
Tumorgewebe an Tag 14 nach Tumorzellimplantation unter Behandlung mit 1,25mg/kg Fondaparinux
(FONDA-1,25, schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (wei3er
Balken). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.2.3 Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose

Die Behandlung mit FONDA-1,25 fihrt zu keiner signifikanten Anderung der
Tumorzellapoptose (s. Abb. 16A). Die Analyse der PCNA-positiven Zellen zeigt am
Beobachtungstag 14 nach Tumorzellimplantation ebenso keinen relevanten Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der mit FONDA-1,25 behandelten Versuchsgruppe (s. Abb.
16B).
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Abbildung 16: Analyse der Tumorzellapoptose (A, Caspase-3-positive Zellen/HPF) sowie der
Tumorzellproliferation (B, PCNA-positive Zellen als semiquantitative Score) im Tumorgewebe an Tag
14 nach Tumorzellimplantation unter Behandlung mit 1,25mg/kg Fondaparinux (FONDA-1,25,
schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weil3er Balken). Daten sind

FONDA-1,25

als Mittelwert und SEM angegeben.
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4.3 Tinzaparin-Natrium

4.3.1 Tumorwachstum

Die Abb. 17 zeigt ein stetiges Wachstum der Tumorflache Gber den Beobachtungszeitraum
von 14 Tagen. Eine Behandlung mit TINZA-10 und TINZA-20 fihrt zu keiner signifikanten
Reduktion des Tumorwachstums gemessen an der Tumorflache im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Zwischen den beiden Tinzaparin-Natrium Dosierungen lasst sich ebenfalls
kein bedeutsamer Unterschied erkennen.
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Abbildung 17: Analyse der Tumorflache (Zuwachs in %) tber einen 14-tdgigen Beobachtungszeitraum
nach Tumorzellimplantation unter taglicher Behandlung mit 10mg/kg (TINZA-10, graue Quadrate) bzw.
20mg/kg (TINZA-20, schwarze Quadrate) Tinzaparin-Natrium im Vergleich zur Sham-behandelten
Kontrollgruppe (weif3e Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.3.2 Tumorangiogenese

Eine Behandlung der Tiere mit TINZA-10 fuhrt im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
deutlichen Reduktion der Kapillardichte im Tumorrand an den Beobachtungstagen 5, 8 und 14
und im Tumorzentrum an den Beobachtungstagen 8 und 14. Die Reduktion ist allerdings im
Mehrgruppenvergleich nicht signifikant. Nur am Beobachtungstag 11 kann eine signifikante

Verminderung der Kapillardichte im Tumorrand und im Tumorzentrum nachgewiesen werden.
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Eine Behandlung der Tiere mit TINZA-20 reduziert die Kapillardichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe, weist aber im Vergleich zur Behandlung mit TINZA-10 einen deutlich
geringeren Effekt auf (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Représentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der kapillaren Perfusion des
Tumorzentrums an Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche
Behandlung mit 10mg/kg (B, TINZA-10) oder 20mg/kg (C, TINZA-20) Tinzaparin-Natrium,
Mafstab=120um. D und E: Quantitative Analyse der Kapillardichte (in cm/cm?2) im Tumorrand (D) und
im Tumorzentrum (E) unter Behandlung mit TINZA-10 (graue Quadrate) oder TINZA-20 (schwarze
Quadrate) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weiRe Kreise). Daten sind als Mittelwert
und SEM angegeben.*p<0,05 versus SHAM.

Die immunhistochemische Analyse der Kapillardichte zeigt am Tag 14 fur die Behandlung mit
TINZA-10 eine verringerte Anzahl PECAM-1-positiver Zellen/mm? im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Applikation von TINZA-20 fiihrt am Beobachtungstag 14 im Vergleich zur
Kontrollgruppe sowie zu TINZA-10 zu einer nicht signifikanten Erhéhung der Anzahl PECAM-
1-positiver Zellen (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Reprasentative immunhistochemische Ubersichtsaufnahmen der PECAM-1-positiven
Zellen im Tumorgewebe an Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche
Behandlung mit 10mg/kg Tinzaparin-Natrium (B, TINZA-10), Ma3stab=211um. C: Quantitative Analyse
der Kapillardichte (PECAM-1-positive Zellen/mm?) im Tumorgewebe unter Behandlung mit TINZA-10
(grauer Balken) oder TINZA-20 (schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe
(weiBer Balken). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.
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4.3.3 Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose

Eine Verabreichung von TINZA-10 bzw. TINZA-20 fihrt am Beobachtungstag 14 zu keiner
bedeutsamen Veranderung der Tumorzellapoptose im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Betrachtet man die Tumorzellproliferation unter Behandlung mit Tinzaparin-Natrium, so zeigt
sich eine signifikante Verringerung der PCNA-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Zwischen TINZA-10 und TINZA-20 lasst sich kein Unterschied feststellen (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Repréasentative Aufnahmen der PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe an Tag 14
nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche Behandlung mit 10mg/kg (B, TINZA-
10) oder 20mg/kg (C, TINZA-20) Tinzaparin-Natrium, MaRstab=16um. D und E: Analyse der
Tumorzellapoptose (D, Caspase-3-positive Zellen/HPF) sowie der Tumorzellproliferation (E, PCNA-
positive Zellen als semiquantitativer Score) unter Behandlung mit TINZA-10 (grauer Balken) oder
TINZA-20 (schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (weiRer Balken).
Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.*p<0,05 versus SHAM.

51



4.4 Acetylsalicylsaure

4.4.1 Tumorwachstum

Die Versuchsgruppen zeigen Uber den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen einen
kontinuierlichen Zuwachs der Tumorflache. Fir die Behandlung mit ASS-18 bzw. ASS-85 lasst
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikante Reduktion der Tumorflache ber den
gesamten Untersuchungszeitraum darstellen (s. Abb. 21).
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Abbildung 21: Analyse der Tumorflache (Zuwachs in %) lber einen 14-tagigen Beobachtungszeitraum
nach Tumorzellimplantation unter taglicher Behandlung mit 18mg/kg (ASS-18, graue Quadrate) bzw.
85mg/kg (ASS-85, schwarze Quadrate) Acetylsalicylsaure im Vergleich zur Sham-behandelten
Kontrollgruppe (weil3e Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.4.2 Tumorangiogenese

Alle 3 Versuchsgruppen zeigen Uuber den 14 tagigen Beobachtungszeitraum eine
kontinuierliche Zunahme der Kapillardichte. Eine Behandlung mit Acetylsalicylsdure reduziert
die Kapillardichte in der Peripherie und im Zentrum der implantierten Tumore tber den
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe vor allem an den Tagen
8, 11 und 14. Die Reduktion ist im Mehrgruppenvergleich allerdings nicht signifikant. Fir ASS-
85 kann eine starkere Reduktion der Kapillardichte erreicht werden als fir ASS-18. Fur die
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Tage 8 und 14 kann fur die Reduktion der Kapillardichte aufgrund der grof3en
Standardabweichung keine Signifikanz erreicht werden. Am Beobachtungstag 11 fihrt die
Applikation von ASS-85 zu einer signifikanten Reduktion der Kapillardichte im Tumorrand im

Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 22).
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Abbildung 22: Repréasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen der kapillaren Perfusion des
Tumorrandes an Tag 11 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche Behandlung
mit 18mg/kg (B, ASS-18) oder 85mg/kg (C, ASS-85) Acetylsalicylsaure, MaRstab=60um. D und E:
Quantitative Analyse der Kapillardichte (in cm/cm2) im Tumorrand (D) und im Tumorzentrum (E) unter
Behandlung mit ASS-18 (graue Quadrate) oder ASS-85 (schwarze Quadrate) im Vergleich zur Sham-
behandelten Kontrollgruppe (weil3e Kreise). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.*p<0,05
versus SHAM.

Eine Behandlung der Tiere mit Acetylsalicylsaure fihrt am Beobachtungstag 14 zu einer
leichten, nicht signifikanten Verringerung der Anzahl von PECAM-1-positiven Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Fir ASS-85 kann eine starkere Reduktion der Zahl PECAM-1-
positiver Zellen erreicht werden. Allerdings ist auch hier der Vergleich mit der Kontrollgruppe
nicht signifikant (s. Abb.23).
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Abbildung 23: Repréasentative immunhistochemische Aufnahmen der PECAM-1-positiven Zellen im
Tumorgewebe am Tag 14 nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tagliche
Behandlung mit 18mg/kg (B, ASS-18) oder 85mg/kg (C, ASS-85) Acetylsalicylsdure, Mal3stab=16um.
D: Quantitative Analyse der Kapillardichte (PECAM-1-positive Zellen/mm?) im Tumorgewebe unter
Behandlung mit ASS-18 (grauer Balken) oder ASS-85 (schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-
behandelten Kontrollgruppe (weiRer Balken). Daten sind als Mittelwert und SEM angegeben.

4.4.3 Tumorzellproliferation und Tumorzellapoptose

Entsprechend Abb. 24D bewirkt die Behandlung mit ASS-85 eine Steigerung der
Tumorzellapoptose am Beobachtungstag 14 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur
Behandlung mit ASS-18. Fir die Applikation von ASS-85 im Vergleich zu ASS-18 war die
Erhéhung der Anzahl von Caspase-3-positiven Zellen signifikant. Eine Behandlung mit
Acetylsalicylsaure fiihrt zudem am Beobachtungstag 14 zu einer leichten, aber nicht
signifikanten Verminderung der Tumorzellproliferation im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb.

24E).
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Abbildung 24: Reprasentative Aufnahmen der PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe an Tag 14
nach Tumorzellimplantation. Sham-Behandlung (A) bzw. tégliche Behandlung mit 18mg/kg (B, ASS-
18) oder 85mg/kg (C, ASS-85) Acetylsalicylsaure, MaRstab=16um. D und E: Analyse der
Tumorzellapoptose (D, Caspase-3-positive Zellen/HPF) sowie der Tumorzellproliferation (E, PCNA-
positive Zellen als semiquantitativer Score) unter Behandlung mit ASS-18 (grauer Balken) oder ASS-
85 (schwarzer Balken) im Vergleich zur Sham-behandelten Kontrollgruppe (wei3er Balken). Daten
sind als Mittelwert und SEM angegeben.*p<0,05 versus ASS-18.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion des tierexperimentellen Versuchsmodells

Das Modell der Rickenhautkammer erlaubt uns nach Implantation von Zellen,
Gewebetransplantaten oder Biomaterialen die wiederholte nicht invasive, mehrtagige bis
zweiwodchige Beurteilung und Dokumentation des Wachstumsprozesses an der narkotisierten
Maus sowie eine spéatere Quantifizierung der Messparameter mit Hilfe eines Computer-
gestitzten Bildverarbeitungsprogrammes [Laschke et al., 2011, Menger et al., 2002]. Durch
dieses Versuchsmodell lassen sich im Fall unserer Studie Aussagen Uuber die
Tumorvaskularisierung und Uber das Tumorflachenwachstum treffen. Die von uns
durchgefihrte Implantation syngener GFP-transfizierter CT-26.WT Kolonkarzinomzellen ist
ein etabliertes Modell und wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen angewandt [Kollmar et
al., 2007]. Der Versuchsablauf ist bei jedem einzelnen Versuchstier gut reproduzierbar. Die
Aussagekraft eines in-vitro Experiments ist im Vergleich zum Tierexperiment deutlich geringer

und nur bedingt auf den menschlichen Organismus tbertragbar.

Die Dosierungen der Pharmaka wurden anhand bereits durchgefiihrter Studien bestimmt. Die
Dosis von ENOXA-6 wurde entsprechend einer Studie von Li et al. gewahlt, die fur eine Dosis
von 4-8mg/kg Enoxaparin-Natrium im Mausmodell eine gute Vertraglichkeit erzielen konnte [Li
et al., 2009]. Durch die 2x tagliche Applikation von 6mg/kg Enoxaparin-Natrium (ENOXA-12)
sollte untersucht werden, ob eine Verdopplung der Dosis auch eine starkere Wirkung
hervorrufen kann. Die Dosierung von FONDA-1,25 stammt aus einem Mausmodell von Xu et
al. aus dem Jahr 2006 [Xu et al., 2006]. Die Dosierung von TINZA-10 wurde aus einem
Mausmodell mit Melanomzellen abgeleitet, in dem fir die genannte Dosis eine
Metastasierungshemmung nachgewiesen werden konnte [Amirkhosravi et al., 2003]. Durch
Verdopplung der Tinzaparin-Natrium-Dosierung sollte auch hier analog zur Dosierung von
Enoxaparin-Natrium untersucht werden, ob eine héhere Dosis eine Steigerung der Wirkung
hervorrufen kann. Als Orientierung fur die Festlegung der Dosis der Acetylsalicylsdure diente
eine Studie von Javeed et al., die durch eine Applikation von 60mg/kg Acetylsalicylsaure im

Balb-c Mausmodell eine positive Wirkung ausmachen konnte [Javeed et al., 2011].

Um Storfaktoren zu minimieren, wurden die Tiere randomisiert zu den einzelnen
Versuchsgruppen zugeordnet. Alle Operationen, Implantationen und Untersuchungen wurden
von einer Person durchgefiihrt. Um den Fehler einer subjektiven Beeinflussung der Ergebnisse

zu relativieren, wurden die Ergebnisse verblindet ausgewertet. Nachteilig am vorliegenden
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Versuchsmodell ist die fehlende Mdglichkeit zur Bestimmung der gesamten Tumorzellmasse.
Zudem kann auch die Vaskularisierung in unserem Modell nur naherungsweise bestimmt
werden, da die IVM nur eine Analyse der oberflachlichen Tumorschichten erlaubt. Dennoch
stellt die Riickenhautkammer im Vergleich zu anderen Versuchsmodellen den bestméglichen

Kompromiss fur eine repetitive in-vivo Analyse dar.

5.2 Enoxaparin-Natrium und Tumorwachstum

Die Applikation von ENOXA-6 und ENOXA-12 hat in unserem Versuchsmodell keinen Einfluss
auf die Tumorzellproliferation, die Tumorzellapoptose und das Tumorwachstum der GFP-
transfizierten CT26.WT Tumorzellen. Im Gegensatz zu den von uns beobachteten
Ergebnissen wird den NMH in der Literatur jedoch eine Hemmung der Zellproliferation und des
Tumorwachstums sowie eine Induktion der Apoptose zugeschrieben. Als Ursache fiur die
antitumordse Wirkung der NMH werden verschiedene Anséatze diskutiert. Es wird vermutet,
dass die NMH Uber eine Hemmung der TF-Sekretion sowie Uber eine Induktion der TFPI-
Ausschittung die Tumorzellproliferation, die Apoptose und schlielich das Tumorwachstum
beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur der TF sondern auch der TFPI im
Rahmen des Tumor-induzierten hyperkoagulativen Stadiums die Tumorzellproliferation, die
Tumorzellapoptose und auch das Tumorwachstum beeinflussen. In einem in-vitro Versuch an
HCT116 Kolonkarzinomzellen konnte nachgewiesen werden, dass durch eine Reduktion der
TF-Expression das Tumorwachstum gehemmt werden kann [Versteeg et al., 2008, Yu et al.,
2005]. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch durch Einsatz eines rekombinanten TFPI
beobachtet werden [Tieken et al., 2016, Versteeg et al., 2013].

Als Ursache fur die TFPI- sowie TF-vermittelte Wirkung der NMH auf die
Tumorzellproliferation, die Tumorzellapoptose und das Tumorwachstum wird eine Hemmung
der PAR-induzierten Signaltransduktion vermutet. Die PARs sind G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die in den Zellen der Kapillarwand sowie in Thrombozyten und Leukozyten
exprimiert werden. Sie fuhren Extracellular-Signal-Regulated Kinase-1- und -2- (ERK-1 und -
2), Calcium- sowie Protein Kinase Ca-vermittelt zu einer Ausschittung von Zytokinen,
Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Lipiden und beeinflussen somit die Zellproliferation, die
Apoptose und die Zellmigration. Als direkte Aktivatoren der PAR spielen Thrombin, der TF-
FVila- sowie der TF-FVlla-Xa-Komplex eine bedeutsame Rolle. Thrombin und der TF-FVII-

FXa-Komplex fihren zu einer Aktivierung des Protease-activated-Rezeptor 1 (PAR-1). Der TF-
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FVlla-Komplex sowie der TF-FVIla-FXa-Komplex aktivieren vor allem den Protease-activated-
Rezeptor 2 (PAR-2). Dieser wird hauptséachlich in kolorektalen Karzinomen exprimiert. Hu et
al. bestétigten in einem in-vitro Versuch an SW620 Kolonkarzinomzellen, dass der TF-FVlla-
Komplex PAR-2-vermittelt zu einer Induktion der Zellproliferation von SW620
Kolonkarzinomzellen fihrt [Hu et al., 2013]. In einer Studie von Darmoul et al. an HT29
Kolonkarzinomzellen konnte zudem nachgewiesen werden, dass eine Thrombin-induzierte
Stimulation des PAR-1 in-vitro ein vermehrtes Tumorwachstum hervorruft [Darmoul et al.,
2003]. Es wird angenommen, dass die NMH durch Reduktion der TF-Sekretion zu einer
Hemmung der TF-FVlla-sowie TF-FVII-FXa-Komplex-vermittelten Signaltransduktion fiihren
konnen. Die TFPI-vermittelte Wirkung der NMH wird durch eine Komplexbildung des TFPI mit
dem TF-FVlIla-Komplex hervorgerufen. Die Bildung des TFPI-TF-FVlla-Komplexes flhrt somit
sowohl direkt als auch indirekt durch eine Reduktion der Thrombinbildung zur Hemmung der
PAR-vermittelten Signaltransduktion und dadurch zur Hemmung der Tumorzellproliferation

und des Tumorwachstums.

Eine in-vitro Studie von Carmazzi et al. konnte diese vermutete antiproliferative Wirkung der
NMH bestatigen. Fur die Applikation des NMH Nadroparin mit einem Molekulargewicht von ca.
4,5kDa konnte ein Zellzyklusarrest in Lungenkarzinomzellen nachgewiesen werden [Carmazzi
et al., 2012]. Demgegenlber steht eine Studie von Bereczky et al. [2005], die analog zu
unseren Ergebnissen fiir das NMH Dalteparin-Natrium weder eine Proliferationshemmung

noch eine Wachstumshemmung von Melanomzellen nachweisen konnte.

In der bereits diskutierten Studie von Carmazzi et al. konnte durch die Applikation des NMH
Nadroparin, wie auch in unserer Studie, keine Induktion der Apoptose beobachtet werden.
Allerdings gibt es Studien, die Anlass geben zu vermuten, dass die NMH die Apoptose
induzieren. Manaster et al. zeigten in ihren Arbeiten, dass Heparine in humanen neutrophilen
Granulozyten zu einer Induktion der Apoptose flihren [Manaster et al., 1996]. Als Ursache wird
ebenfalls eine Hemmung der PAR-2-vermittelten Signaltransduktion vermutet. Shanshan et.
al konnten in ihrer Studie an Zervixkarzinomzellen nachweisen, dass eine direkte Hemmung
des PAR-2 neben einer Hemmung der Zellproliferation auch eine Induktion der Apoptose
bewirkt [Shanshan et al., 2019].

Entgegen den bereits diskutierten Studien konnten wir in unserem Experiment keine
Enoxaparin-Natrium-vermittelte Wirkung auf die Zellproliferation bzw. Tumorzellapoptose
nachweisen. Die genannten Erkenntnisse der Literatur sind kritisch zu diskutieren. Sie bieten
magliche Erklarungsansatze fiir die bisher beobachteten Wirkungen der NMH. Es ist jedoch
fraglich, ob die TFPI-Induktion bzw. die Hemmung der TF-Sekretion durch die NMH
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ausreichend ist, um die PAR-vermittelte Signaltransduktion zu drosseln und dadurch die
Zellproliferation, die Tumorzellapoptose und schlussendlich das Tumorwachstum zu
beeinflussen. Betrachtet man die Studie von Mousa et al., dann lasst sich die fehlende Wirkung
in unserer Studie moglicherweise durch die geringe Molekilmasse von Enoxaparin-Natrium
erklaren. Mousa et al. zeigten, dass erst ab einer Molekilmasse >2kDa mit einer Ausschiittung
des TFPI gerechnet werden kann [Mousa et al., 2003, Mousa et al., 2013]. Eine maximale
TFPI-Ausschittung konnte erst fiir ein Molekulargewicht von 8-12kDa detektiert werden
[Mousa et al., 2004, Norrby, 2006]. Daher ist davon auszugehen, dass das Molekulargewicht
von Enoxaparin-Natrium nicht ausreicht, um eine PAR-vermittelte Hemmung der
Zellproliferation oder eine Induktion der Apoptose zu bewirken. Die Hemmung der
Zellproliferation konnte bisher grotenteils nur durch potentere Agenzien, chemisch
modifizierte Heparine sowie extrem hohe Dosierungen erreicht werden. Zudem stammen die
meisten der positiven Ergebnisse und Erklarungsansétze der Literatur aus in-vitro Versuchen,

die mit unserem Versuchsprotokoll nur bedingt verglichen werden kénnen.

Als weitere Ursache fiir die antitumordse Wirkung der NMH wird eine Inaktivierung der
Heparanase sowie der P-Selektine verantwortlich gemacht. Die Heparanase ist eine
Endoglycosidase, die durch Spaltung von Heparansulfat-Ketten und Heparansulfat-
Proteoglycanen die extrazellulare Matrix degradieren kann. So wird den Tumorzellen eine
Migration ins umgebende Gewebe erleichtert. Die Heparanase ruft zudem eine vermehrte
Ausschiittung des TF hervor und fuhrt durch eine Komplexbildung mit dem TFPI zu dessen
Inaktivierung [Mousa et al., 2009, Nadir et al., 2014]. Bar-Ner et al. konnten in ihrer Studie fir
non-anticoagulant Heparine mit einem Molekulargewicht von 4,5kDa eine Hemmung der
Heparanase-Aktivitat nachweisen [Bar-Ner et al., 1987]. Die direkte Auswirkung auf das

Tumorwachstum wurde nicht untersucht.

Die Heparin-vermittelte Hemmung der P-Selektine fuhrt zu einer Reduktion der Zell-Zell-
Interaktion zwischen Thrombozyten, Leukozyten und Tumorzellen. Die Tumorzelle kann so
besser durch die kdrpereigene Immunzelle erkannt und destruiert werden [Alyahya et al.,
2015]. Des Weiteren ermdglichen die P-Selektine eine Migration von Leukozyten in das
umliegende Gewebe. Es wird vermutet, dass auch die Tumorzelle diesen Mechanismus zur
Migration ins Gewebe nutzt [Borsig et al., 2001, Garcia et al., 2007, Mousa et al., 2009,
Stevenson et al., 2005, Wei et al., 2004]. Eine Hemmung der P-Selektine fiihrt zudem zu einer
Downregulation der TF-Auschittung. Stevenson et al. [2005] konnten in ihrer Studie mit
Kolonkarzinom- und Melanomzellen fir klinisch relevante Enoxaparin-Natrium-Dosierungen

jedoch nur eine schwache Hemmung der P-Selektine nachweisen. Das primare
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Tumorwachstum bzw. die Zellproliferation wurden in dieser Arbeit nicht untersucht [Stevenson
et al., 2005].

Entsprechend einer in-vitro Studie von Takahashi et al. ist zudem davon auszugehen, dass
eine Beeinflussung des Tumorwachstums auch durch eine Hemmung der Angiogenese
hervorgerufen werden kann [Takahashi, 2005]. Diese Annahme basiert auf der These von
Folkman et al., die zeigten, dass Tumore ab einer Grofl3e von 2-3mm?2 zum weiteren Wachstum
eine suffiziente GefalRversorgung bendtigen [Folkman, 1971]. Takahashi et al. bestatigten in
ihrer Studie, dass NMH Uber eine Hemmung der Angiogenese zur Hemmung des
Tumorwachstums flihren. Die Zellproliferation konnte wie auch in unserer Studie nicht
beeinflusst werden [Takahashi et al., 2005]. So lasst sich die ausbleibende
Wachstumshemmung in der vorliegenden Untersuchung nach Folkman et al. [1971] und
Takahashi et al. [2005] auch durch die nicht signifikante Hemmung der Angiogenese erklaren,

sodass eine suffiziente Nahrstoffversorgung der Tumorzellen gewahrleistet bleibt.

Betrachtet man nun abschlieBend die Studien, die die primare Wirkung der Heparine auf
Tumore untersuchen, so fallt auf, dass diese eher eine Wirkung der NMH auf die Angiogenese
und die Tumorzellmigration als auf die primare Tumorzellproliferation und das
Tumorwachstum beschreiben. Es gibt vergleichbare Studien, die ihren Fokus hauptséachlich
auf die Tumorangiogenese legten und das primare Tumorwachstum vollig au3er Acht lieRen
[Debergh et al., 2015]. Die bisher publizierten Studien zur primaren Auswirkung der Heparine
auf das Tumorwachstum subkutan implantierter Tumore im Tiermodell untermauern jedoch
unsere Ergebnisse. In einer Studie von Niers et al. konnten nur bei 11 von 24 Studien durch
die Applikation von teils chemisch modifizierten Heparinen oder sehr hohen Dosierungen eine
signifikante Reduktion des Tumorwachstums ab einer Behandlungsdauer >15 Tagen erzielt
werden [Niers et al., 2007]. Fur NMH konnte analog zu unseren Ergebnissen keine Hemmung
des Tumorwachstums nachgewiesen werden. Lediglich Pross et al. zeigten in einer Studie an
WAG-Ratten, dass durch eine intraperitoneale sowie eine gleichzeitige subkutane Applikation
des NMH Reviparin die Tumormasse von intraperitonealen CC531 Kolonkarzinomzellen
reduziert werden konnte [Pross et al., 2003]. Vergleicht man das verwendete Protokoll mit
unserer Studie, so ist davon auszugehen, dass die erhdhte lokale Konzentration des NMH fiir
die positive Wirkung verantwortlich ist. So bleibt weiter fraglich, ob klinisch relevante

Dosierungen einen Einfluss auf das Tumorwachstum hervorrufen kénnen.
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5.3 Enoxaparin-Natrium und Tumorangiogenese

Wir konnten in unserem Versuchsmodell durch eine Applikation von ENOXA-6 und ENOXA-
12 in der IVM keine signifikante Reduktion der Kapillardichte nachweisen. Zudem lasst sich
feststellen, dass die Dosis von 2x6mg/kg im Vergleich zur Dosis von 1xémg/kg keine
deutlichen Vorteile zeigt. Diese Beobachtung deckt sich mit einer Studie von Khorana et al.,
die bei einer Steigerung der Heparin-Dosis ebenfalls keine steigende antiangiogene Wirkung
demonstrieren konnte [Khorana et al., 2003]. Es wird postuliert, dass eine adaquate
antikoagulative Dosis nicht unbedingt eine adaquate Hemmung der Angiogenese hervorrufen

muss.

In der Literatur wird den Heparinen jedoch im Gegensatz zu unseren Beobachtungen eine
antiangiogene Wirkung zugeschrieben. Khorana et al. zeigten bereits 2003 in ihrem Matrigel-
Assay, dass Enoxaparin-Natrium zu einer signifikanten Reduktion der Angiogenese fiuhrt
[Khorana, 2003]. Dogan et al. konnten dies 2011 in einem ,chick embryo chorioallantoic
membrane model“ bestéatigen [Dogan et al., 2011]. Khorana et al. zeigten zudem, dass die
Wirkung der Heparine von ihrem Molekulargewicht sowie von der Anzahl der
Polysaccharidketten abhéngig ist. Sie konnten fir ein Molekulargewicht von 6kDa und eine
Kettenlange >8 Polysaccharidketten eine maximale Hemmung der Endothelzellproliferation

nachweisen [Khorana, 2003].

Als Ursache fur die antiangiogene Wirkung der NMH werden verschiedene Mechanismen
diskutiert. Es wird angenommen (s. 5.2), dass die NMH durch eine Hemmung der TF-Sekretion
sowie durch eine Induktion der TFPI-Ausschittung nicht nur die Zellproliferation, das
Tumorwachstum und die Tumorzellapoptose, sondern auch die Tumorangiogenese

beeinflussen.

Die Uberexpression des TF im Rahmen des hyperkoagulativen Stadiums fiihrt zu einer
gesteigerten Produktion von VEGF und bFGF durch die Tumorzellen. In Kolonkarzinomzellen
wird eine Mutation des KRAS sowie des p53-Tumorsuppressorgens fir diese erhdohte TF-

Expression verantwortlich gemacht [Yu et al., 2005].

Des Weiteren wird vermutet, dass es im Rahmen der Angiogenese-Induktion TF-vermittelt
durch Bildung von TF-FVlla- sowie TF-FVlla-Xa-Komplexen zu einer Aktivierung der PAR
kommt. Dies fiihrt zu einer vermehrten Ausschittung von VEGF, bFGF, dem an der
Angiogenese und Entstehung von Tumoren beteiligten Zytokin CXCL-1 sowie IL-8 [Liu et al.,
2006, Tieken et al., 2016]. Gestitzt wird diese These durch eine Studie von Liu et al.. Sie
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zeigten an humanen Mammakarzinomzellen, dass eine direkte Aktivierung des PAR-2 durch
Agonisten zu einer vermehrten Expression von VEGF fihrt. Durch einen PAR-1-Agonisten
hingegen konnte nur ein geringer Effekt beobachtet werden, sodass eine vor allem PAR-2-
vermittelte Aktivierung der Angiogenese angenommen wird [Liu et al., 2006]. Auch Versteeg
et al. zeigten eine signifikante Reduktion PECAM-1-positiver Zellen/HPF durch gezielte
Hemmung des PAR-2 mit einem TF-Antikorper [Versteeg et al., 2008].

Eine Unterform des TFPI, der TFPI-2 besitzt zudem die Fahigkeit, die Plasmin- und Trypsin-
vermittelte Aktivierung der PAR zu blockieren. Trypsin spielt als Aktivator der PAR-2 vor allem
bei kolorektalen Karzinomen eine wichtige Rolle. Liu et al. wiesen nach, dass die Trypsin-
vermittelte Aktivierung des PAR-2 zu einer vermehrten VEGF-Produktion fuhrt [Liu et al.,
2006].

Des Weiteren hemmt der TFPI in einem TF-unabhangigen Weg mit seinem Carboxy-Terminus
die Aktivierung des VEGF-2-Rezeptors. Dies fuhrt zu einer verminderten VEGF-Ausschittung

und zu einer Hemmung der Endothelzellmigration [Holroyd et al., 2012].

Es existiert zudem eine Isoform des TF, der as-TF, der zu einer direkten Integrin-vermittelten

Aktivierung der Endothelzellen fihrt und damit die Angiogenese beeinflusst.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die Wirkung der NMH geht von einer Hemmung der Bindung
der Wachstumsfaktoren an der Zelloberflache aus. VEGF und bFGF binden an Heparan-
Sulfat-Proteoglykane der Endothelzellen sowie der extrazellularen Matrix und induzieren die
Angiogenese. Dieses Phdnomen ist abhangig von der Anzahl der Polysaccharidketten und der
Zusammensetzung der jeweiligen Substanzen. Soker et al. konnten nachweisen, dass
Heparinfragmente mit einer Saccharidlange von 16-18 Saccharideinheiten die Bindung von
VEGF165 am VEGF-Rezeptor hemmen [Soker et al., 1994].

Die Mehrzahl der hier beschriebenen Ergebnisse der Literatur stammt aus in-vitro Versuchen
oder untersucht die Wirkung potenterer Agenzien auf die Tumorangiogenese. Eine
vergleichbare Studie von Debergh et al. aus 2010 konnte flr die Applikation von Nadroparin
in einem Rickenhautkammermodell des Hamsters im Einklang mit unseren Beobachtungen
fur die Kapillardichte in cm/cm?2 ebenfalls keine signifikanten Veranderungen nachweisen
[Debergh et al.,, 2010]. In einer 2015 durchgefihrten Studie an einem Kkolorektalen
Xenograftmodell an Mausen konnten sie jedoch durch eine Behandlung mit Enoxaparin-
Natrium eine signifikante Reduktion der Kapillardichte in cm/cm?2 nachweisen [Debergh et al.,
2015]. Vergleicht man unsere Ergebnisse mit dieser Studie von Debergh et al., so lassen sich

die Unterschiede durch die fast 7-fach héhere Dosierung pro kg Kérpergewicht in der Studie
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von Debergh et al. [2015] im Vergleich zu unserer Studie, die verschiedenen Mausspezies, die
Tumorzelllinien und die verschiedenen Analysezeitpunkte erklaren. Die in dem Versuch von
Debergh et al. [2015] pro kg KG verabreichte Dosis lasst sich auf den klinischen Alltag nur
schwer Ubertragen, da sie die empfohlene Tagesdosis deutlich Uberschreitet, sodass die
Blutungskomplikationen die mogliche antiangiogene Wirkung Uberschatten wirden.
Unabhangig von der von Debergh et al. [2015] durchgefiihrten Untersuchung lasst sich die
fehlende Wirkung von Enoxaparin-Natrium entsprechend den oben diskutieren
Signalkaskaden durch die insuffiziente TFPI-Induktion sowie die unzureichende Hemmung der
TF-Sekretion bedingt durch die geringe Molekiulmasse von Enoxaparin-Natrium (4,5kDa)
erklaren [Mousa et al., 2004]. Die in der Literatur beschriebene antiangiogene Wirkung von
Enoxaparin-Natrium sollte weiterhin kritisch diskutiert werden, da eine Vielzahl der
Untersuchungen als in-vitro Experimente durchgefiihrt wurden und damit nur bedingt auf in-

vivo Bedingungen und humane Karzinome ubertragbar sind.

5.4 Fondaparinux und Tumorwachstum

Fondaparinux ist als direkter Faktor Xa-Inhibitor fur die Prophylaxe venéser Thrombembolien
zugelassen und zeigt in einer Studie von Yamaoka et al. nach abdomineller Resektion von
kolorektalen Karzinomen bei niedrigem Nebenwirkungsprofil sehr gute Ergebnisse in der
prophylaxe vendser Thrombembolien [Yamaoka et al., 2015]. In der vorliegenden Studie
wurde die direkte Wirkung von FONDA-1,25 auf kolorektale CT-26.WT Karzinomzellen
untersucht. Zur Auswirkung von Fondaparinux auf Karzinome sowie deren Zellproliferation und
Angiogenese existieren in der Literatur bisher nur wenige Untersuchungen. Die ersten
Untersuchungen zur Auswirkung von Fondaparinux auf die Zellproliferation wurden in einem
in-vitro Modell mit humanen Osteoblasten durchgefiihrt. Hierbei konnte fiir Fondaparinux im
Vergleich zu Dalteparin keine Proliferationshemmung nachgewiesen werden [Handschin et al.,
2005]. Eine vergleichbare Studie von Papathanasopoulos et al. zur Auswirkung von
Fondaparinux auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen zeigte entsprechend
unseren Beobachtungen ebenfalls keine Wirkung [Papathanasopoulos et al., 2011]. Da Pozzo
et al. konnten in einem HUVEC-Modell ebenfalls keine signifikante Hemmung der
Zellproliferation durch die Applikation von 2,5mg/kg Fondaparinux erreichen [Da Pozzo et al.,
2012]. Auch ein Versuchsmodell mit Lungenkarzinomzellen konnte fir Fondaparinux keinen
signifikanten Effekt nachweisen. Diese Ergebnisse der Literatur decken sich mit der von uns

beobachteten fehlenden Wirkung von FONDA-1,25 auf die Tumorzellproliferation GFP-
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transfizierter CT26.WT Kolonkarzinomzellen. Ein Erklarungsansatz bietet eine Studie an
Kolonkarzinom- und Melanomzellen von Stevenson et al.. Sie zeigten, dass durch
Fondaparinux keine Hemmung der Selektine hervorgerufen werden kann [Stevenson et al.,
2005]. Ursachlich fir die fehlende Wirkung auf die Tumorzellproliferation und die
Tumorzellapoptose kann entsprechend Mousa et al. 2013 zudem auch das geringe
Molekulargewicht von 1,728 kDa sein, da fur ein Molekulargewicht kleiner als 2kDa nur eine
geringe Ausschittung des TFPI erreicht werden kann [Mousa et al., 2003, Mousa et al., 2013].
Durch insuffiziente TFPI-Ausschittung bleibt mdglicherweise eine PAR-vermittelte Hemmung
der Tumorzellproliferation sowie der Tumorzellapoptose aus. Diese These wird durch eine
weitere Studie von Mousa et al. bestatigt, die fir das Pentasaccharid Fondaparinux in ihrem
HUVEC-Modell keine TFPI-Ausschittung nachweisen konnten [Mousa et al., 2004].

Des Weiteren lasst sich die fehlende Hemmung des Tumorwachstums wie bereits unter 5.2.
diskutiert entsprechend Folkman et al. [1971] und Takahashi et al. [2005] durch eine
unzureichende Angiogenesehemmung und eine dadurch erhaltene Nahrstoffversorgung des

Tumors erklaren.

5.5 Fondaparinux und Tumorangiogenese

In der vorliegenden Studie konnte fir die Applikation von FONDA-1,25 in der IVM eine
geringere Kapillardichte im gesamten Tumor im Vergleich zur Kontrollgruppe fiir den
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen demessen werden. Aufgrund der hohen
Standardabweichung konnte jedoch nur am Beobachtungstag 11 eine Signifikanz erreicht
werden. Zudem konnte fur die PECAM-1-Farbung als Marker der Angiogenese analog zur IVM
eine verminderte Anzahl PECAM-1-positiver Zellen durch eine Behandlung mit FONDA-1,25
gemessen werden. Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen steht eine Studie von Khorana
et al. [2003], die fur Fondaparinux mit einem Molekulargewicht von 1,728kDa im HUVEC-
Modell und Matrigel-Assay keine Wirkung auf die Angiogenese nachweisen konnten. Ein
Erklarungsansatz bietet, wie bereits diskutiert, die insuffiziente TFPI-Freisetzung sowie die
insuffiziente Hemmung der TF-Sekretion aufgrund des geringen Molekulargewichts von
Fondaparinux. Khorana et al. [2003] konnten nur fir Substanzen mit hdherem
Molekulargewicht eine signifikante Hemmung der Angiogenese erzielen. Analog zu unseren
Ergebnissen existiert in der Literatur die bereits oben genannte Studie von Da Pozzo et al.,

die bei fehlender Proliferationshemmung lediglich eine minimale Hemmung der Angiogenese
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feststellen konnte [Da Pozzo et al., 2012]. Eine mdgliche Erklarung fir die von uns beobachtete
signifikante Hemmung der Angiogenese am Beobachtungstag 11 liefert eine Studie von
Battinelli et al. an MCF-7 Tumorzellen. Neben der PAR-2-vermittelten Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren spielt entgegen der Annahme von Liu et al. auch eine PAR-1-abhangige
Aktivierung der Thrombozyten eine wichtige Rolle bei der Angiogenese-Induktion. Im Rahmen
des hyperkoagulativen Stadiums kommt es durch eine gesteigerte Produktion von Thrombin
zur Aktivierung des PAR-1 der Thrombozyten und dadurch zur vermehrten Freisetzung des
VEGF. Battinelli et al. [2014] zeigten in ihrem in-vitro Experiment, dass das NMH Fondaparinux
diese Thrombozytenaktivierung hemmt und so zu einer signifikanten Hemmung der VEGF-
Spiegel fuhrt [Battinelli et al.,, 2014]. Somit kommt es mdglicherweise in einem TFPI-
unabhéngigen pathway durch eine verminderte Ausschittung von VEGF durch die

Thrombozyten zu einer Hemmung der Angiogenese.

5.6 Tinzaparin-Natrium und Tumorwachstum

Eine tagliche Applikation von TINZA-10 bzw. TINZA-20 hatte Uber einen
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen keinen Einfluss auf das Tumorwachstum und die
Apoptoseinduktion. Fur die Zellproliferation konnte in der vorliegenden Studie eine signifikante
Reduktion der PCNA-positiven Zellen am Beobachtungstag 14 im Vergleich zur Kontrollgruppe
erzielt werden. Vergleicht man unsere Ergebnisse mit den vorliegenden Studien der Literatur,
so fallt auf, dass in der Literatur bisher keine Voruntersuchungen zur Auswirkung von
Tinzaparin-Natrium auf die Tumorzellproliferation existieren. Lediglich eine Studie an
mesenchymalen Stammzellen konnte analog zu unseren Ergebnissen eine Hemmung der
Zellproliferation durch Tinzaparin-Natrium nachweisen [Papathanasopoulos et al., 2011]. Ein
Erklarungsansatz fur die von uns beobachtete signifikante Reduktion der Zellproliferation am
Tag 14 bietet die bereits diskutierte Studie von Mousa et al., die zeigte, dass Tinzaparin-
Natrium zu einer vermehrten Freisetzung des TFPI fihrt und dadurch eine Hemmung des TF-
FVila-Komplexes bedingt [Mousa et al., 2004]. Allerdings war nicht die Auswirkung auf das
Tumorwachstum, sondern die Auswirkung auf die Angiogenese der primare Endpunkt der
Untersuchung. Dennoch kann entsprechend der Ergebnisse von friheren Studien fur ein
mittleres Molekulargewicht von 6,5kDa angenommen werden, dass die Hemmung des TF-
FVlla-Komplexes nicht nur zu einer Hemmung der Angiogenese, sondern auch zu einer
Hemmung der PAR-vermittelten Stimulation der Zellproliferation fuhrt (s. 5.2.). Analog zu

Darmoul et al. [2003] kann die von uns beobachtete Proliferationshemmung am
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Beobachtungstag 14 auch durch eine verminderte Thrombinbildung und eine dadurch

bedingte Hemmung der PAR-1-vermittelten Signaltransduktion zurtickgefuhrt werden.

Des Weiteren wird in der Literatur eine Wirkung der Heparine auf den an der Zellproliferation
beteiligten insulin like growth factor (IGF) postuliert. Andress konnte in seiner Studie an
Osteoblasten durch die Applikation von Heparinen eine IGF-vermittelte Suppression des

Zellwachstums nachweisen [Andress, 1995].

Stevenson et al. zeigten zudem, dass eine Applikation von Tinzaparin-Natrium zu einer
Steigerung der Selektinblockade und damit, durch Hemmung der P- und L-Selektin-
vermittelten Zellmigration, zu einer signifikanten Reduktion der Metastasierung von humanen
Kolonkarzinom- und Melanomzellen fiihrt [Stevenson et al., 2005]. So kann angenommen
werden, dass auch eine Selektin-vermittelte Reduktion des TF erreicht werden kann (s. 5.2.).
Der genaue Wirkmechanismus bleibt jedoch unklar und sollte in weiteren Studien untersucht
werden, um eine klinische Bedeutung zu evaluieren. Trotz einer signifikanten Hemmung der
Tumorzellproliferation konnten wir jedoch keine Hemmung des Tumorwachstums im
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen nachweisen. Betrachtet man die vorausgehenden
Studien zur Auswirkung der Heparine auf das Tumorwachstum, so decken sich diese
gréRtenteils mit unseren Ergebnissen. Erst fur eine Beobachtungsdauer >15 Tagen konnte
eine Hemmung des Tumorwachstums erzielt werden [Niers et al., 2007]. Es ist zu bedenken,
dass es sich hierbei jedoch auch um modifizierte Substanzen handelt. So bleibt die Frage
offen, ob in unserer Studie bei signifikanter Proliferationshemmung im weiteren Verlauf eine

Hemmung des Tumorwachstums hatte erreicht werden kdnnen.

Die fehlende Suppression des Tumorwachstums lasst sich moéglicherweise auch auf eine
fehlende Hemmung der Tumorzellapoptose zurlckfithren. Dies hebt entgegen der Studie von
Carmazzi et al. die Bedeutung der Tumorzellapoptose fir die Hemmung des Tumorwachstums
hervor [Carmazzi et al., 2012]. Zur Auswirkung von Tinzaparin-Natrium auf die

Tumorzellapoptose existieren bisher keine vergleichbaren Publikationen in der Literatur.

Neben der fehlenden Apoptosehemmung ist mdglicherweise auch die unzureichende
Hemmung der Angiogenese ursachlich fir die fehlende Hemmung des Tumorwachstums
[Takahashi et al., 2005].

66



5.7 Tinzaparin-Natrium und Tumorangiogenese

Eine Applikation von TINZA-10 bzw. TINZA-20 Uber den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen
fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Kapillardichte im Tumorrand und im Tumorzentrum.
Fur TINZA-10 konnte am Beobachtungstag 11 eine signifikante Reduktion der Kapillardichte
erzielt werden. Eine Dosiserh6hung auf TINZA-20 zeigte keine Wirkungssteigerung. Eine
Erklarung fur die fehlende Wirkungssteigerung mit zunehmender Dosis liefert die Literatur
nicht. Unsere Ergebnisse decken sich jedoch mit den Beobachtungen von Khorana et al., die
bei einer Dosissteigerung der Heparine ebenfalls keine Zunahme der Wirkung detektieren
konnten [Khorana et al., 2003]. So wird in der vorliegenden Studie fiir die héhere Dosis sogar
eine verminderte Wirkung beobachtet. Zudem konnte kein Einfluss auf die Anzahl PECAM-1-

positiver Zellen beobachtet werden.

Erste Beobachtungen zur antiangiogenen Wirkung von Tinzaparin-Natrium machten Khorana
et al. 2003 in einem Matrigel-Assay [Khorana et al., 2003]. Diese These bestétigten Dogan et
al., die in einem CAM-Assay ebenfalls die antiangiogene Wirkung von Tinzaparin-Natrium
detektieren konnten [Dogan et al., 2011]. Mousa et al. bewiesen zudem 2004, dass Tinzaparin-
Natrium durch eine Stimulation der TFPI-Ausschittung zu einer Hemmung der TF/FVlla-
Komplex-vermittelten Gefaf3neubildung fuhrt. Diese Hemmung konnte durch den Einsatz eines
TFPI-Antikorper vollstandig aufgehoben werden [Mousa et al., 2004b]. Zudem konnte hierbei,
analog zur Studie von Khorana et al., gezeigt werden, dass die Wirkung vom Molekulargewicht
der Heparine abhangig ist. Fur Heparin-Fragmente mit einem Molekulargewicht zwischen 8
und 12kDa konnte die effektivste TFPI-Ausschuttung erzielt werden [Mousa et al., 2004]. In
anderen Versuchen der Arbeitsgruppe konnte wie von Khorana et al. fir ein Molekulargewicht
zwischen 6-8kDa die maximale TFPI-Sekretion erreicht werden. Dies erklart die teils
signifikante Hemmung der Angiogenese in der vorliegenden Studie. Bei einem
Molekulargewicht von 6,5kDa kann entsprechend den friheren Studien von einer
ausreichenden TFPI-Freisetzung ausgegangen werden. Es sollte hierbei jedoch bedacht
werden, dass diese Ergebnisse aus in-vitro Versuchen stammen und die antiangiogene
Wirkung der Substanzen nicht an Karzinomzellen nachgewiesen wurde. Untersuchungen zur
direkten Auswirkung von Tinzaparin-Natrium auf die Tumorangiogenese existieren bisher
nicht. In der vorliegenden Studie konnte fir den Beobachtungstag 14 im Vergleich zum
Beobachtungstag 11 keine Signifikanz nachgewiesen werden. Dies lasst die Vermutung zu,
dass die TFPI-vermittelte Wirkung der NMH nicht ausreicht, um eine signifikante Hemmung

der Angiogenese Uber den gesamten Beobachtungszeitraum aufrechtzuerhalten. Es ist davon
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auszugehen, dass eine signifikante  Hemmung der Angiogenese fur klinisch relevante
Tinzaparin-Natrium-Dosierungen maoglicherweise nur durch eine Drosselung mehrerer, teils

auch TFPI-unabhangiger Signalwege erreicht werden kann.

5.8 Acetylsalicylsaure und Tumorwachstum

Fur den Beobachtungszeitraum von 14 Tagen konnte in der vorliegenden Studie keine
Auswirkung von ASS-18 bzw. ASS-85 auf das Tumorflichenwachstum und die
Tumorzellproliferation gemessen werden. Fur die Tumorzellapoptose konnte, entgegen der
bisherigen Beobachtungen bei den NMH am Beobachtungstag 14, fur ASS-85 im Vergleich zu
ASS-18 eine signifikant hdhere Anzahl Caspase-3-positiver Zellen nachgewiesen werden.
Zwischen ASS-85 und der Kontrollgruppe liel3 sich, trotz deutlich héherer Anzahl an Caspase-

3-positiven Zellen/HPF (1,47 vs. 0,74), keine Signifikanz nachweisen.

Als Ursache des antikanzerogenen Potenzials der Acetylsalicylsdure wird neben einer
Hemmung der COX-Isoenzyme und der dadurch bedingten Reduktion der PG-E2- sowie TX-
A2-Sekretion auch eine COX-unabhangige Wirkung vermutet. Die klinisch relevante
Standarddosis der Acetylsalicylsdure von 75-100mg/Tag fihrt vor allem durch eine Hemmung
der COX-1 zu einer Hemmung der Thrombozytenaggregation. Erst flr analgetische und anti-
inflammatorische Dosen >1000mg/Tag kann fur die Acetylsalicylsdure eine Hemmung der
COX-2 beobachtet werden [Dovizio et al., 2012]. Es wird postuliert, dass kolorektale
Karzinome vor allem die COX-2 exprimieren. Jiang et al. bestatigten in ihrer Studie, dass die
von uns verwendeten CT.26WT-Tumorzellen im Gegensatz zu intakten Kolonzellen eine
deutlich erhohte COX-2 Expression aufweisen [Jiang et al., 2015]. Auch Dovizio et al. konnten
in ihrer Studie nachweisen, dass die Interaktion zwischen aktivierten Thrombozyten und
Tumorzellen zu einer gesteigerten COX-2 Expression in kolorektalen Karzinomen fihrt
[Dovizio et al., 2013]. So ist davon auszugehen, dass eine antikanzerogene Wirkung der
Acetylsalicylsdure hauptsachlich durch eine Hemmung der COX-2 hervorgerufen wird. Sheng
et al. belegten in ihrer Studie an HCA-7 Kolonkarzinomzellen, dass PG-E2 als Hauptmetabolit
der COX-2 zu einer Wachstumssteigerung von Tumorzellen fuhrt. Durch Applikation von
selektiven COX-2-Hemmern konnte das PG-E2-induzierte Tumorwachstum reduziert werden
[Sheng et al., 1998]. Sample et al. zeigten in ihrer Placebo-kontrollierten Studie, dass die 4-
wochige Applikation von 81mg Acetylsalicylsaure/Tag im Vergleich zur Placebo-Applikation zu

einer signifikanten Reduktion der PG-E2-Konzentration in der humanen Rektummukosa fuhrt
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[Sample et al., 2002]. Ob diese signifikante PG-E2 Hemmung ausreicht, um eine Hemmung
des kolorektalen Adenomwachstums zu bedingen, wird nicht untersucht und bleibt somit weiter

offen.

Die Acetylsalicylsdure besitzt zudem die Fahigkeit, die Thrombozyten-Tumorzell-Interaktion
zu inhibieren und dadurch das Tumorwachstum zu beeinflussen. Im Rahmen des
hyperkoagulativen Stadiums kommt es durch vermehrte Ausschittung des TF und des CP zur
Bildung von  Tumorzell-Thrombozyten-Formationen. Diese Interaktion  zwischen
Thrombozyten und Tumorzellen fiihrt zu einer vermehrten Ausschittung von PG-E2 und TX-
A2 durch die Thrombozyten. Guillem-Llobat et al. wiesen in ihrem Mausmodell an HT29
Kolonkarzinomzellen nach, dass die Acetylsalicylsaure diese Thrombozyten-
Tumorzellinteraktion inhibiert und dadurch eine verminderte Ausschittung von PG-E2 und TX-
A2 durch die Thrombozyten bedingt. Sie zeigten, dass die Applikation von 20mg/kg
Acetylsalicylsaure durch Hemmung der Thrombozyten-Tumorzellinteraktion neben einer
Hemmung der pulmonalen Metastasierung auch zur Reduktion der Migrationsaktivitat flhrt
[Guillem-Llobat et al., 2016]. Die Auswirkung der Acetylsalicylsdure auf das primére
Tumorwachstum oder die Tumorzellproliferation wurde nicht untersucht. Es wird zudem
postuliert, dass die Tumorzelle durch diese Acetylsalicylsdure-bedingte Hemmung der
Thrombozyten-Tumorzellinteraktion fir die kdrpereigene Immunabwehr angreifbarer wird
[Bambace et al., 2011, Gay et al., 2011].

Als Ursache fir die PG-E2-vermittelte Hemmung der Tumorzellproliferation und des

Tumorwachstums werden verschiedene Signalwege diskutiert.

Eine Studie von Sample et al. zeigte, dass PG-E2 zu einer Stimulation der R3-catenin/
transcription factor (TCF)-abh&ngigen Transkription von cyclin D1 fuhrt. So wird durch eine
Aktivierung der DNA-Synthese die Proliferation und das Wachstum von Kolonkarzinomzellen
gesteigert [Sample et al., 2002]. Des Weiteren bedingt der R-catenin/TCF-Sighalweg eine
vermehrte Expression des VEGF, der dann die Endothelzellproliferation, die
Endothelzellmigration und die Bildung eines neuen GefaRRnetzwerks stimuliert [Shao et al.,
2005]. Die vermehrte Transkription von cyclin D1 und VEGF bedingt zudem eine EGF-
Rezeptor-vermittelte Stimulation der Tumorzellproliferation und der Tumorangiogenese. Pathi
et al. konnten im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen zeigen, dass das hoch toxische
Natriumsalz der Acetylsalicylsaure lber eine Downregulation des Sp-transcription factors und
einer dadurch bedingten Reduktion von 3-catenin zur Hemmung des Tumorwachstums von

kolorektalen Karzinomen in Nacktmausen beitragt [Pathi et al., 2012].
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Neben der bereits diskutierten COX-2- sowie PG-E2-vermittelten Wirkung der
Acetylsalicylsaure auf die Zellproliferation und das Tumorwachstum wird in der Literatur auch

die folgende COX-unabhangige Wirkung der Acetylsalicylsdure postuliert.

Die Acetylsalicylsaure besitzt die Fahigkeit, bei einer taglichen Dosis von 600mg durch
Hemmung des mTOR und durch Induktion der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK), die
Zellhomoostase zu beeinflussen und dadurch das Tumorwachstum zu beeinflussen [Din et al.,
2012].

Als weiterer Erklarungsansatz fir die antiproliferative Wirkung der Acetylsalicylsdure wird eine
durch Hemmung des Onkogen c-MYC bedingte Hemmung der Zellproliferation diskutiert.
Mitrugno et al. zeigten in ihrer Studie an Kolon- und Pankreaskarzinomzellen, dass die
Thrombozyten in einem COX-unabhangigen Signalweg Uber eine Aktivierung des Onkogens
c-MYC zur Stimulation der Tumorzellproliferation fihren [Mitrugno et al., 2017]. Sie konnten
jedoch analog zu unserer Studie fur klinisch vertretbare Acetylsalicylsauredosen durch
Hemmung der Thrombozytenaktivierung keine Wirkung auf die Tumorzellproliferation von

SW480 und SW620 Kolonkarzinomzellen nachweisen.

Wir konnten flir die tagliche Applikation von ASS-18 bzw. ASS-85 keine Wirkung auf die
Tumorzellproliferation und das Tumorwachstum feststellen. Dies lasst sich durch die
dosisabhéngige Wirkung der Acetylsalicylsaure erklaren. Die von uns gewdhlte Dosis von
18mg/kg entspricht einer humanen Dosis von ca. 100mg taglich, sodass hierfir am ehesten
eine Hemmung der COX-1 vermittelten Wirkung erreicht werden kann. Auch die Dosis von
85mg/kg, die einer humanen Dosis von ca. 500mg taglich entspricht und eher eine COX-2
vermittelte Wirkung bedingt, scheint alleine nicht auszureichen, um eine ausreichende
Hemmung der PG-E2-Ausschiittung zu erzielen [Reagan-Shaw et al., 2008]. Um eine COX-
unabhéngige Wirkung zu erreichen, scheint die von uns gewéhlte Acetylsalicylsdure-Dosis zu
gering. In der Literatur konnten erst fir Dosierungen >600mg pro Tag Erfolge erzielt werden.
Hierbei sollte jedoch bedacht werden, dass mit steigender Dosis auch das Risiko fir
Blutungskomplikationen steigt, sodass diese extrem hohen Dosierungen auf den klinischen

Alltag nicht tbertragbar sind.

Neben einer Auswirkung der Acetylsalicylsdure auf die Tumorzellproliferation wird auch eine
Auswirkung auf die Tumorzellapoptose postuliert. Sheng et al. [1998] untersuchten zur
Bestatigung dieser These die Auswirkung von PG-E2 auf den Zelltod. Die Stimulation von
Kolonkarzinomzellen mit PG-E2 fiihrte zu einer Hemmung der Tumorzellapoptose. Auf

molekularer Ebene konnte eine erhdhte mitogen-activated protein kinase (MAPK)-
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Konzentration sowie eine gesteigerte Bcl-2-Proteinexpression nachgewiesen werden. Die
MAPK sind Bestandteile der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und des programmierten
Zelltods. Bcl-2 gehort zur Gruppe der B-Zell-Lymphom Proteine und weist eine
antiapoptotische Wirkung auf. Sheng et al. konnten abschlie3end nachweisen, dass selektive
COX-2 Inhibitoren durch verminderte PG-E2 Konzentrationen die zuvor diskutierten Prozesse

inhibieren und zu einer geringen Steigerung der Tumorzellapoptose fuhren.

Dies entspricht zum Teil auch unseren Ergebnissen. Wir konnten fir die Applikation von ASS-
85 im Vergleich zur Applikation von ASS-18 eine signifikant hthere Apoptoserate eruieren. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe konnten wir jedoch keine Wirkung nachweisen, sodass von einer
unzureichenden COX-2-Hemmung fur die von uns gewahlte Dosierung und das gewahlte
Therapieintervall ausgegangen werden muss. Es sollte jedoch bedacht werden, dass die
bisher beobachtete Hemmung der Apoptose in der Literatur nur durch direkte COX-2

Inhibitoren erreicht werden konnte.

Des Weiteren postulierten Nie et al., dass die verminderte Sekretion von TX-A2 durch eine
Hemmung der Angiogenese zur Hemmung des Tumorwachstums fiihrt [Nie et al., 2000]. So
lasst sich die fehlende Hemmung des Tumorwachstums im von uns gewahlten
Beobachtungszeitraum auch durch die erhaltene Nahrstoffversorgung des Tumors erklaren,
da die Therapie mit ASS-18 bzw. ASS-85 nicht ausreicht, um eine signifikante Reduktion der

Kapillardichte Gber den gesamten Beobachtungszeitraum aufrechtzuerhalten.

AbschlieRend bleibt weiterhin fraglich, ob klinisch relevante Acetylsalicylsdure-Dosierungen
die Tumorzellproliferation, die Tumorzellapoptose sowie das Tumorwachstum beeinflussen
kbnnen, da die meisten der Erklarungsansatze aus in-vitro Versuchen stammen und
groéRtenteils potentere Agenzien eingesetzt wurden. In-vivo Studien sind bisher rar und legten
ihren Fokus nicht auf das primare Tumorwachstum. Es wird zudem postuliert, dass eine
antikanzerogene Wirkung der Acetylsalicylsaure erst nach einem langeren Einnahmeintervall
erzielt werden kann. Rothwell et al. konnten erst ab einer mittleren Einnahmezeit von 5 Jahren

einen Effekt auf Karzinome nachweisen [Rothwell et al., 2010].

5.9 Acetylsalicylsaure und Tumorangiogenese

Eine Applikation von ASS-18 bzw. ASS-85 flihrte Uber den Beobachtungszeitraum von 14

Tagen zu einer Reduktion der Kapillardichte im gesamten Tumorareal im Vergleich zur
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Kontrollgruppe. Fir ASS-85 konnte im Vergleich zu ASS-18 eine starkere Reduktion der
Kapillardichte tUber den gesamten Beobachtungszeitraum gezeigt werden. Fir die Applikation
von ASS-85 konnte am Beobachtungstag 11 im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Reduktion der Kapillardichte im Tumorrand erzielt werden. Die Reduktion der Kapillardichte in
der IVM deckt sich mit den immunhistochemischen Ergebnissen der PECAM-1-Farbung. Hier
konnte fir ASS-18 und ASS-85 im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls eine nicht
signifikante Reduktion der Angiogenese nachgewiesen werden. Fir die Applikation von ASS-
85 im Vergleich zu ASS-18 konnte analog zu den Ergebnissen der IVM eine starkere, jedoch

nicht signifikante Reduktion der Angiogenese nachgewiesen werden.

Als Ursache der antiangiogenen Wirkung der Acetylsalicylsaure werden in der Literatur
verschiedene Ursachen diskutiert. Es wird postuliert, dass die Acetylsalicylsaure durch eine
direkte Hemmung der Thrombozytenaktivierung zu einer verminderten Ausschittung von
VEGF, bFGF, EGF sowie verschiedener Zytokine und Metalloproteinasen fithrt und dadurch
die Angiogenese hemmt. Der genaue Mechanismus bleibt jedoch weiterhin unklar. Es wird
zudem analog zu den NMH eine P-Selektin-abhangige Reduktion der VEGF-Sekretion
diskutiert [Gay et al., 2011, Matsui et al., 2012].

Neben einer direkten Hemmung der Thrombozytenaktivierung soll die Acetylsalicylsaure
zudem durch eine Hemmung der COX-Isoenzyme und der dadurch bedingten Hemmung der
PG-E2- sowie TX-A2-Sekretion die Angiogenese beeinflussen kdnnen. Diese These wird

durch verschiedene Studien gestitzt.

Im Rahmen der Angiogenese-Induktion kommt es durch eine vermehrte Expression der COX-
Isoenzyme in den Tumor- und Endothelzellen zu einer gesteigerten Produktion von PG-E2 und
TX-A2. PG-E2 als Hauptmetabolit der COX-2 bedingt durch eine Aktivierung des R-
catenin/TCF-Signalwegs eine vermehrte Expression des VEGF. Shao et al. wiesen in ihrem
Versuch an Kolonkarzinomzellen nach, dass eine Hemmung der PG-E2-Sekretion zu einer
verminderten Expression des VEGF fuhrt und dadurch die Tumorangiogenese von
Kolonkarzinomzellen hemmt [Shao et al., 2005]. Demgegeniiber steht eine Studie von Nie et
al. [2000], die fur eine Stimulation mit PG-E2 keinen Effekt auf die Angiogenese im HUVEC-
Modell nachweisen konnte [Nie et al., 2000]. Neben PG-E2 wird auch TX-A2 die Fahigkeit zur
Aktivierung der Angiogenese zugeschrieben. Pradono et al. zeigten in einem balb-c
Mausmodell an CT26.WT Kolonkarzinomzellen, dass durch TX-A2 die Tumorangiogenese
aktiviert werden kann [Pradono et al., 2002]. In ihrem Versuchsmodell konnte jedoch durch

eine Inhibition von TX-A2 keine vollstandige Hemmung der Endothelzellmigration erreicht
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werden. So ist davon auszugehen, dass TX-A2 im Zusammenspiel mit mehreren Faktoren an

der Angiogenese-Induktion beteiligt ist.

Die COX-1 bildet neben TX-A2 auch das Prostaglandin 12 (PG-12), das im Gegensatz zu TX-
A2 eine Hemmung der Angiogenese hervorruftt Im Rahmen der Tumorzell-
Thrombozyteninteraktion kommt es zu einer Anderung im Prostanoid-Profil der COX mit
Verstarkung der TX-A2- und Hemmung der PG-12-Synthese [Pradono et al., 2002]. So kann
vermutet werden, dass die Acetylsalicylsaure durch Hemmung der Tumorzell-
Thrombozyteninteraktion eine Anderung des Prostanoid-Profils zu Gunsten der PG-12-

Synthese verhindern kann.

Wir konnten fir die 14-tagige Applikation der Acetylsalicylsaure in der vorliegenden Studie nur
fir den Beobachtungstag 11 eine signifikante Hemmung der Angiogenese fir ASS-85 im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. Die von uns gewahlte Acetylsalicylsaure-Dosis
reicht jedoch nicht aus, um eine signifikante Hemmung der Angiogenese tber den gesamten
Beobachtungszeitraum aufrechtzuerhalten bzw. eine Reduktion des Tumorwachstums durch
Hemmung der Nahrstoffzufuhr zu bedingen. Ursachlich hierfiir scheint mdglicherweise die
bereits unter 5.8. diskutierte Dosis-abhangige Wirkung der Acetylsalicylsdure. So ist davon
auszugehen, dass die von uns gewahlte Dosis von 18mg/kg bzw. 85mg/kg nicht ausreicht um
eine suffiziente Hemmung der COX-2- sowie COX-unabhé&ngigen Signalwege hervorzurufen.
Allerdings kann angenommen werden, dass durch die Dosis von 18mg/kg bzw. 85mg/kg eine
ausreichende Hemmung der COX-1 sowie der TX-A2 Synthese erzielt werden kann.
Entsprechend der Studie von Pradono et al. [2002] kann jedoch durch die isolierte TX-A2
Hemmung keine vollstandige Hemmung der Angiogenese beobachtet werden. Es sollte jedoch
bedacht werden, dass die zuvor diskutierten Studien lediglich Erklarungsansatze fur eine
magliche antiangiogene Wirkung der Acetylsalicylsdure bieten. Die erzielten antiangiogenen

Wirkungen konnten nur durch eine direkte Hemmung von PG-E2 sowie TX-A2 erzielt werden.

Zur direkten Auswirkung der Acetylsalicylsaure auf die Angiogenese existiert bisher nur eine
Studie von Dai et al. [2017]. Sie =zeigten in ihrer in-vivo Studie an humanen
Mammakarzinomzellen analog zu den NMH, dass die Acetylsalicylsdure in einem COX-
unabhangigen Weg durch eine Hemmung der Heparanase die Angiogenese und das
Tumorwachstum signifikant beeinflusst [Dai et al., 2017]. Hierbei wurden im Vergleich zu
unserer Arbeit deutlich héhere Dosen von 125mg/kg bzw. 250mg/kg Uber einen
Beobachtungszeitraum von 20 Tagen verabreicht. Es konnte jedoch im Vergleich zu unserem
Versuchsmodell erst fur die fast 3-fach héhere Dosis von 250mg/kg eine Signifikanz erreicht

werden. Hierbei sollte berticksichtigt werden, dass mit steigender Tagesdosis auch das Risiko
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gastrointestinaler Komplikationen steigt und diese Dosis so nicht flir den humanen Gebrauch

verwendet werden kann [Dovizio et al., 2012].

Entsprechend unseren Ergebnissen kann die in der Literatur beobachtete Senkung der
Mortalitat von kolorektalen Karzinom fiir klinisch relevante Acetylsalicylsdure-Dosen nicht auf
eine Hemmung der Tumorangiogenese und des Tumorwachstums zurtickgefihrt werden
[Elwood et al., 2016]. Es ist weiterhin davon auszugehen, dass die in der Literatur postulierte
Reduktion thrombembolischer Komplikationen [Elwood et al., 2016] sowie die Reduktion der
Metastasierung [Rothwell et al., 2012] fir die beobachtete Senkung der Mortalitat

verantwortlich sind.
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5.10 Schlussfolgerung

Klinisch relevante Dosierungen von NMH und Acetylsalicylsdure vermochten nicht, das
Wachstum von GFP-transfizierten CT-26.WT Kolonkarzinomzellen Uber einen 14-tdgigen
Beobachtungszeitraum zu hemmen. Trotz fehlender Hemmung des Tumorwachstums konnte
fur die Applikation von Tinzaparin-Natrium, Fondaparinux, aber auch fur Acetylsalicylsaure am
Beobachtungstag 11, eine signifikante Reduktion der Tumorangiogenese nachgewiesen
werden. Fir Tinzaparin-Natrium konnte auf3erdem eine Hemmung der Tumorzellproliferation
am Beobachtungstag 14 erreicht werden. Zudem konnten wir flir ASS-85 im Vergleich zu ASS-
18 eine signifikante Steigerung der Tumorzellapoptose nachweisen. Es bleibt offen, ob eine
langere Applikationsdauer klinisch relevanter Dosierungen bei teils signifikanter Reduktion der
Tumorangiogenese, der Tumorzellproliferation sowie Induktion der Tumorzellapoptose zu
einer Hemmung des Tumorwachstums filhren kann oder ob die in der Literatur postulierten
antiangiogenen sowie antiproliferativen Eigenschaften nicht ausreichen, um das
Tumorwachstum zu inhibieren. Hierbei sollte auch bedacht werden, dass die bisher
postulierten antiangiogenen sowie antiproliferativen Eigenschaften lediglich fur sehr hohe
Dosierungen erreicht werden konnten, die auf den klinischen Alltag aufgrund des steigenden
Risikos an Blutungskomplikationen nur bedingt Ubertragbar sind. Das nhachgewiesene
antiangiogene sowie antiproliferative Potenzial der untersuchten Substanzen kénnte jedoch
klinisch genutzt werden, um synergistisch zur Chemotherapie eine lokale Tumorkontrolle zu

gewahrleisten und die Metastasierung zu hemmen.
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7 Abklrzungsverzeichnis
5-FU 5-Fluoruracil
Abb. Abbildung
AMP Adenosinmonophosphat
AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase
APC adenomatous poyposis col
ASS-18 Acetylsalicylsaure 18mg/kg
ASS-85 Acetylsalicylsaure 85mg/kg
ATIII Antithrombin 11
Bcl-2 B-Zell-Lymphom-2
bFGF basic fibroblast growth factor
BRAF B-rat fibrosarcoma
bzw. beziehungsweise
ca. circa
CD-31 cluster of differentiation 31-Protein
CIN chromosomale Instabilitat
COX-1 Cyclooxygenase 1
COX-2 Cyclooxygenase 2
CP cancer procoagulant
DCC deleted in colorectal carcinoma
ECM Extrazellularmatrix
EGFR epidermal growth factor receptor
ENOXA-12 Enoxaparin-Natrium 12mg/kg
ENOXA-6 Enoxaparin-Natrium 6mg/kg
ERK-1 extracellular-signal regulated kinase 1
ERK-2 extracellular-signal regulated kinase 2
FONDA-1,25 Fondaparinux 1,25mg/kg
FVII Faktor VII
FX Faktor X
FXI Faktor XIlI
GFP green fluorescent protein
GPIb Glykoprotein Ib
GPlIb/lla Glykoprotein lIb/lla
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HE Hamatoxylin-Eosin

HIF hypoxia-inducible factor

HIPEC hypertherme intraperitoneale
Chemotherapie

HPF High-Power-Field

i.p. intraperitoneal

IGF Insulin like growth factor

I-12 Interleukin 12

IL-8 Interleukin 8

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

KRAS Kirsten rat sarcoma

LITT laserinduzierte interstitielle Thermotherapie

MAPK mitogen-activated protein kinase

mTOR mechanistic target of Rapamycin

NaCl Natriumchlorid

NMH niedermolekulares Heparin

PAF plattchenaktivierender Faktor

PAR protease activated receptor

PARs protease activated receptors

PCNA proliferating-cell-nuclear antigen

PDGF platelet-derived growth factor

PECAM-1 platelet endothelial cell adhesion molecule-1

Pf-4 platelet factor 4

PG-E2 Prostaglandin E2

RFA Radiofrequenzablation

ROI regions of interest

S. siehe

S.C. subcutan

SALT Swedish Aspirin low dose Trial

SEM standard error of the mean

SIRT selektive interne Radiotherapie

Tab. Tabelle

TCF transcription factor
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TF Tissue Factor

TFPI Tissue Factor pathway inhibitor
tgl. taglich

TINZA-10 Tinzaparin-Natrium 10mg/kg
TINZA-20 Tinzaparin-Natrium 20mg/kg

t-PA tissue type plasminogen aktivator
TPT Thrombosis Prevention Trial

X Thromboxan

TX-A2 Thromboxan A2

UFH unfraktioniertes Heparin

uiCC Union international contre le cancer
VEGF Vascular endothelial growth factor
VWF von Willebrandt -Faktor
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