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1 Einleitung

Weltweit zdhlen Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den maf3geblichen Ursachen von Morbiditat
und Mortalitdt, wobei thrombotische Ereignisse wie Herzinfarkt und Schlaganfall besonders
gravierende Auswirkungen auf die Gesundheit und Lebensqualitit der Betroffenen haben
(Lopez et al. 2006; Tsao et al. 2022). Aktuelle epidemiologische Daten verdeutlichen die
globale Herausforderung, die von diesen Erkrankungen ausgeht. Im Jahr 2019 resultierten
Herz-Kreislauf-Erkrankungen in geschétzten 17,9 Millionen Todesféllen weltweit, was einem
Anteil von 32 % an der Gesamtmortalitit entspricht. Diese alarmierende Statistik verdeutlicht
die schwerwiegende globale, wirtschaftliche Belastung durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen.
Von den genannten Todesfdllen waren zudem 85 % auf Herzinfarkte oder Schlaganfille
zuriickzufiihren, was die gravierende Bedeutung dieser thrombotischen Ereignisse im Kontext
kardiovaskulérer Erkrankungen unterstreicht (World Health Organisation 2021). Diese Zahlen

offenbaren die Dringlichkeit einer intensiven wissenschaftlichen Forschung auf diesem Gebiet.

Die immense Privalenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen hat nicht nur schwerwiegende
gesundheitliche, sondern auch 6konomische Konsequenzen. Die Kosten fiir die Behandlung
und Betreuung dieser Erkrankungen belaufen sich weltweit auf geschétzte 863 Milliarden US-
Dollar jéhrlich, Tendenz steigend (Bloom, D.E., ef al. 2011). Diese finanzielle Belastung stellt
nicht nur eine Herausforderung fiir das Gesundheitssystem dar, sondern unterstreicht auch die

dringende Notwendigkeit, effektive und kosteneffiziente Therapieansitze zu entwickeln.

Die Forschung im Bereich der Herz-Kreislauf-Erkrankungen hat sich weltweit zu einem
entscheidenden Schwerpunkt in der medizinischen Grundlagenforschung entwickelt, wobei der
Fokus auf der Entschliisselung der zugrunde liegenden Mechanismen und der Identifizierung
neuer therapeutischer Zielstrukturen liegt. Zahlreiche wissenschaftliche Studien haben dabei
nicht nur klinische, sondern auch molekulare Aspekte dieser Erkrankungen beleuchtet
(Dorobantu et al. 2021; Frak et al. 2022). Das faszinierende Netzwerk und besonders das
komplexe Zusammenspiel zwischen Thrombozyten, Gerinnungsfaktoren und der GefdBwand
spielt eine zentrale Rolle und bildet die Grundlage fiir das Verstindnis
thromboinflammatorischer Prozesse und deren gezielter Beeinflussung (Ruggeri 2002; Davi

und Patrono 2007).

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf die Identifikation des thrombozytiren ACKR3-
Rezeptors als potenzielles therapeutisches Ziel zur Behandlung thrombozytenvermittelter
Thrombosen. Ziel ist es, geeignete Agonisten zu identifizieren, die als vielversprechende

Kandidaten fiir die Entwicklung neuer Therapieansidtze dienen konnen. Durch die
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systematische Untersuchung der Mechanismen und des Einflusses dieses Rezeptors innerhalb
des komplexen thrombotischen Netzwerks zielt die Arbeit darauf ab, fundierte Erkenntnisse zu
gewinnen, die dazu beitragen, innovative Strategien fiir die Pravention und Behandlung von

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu entwickeln.
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1.1 Thrombozyten

Die Entdeckung und umfassende Erforschung der Blutplittchen, auch als Thrombozyten
bekannt, reicht bis ins 19. Jahrhundert zuriick. Der britische Arzt William Addison erwéihnte im
Jahr 1842 erstmals die "colourless corpuscles" und die "molecules and cytoblasts" im Blut
(Addison 1842). Die eigentliche Identifikation und Charakterisierung der Blutplattchen wurde
jedoch spdter von anderen Forschern vorangetrieben, insbesondere durch die wegweisende
Arbeit von Giulio Bizzozero. Dieser beschrieb 1881 erstmals einen "neuen Formbestandteil des
Blutes" und priagte den Begriff der Thrombozyten. Ein Jahr spéter, 1882, veroffentlichte er eine
umfassende Arbeit iiber diese Zellen, die einen entscheidenden Beitrag zum Verstdandnis ihrer

Rolle bei Thrombose und Blutgerinnung leistete (Bizzozero 1882; Coller 1984).

1.1.1 Thrombopoese

Thrombozyten sind kernlose, diskoidale Zellen und stellen mit 2 -5 um die kleinsten zelluldren
Bestandteile des Blutes dar (Frojmovic und Milton 1982). Aufgrund ihrer kernlosen Struktur

besitzen sie nur eine begrenzte Fahigkeit zur Proteinbiosynthese (Gawaz 1999).

Diese anuklearen Zellen entstechen durch die sogenannte Thrombopoese, durch die
Abschniirung aus Megakaryozyten, den grofften Zellen im Knochenmark. Wihrend des
Reifungsprozesses der Megakaryozyten erfolgt eine Zellteilung, bei der der Zellkern intakt
bleibt und das Zytoplasma sich in zahlreiche kleine Einheiten aufteilt. Durch die Abschniirung
von Zellfragmenten entstehen zunédchst sogenannte Proplattchen, lange Zellfortsitze, die bis in
die Sinusoiden des Knochenmarks reichen. Diese Einheiten 16sen sich schlieBlich ab und
gelangen in den Blutkreislauf, wo sie als funktionelle Thrombozyten agieren (Behnke 1970;
Thon und Italiano 2012). Die abschlieBende Reifung und Formgebung der Thrombozyten
erfolgt somit erst im Blut selbst, durch unterschiedliche, vor allem mechanische Einfliisse des
Blutstroms (Machlus und Italiano 2013). Ein einzelner Megakaryozyt kann so mehrere tausend
Thrombozyten produzieren (Stenberg und Levin 1989). Da diese auch nur eine
durchschnittliche Lebensdauer von circa 10 Tagen haben, bevor sie von Makrophagen in Milz
und Leber wieder abgebaut werden, ist eine kontinuierliche Neubildung von Thrombozyten
durch Megakaryozyten essenziell, um den Bedarf im Blutkreislauf aufrechtzuerhalten (Gawaz
1999; George 2000). Die physiologische Thrombozytenzahl im Blut eines gesunden Menschen
liegt zwischen 150.000 und 450.000 pro ul (Gawaz 1999).
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1.1.2 Morphologie

1.1.2.1 Membransystem

Die morphologische Struktur der Thrombozyten ist von gro3er Bedeutung fiir ihre Funktion.
Die Zellen weisen ein charakteristisches Membransystem auf, das aus dem offenen
kanalikuldren Membransystem (OCS) und dem dichten tubuldren Membransystem besteht
(Gerrard et al. 1978). Das OCS durchzieht die Thrombozyten und sorgt fiir eine Vergréferung
der Zellmembran, wédhrend das dichte tubuldre Membransystem eine zentrale Rolle im
Zusammenhang mit der Biosynthese von Prostaglandinen trégt. Prostaglandine wie
Thromboxan A, (TxAz) werden durch Cyclooxygenasen (COX), insbesondere COX-1,
synthetisiert und sind entscheidend fiir die Himostase und Vasokonstriktion (FitzGerald 2003).
Dariiber hinaus dient das dichte tubuldre Membransystem auch als intrazelluldrer Speicher
dieser Enzyme, ist aber auch fiir die Speicherung von Calciumionen (Ca?") verantwortlich
(White und Clawson 1980). Diese Enzyme und Ionen spielen eine entscheidende Rolle bei
verschiedenen Prozessen innerhalb der Thrombozyten. Die intrazelluldre Speicherung von
Calciumionen (Ca?") im dichten tubuliren Membransystem ist von zentraler Bedeutung fiir die
Thrombozytenaktivierung. Nach einer Aktivierung durch bestimmte Stimuli, wie zum Beispiel
Kollagen oder Thrombin, erfolgt die Freisetzung von gespeichertem Ca?’. Dieser Anstieg an
intrazelluldirem Calcium spielt eine Schliisselrolle bei der Forménderung der Thrombozyten,
der Granulaexozytose und der Aktivierung von Enzymen, die letztendlich zur Blutgerinnung

beitragen (Versteeg ef al. 2013; Golebiewska und Poole 2015).

1.1.2.2 Strukturelles System

Das Tubulinsystem innerhalb der Thrombozyten spielt eine mafigebliche Rolle bei der
Erhaltung ihrer Form und Funktion. Es handelt sich um ein ausgeprigtes Netzwerk von
Mikrotubuli, das mit dem OCS verbunden ist und sich durch die Zelle erstreckt. Diese
Mikrotubuli sind entscheidend fiir die Stabilitit der Thrombozytenform und tragen zur Bildung
von Pseudopodien und Filopodien bei, die wahrend der Thrombozytenaktivierung entstehen

(White und Clawson 1980; White und Krumwiede 2007).

Neben den bereits erwdhnten Mikrotubuli sind auch verschiedene Strukturproteine von

Bedeutung, die die Integritét des strukturellen Systems aufrechterhalten.
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Die Interaktion zwischen Mikrotubuli und Aktinfilamenten ist entscheidend fiir die dynamische
Verdanderung der Thrombozytenform. Aktinfilamente, ein weiteres zentrales Element des
Zytoskeletts, interagieren mit den Mikrotubuli und sind so ebenfalls mal3geblich an der
Ausbildung der Pseudopodien und Filopodien wéhrend der Thrombozytenaktivierung beteiligt
(Italiano et al. 2003). Auch Strukturproteine wie Tubulin, Aktin und Myosin sind integraler
Bestandteil des strukturellen Systems und gewéhrleisten nicht nur die Formstabilitéit, sondern
auch die funktionelle Flexibilitdt der Thrombozyten. Dariiber hinaus spielen Filamin-A und
Septin eine Rolle bei der Verbindung des Zytoskeletts mit der Zellmembran und beeinflussen

die mechanischen Eigenschaften der Thrombozyten (Li ef al. 2002; Michelson 2011).

Die Verbindung zwischen dem Tubulinsystem und dem Membransystem gewéhrleistet nicht
nur die Stabilitit der Thrombozytenstruktur, sondern ermoglicht auch dynamische
Verdnderungen wihrend ihrer Aktivierung. Die Kanile des OCS sind in Kombination mit dem
Tubulinsystem malBgeblich fiir die Oberflichenvergroferung, Formverinderung und
Granuladegranulation verantwortlich, die wihrend des Himostaseprozesses auftreten (Gawaz
1999; White und Krumwiede 2007). Zusidtzlich zu diesen strukturellen Aspekten ist die
rdumliche Organisation des Tubulin- und Membransystems von entscheidender Bedeutung fiir
die Regulation intrazelluldrer Signale. Die enge Koordination dieser Systeme ermdglicht eine
prizise Reaktion auf externe Stimuli und spielt somit eine Schliisselrolle in der Himostase und

Immunantwort der Thrombozyten.

1.1.2.3 Granula

In den Thrombozyten sind neben den bereits diskutierten Strukturen wie dem Membransystem
und dem Tubulinsystem auch organelle Strukturen vorhanden, darunter Mitochondrien,
Glykogenspeicher und Granula. Diese spezialisierten Organellen befinden sich im Zytoplasma
der Zellen. Thrombozyten besitzen verschiedene Arten von Granula, die fiir ihre
physiologischen Funktionen von entscheidender Bedeutung sind. Diese Granula setzen sich aus
Alpha-, dense-, Lambda- und Lyso-Granula zusammen (Heijnen und van der Sluijs 2015). Jedes
Granulum hat eine spezifische Zusammensetzung von bioaktiven Molekiilen, darunter Proteine,
Zytokine und Chemokine, die bei der Regulierung von Hidmostase und Immunantwort eine

Schliisselrolle spielen (George 2000).

Die Alpha-Granula der Thrombozyten sind mit verschiedenen Wachstumsfaktoren,
Adhésionsmolekiilen und Gerinnungsfaktoren beladen. Diese umfassen, aber beschrianken sich

nicht auf, Fibrinogen, vVWF, PDGF, TGF-3 und Thrombospondin. Diese bioaktiven Molekiile
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haben eine zentrale Rolle bei der Forderung der Hadmostase durch die Regulation der

Thrombozytenadhision, -aggregation und -aktivierung (Gawaz 1999; George 2000).

Dense Granula, auch als 8-Granula bekannt, tragen ihren Namen aufgrund ihres besonders
hohen Gewichtsgehalts an verschiedenen Molekiilen, der ihnen eine besonders hohe
elektronenoptische Dichte verleiht (Zucker-Franklin 2003). Die dense Granula enthalten eine
breite Palette biologisch aktiver Molekiile, darunter Adenosindiphosphat (ADP),
Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin, Calcium und verschiedene Wachstumsfaktoren (Gawaz
1999; Zucker-Franklin 2003). Die Aktivierung der Thrombozyten fiihrt zur Fusion der dense
Granula mit der Zellmembran, wodurch ihr Inhalt in den extrazelluldren Raum freigesetzt wird
(Italiano ef al. 2003). Diese Freisetzung der Substanzen aus den dense Granula ist entscheidend
fiir die Hamostase, da sie eine Verstirkung der Thrombozytenaktivierung und -aggregation

bewirkt.

Lysosomale Granula enthalten eine Vielzahl von hydrolytischen Enzymen, die an der
Verdauung und Zersetzung von Fremdpartikeln, beschiadigten Zellkomponenten oder anderen
Zellbestandteilen beteiligt sind (Heijnen und van der Sluijs 2015). Die Anwesenheit von
Lysosomen in Thrombozyten unterstreicht deren Rolle in immunologischen und entziindlichen
Prozessen. Wahrend Thrombozyten in erster Linie fiir himostatische Funktionen bekannt sind,
tragen ihre lysosomalen Aktivititen dazu bei, zelluldre Bestandteile zu eliminieren und die
Homoostase im Blut aufrechtzuerhalten (Gawaz 1999; George 2000). Durch die Freisetzung
von Enzymen aus den Lysosomen kdnnen Thrombozyten eine immunmodulatorische Funktion
ausiiben und an der Abwehr von Infektionen sowie anderen immunologischen Prozessen

teilnehmen (George 2000).
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Dense Granula

Abbildung 1: Schematische Darstellung der morphologischen Besonderheiten von ruhenden
Thrombozyten. Der ruhende Thrombozyt ist scheibenformig und glatt. Im Inneren befinden sich
Mitochondrien, Glykogenspeicher und Granula (alpha-, dichte und lysosomale Granula), die Substanzen
wie von-Willebrand-Faktor und ADP speichern. Das offene kanalikuldre System (OCS) dient als
Speicher und erleichtert spéter die Sekretion. In diesem Zustand bleiben die Thrombozyten inaktiv und
zirkulieren frei im Blut (George 2000).
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1.2 Physiologische Funktion der Thrombozyten

Die Thrombozyten als essenzielle Bestandteile des Blutes spielen eine zentrale Rolle bei
verschiedenen physiologischen Prozessen. Thrombozyten sind entscheidende Zellen im
Prozess der Hamostase, der die Blutstillung nach Gefilverletzungen gewihrleistet. Diese
kleinen Zellen spielen eine Schliisselrolle in verschiedenen Phasen der Hamostase, darunter die

Adhision, Aktivierung, Aggregation und die anschlieende sekundédre Hamostase.

Dense Granula /

Alpha G I
Glykogenspeicher //}\{ pha brampa
Aktin

offenes kanikulares Q
System \ki‘\\

//__/-‘ Lysosomen

Mitochondrien _—# Myosin
7 N

Mikrotuboli

Abbildung 2: Schematische Darstellung der morphologischen Besonderheiten aktivierter
Thrombozyten: Bei der Aktivierung, z. B. durch Gefdfverletzungen, éndert sich die Form. Der
Thrombozyt bildet Pseudopodien und entleert die Granula. Zytoskelett-Proteine wie Aktin und Myosin
ermoglichen Formverdanderung und Sekretion. Das OCS erleichtert die Freisetzung gespeicherter Stoffe,
und Mitochondrien liefern Energie fiir diese Prozesse. Aktivierte Thrombozyten sind essenziell fiir die
Blutstillung (George 2000).

1.2.1 Hamostase

Die primére Aufgabe der Thrombozyten im Rahmen der Himostase besteht darin, schnell auf
GefédBverletzungen zu reagieren und die Bildung eines vorldaufigen Blutgerinnsels zu initiieren
(Ruggeri 2002). Dieser essenzielle Prozess beginnt mit der Adhdsion der Thrombozyten an die
beschadigte GefdBwand. Die Thrombozyten heften sich an das Subendothelium an und bilden

eine instabile Thrombusschicht, um die Blutung zu stoppen (Broos et al. 2011).



1.2.1.1 Adhision

Die Adhédsion von Thrombozyten spielt eine zentrale Rolle als Reaktion auf vaskuldre
Verletzungen und wird im Allgemeinen als der erste Schritt betrachtet. In diesem Prozess
binden einzelne Thrombozyten durch spezifische Membranrezeptoren an zelluldre und
extrazelluldre Matrixbestandteile der GefaBwand und des umgebenden Gewebes (Ruggeri und

Mendolicchio 2007).

Es wird grundsétzlich zwischen primérer und sekundarer Adhésion unterschieden. Die primére
Adhision bezieht sich auf den ersten Kontakt und die Anhaftung von ruhenden Thrombozyten
an die beschidigte GefdBwand. Die sekundire Adhédsion hingegen umfasst die Interaktion

zwischen bereits aktivierten Thrombozyten und Subendothel (Gawaz 1999).

Die primidre Adhision wird durch die Wechselwirkung von Glykoproteinen mit der
subendothelialen Matrix vermittelt. Insbesondere binden Thrombozyten an vaskuldres
Kollagen und andere adhésive Molekiile. Die Glykoproteine GPIb/V/IX und GPVI sind dabei
mafgeblich beteiligt. In der Kontaktphase bindet GPIb/V/IX an von-Willebrand-Faktor (vVWF),
der von der geschidigten GefidBwand freigesetzt wird (Turitto et al. 1985; Falati et al. 1999).
Nach der initialen Adhésion erfolgt in der Stabilisierungsphase eine verstérkte Bindung weiterer
membranstindiger Rezeptoren, insbesondere von Integrinen. Diese Integrine, wie
beispielsweise Integrin-allbB3, spielen eine entscheidende Rolle bei der Festigung der
Thrombozytenbindung an die subendotheliale Matrix und fordern die Bildung eines stabilen

Héamostasepfropfens (Gawaz et al. 2005; Ruggeri und Mendolicchio 2007).

Durch die Stromung des Blutes durch die Gefidl3e findet die Adhédsion unter starken Scherkriften
statt. Dies erfordert, dass die erste Kontaktphase zwischen Thrombozyten und der
subendothelialen Matrix schnell und stabil ablduft, um eine effiziente Hdmostase zu
gewihrleisten. Die starken Scherkrifte tragen aber auch dazu bei, dass Thrombozyten rasch
aktiviert werden. Die folgenden Interaktionen initiieren nicht nur den Adhésionsprozess,
sondern 16sen auch komplexe biochemische Signalwege aus, die zu einer weiteren Aktivierung

der Thrombozyten fithren (Kroll ez al. 1996; Sugimoto et al. 1999).

1.2.1.2 Aktivierung

Die Aktivierung der Thrombozyten ist ein zentraler Schritt im Prozess der Himostase, der zu
Verdnderungen in ihrer Form und zur Freisetzung von Granula fiihrt. Verschiedene Stimuli wie

Kollagen, ADP und Thrombin losen diesen Aktivierungsprozess aus. Thrombozyten setzen
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dabei Thromboxan A> (TxA:2) und andere Signalmolekiile frei, die die weitere Aktivierung
verstiarken und den Beginn der Aggregation einleiten (Cheng et al. 2002; Ruggeri 2002). Ein
Schliisselaspekt der Thrombozytenaktivierung ist die Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration. Das Calcium fungiert dabei als essenzieller sekundérer Botenstoff und
spielt eine zentrale Rolle bei der Ubertragung von Signalen, die die Thrombozytenaktivierung
auslosen. Dieser regulatorische Vorgang wird durch die Bindung spezifischer Stimuli an
Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfliche initiiert, was zu einem rapiden Anstieg des
intrazelluldren Calciumspiegels fiihrt. Dieser Anstieg wiederum aktiviert eine Vielzahl von
calciumabhingigen Signalwegen, die den gesamten Aktivierungsprozess vorantreiben und die
Formverinderung der Thrombozyten, den sogenannten ,,shape change* bewirken (Gibbins

2004; Varga-Szabo et al. 2009).

Ein weiterer bedeutender Faktor in der Thrombozytenaktivierung sind Phospholipasen,
spezifisch Phospholipase A2 (PLA2) und Phospholipase C (PLC). Diese Enzyme spielen eine
entscheidende Rolle bei der Umwandlung von Phospholipiden in der Zellmembran in bioaktive
Molekiile. Phospholipase A2 hydrolysiert Phospholipide, um Arachidonsdure freizusetzen.
Diese Arachidonsdure dient wiederum als Vorldufer fiir die Produktion von Thromboxan A2
(TxA2), einem starken Aggregationsmediator. Parallel dazu aktiviert Phospholipase C die
Umwandlung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die sekundiren Botenstofte
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Diese Molekiile sind ebenfalls in der
Signalweiterleitung wihrend der Thrombozytenaktivierung involviert und verstirken den

gesamten Aktivierungsprozess (Bevers ef al. 1983; Gibbins 2004).

1.2.1.3 Degranulation

Die Degranulation der Thrombozyten ist ein komplexer Prozess, bei dem verschiedene
Granula-Inhalte freigesetzt werden, um die Thrombozytenaktivierung und die Bildung eines
stabilen Blutgerinnsels zu unterstiitzen. Die Granula bestehen aus unterschiedlichen
Bestandteilen, darunter a-Granula, d-Granula und lysosomale Granula, und enthalten eine
breite Palette von biologisch aktiven Molekiilen. P-Selektin, ein Membranprotein auf den a-
Granula, ist ein wichtiger Bestandteil, der bei der Thrombozytenaktivierung und der
Wechselwirkung mit anderen Blutzellen und GefdBwandzellen eine entscheidende Rolle spielt

(Kaplan und Owen 1986; Rendu und Brohard-Bohn 2001).

Wihrend der Degranulation werden P-Selektin, Plédttchenfaktor 4, und andere Inhaltsstoffe

freigesetzt und fordern die Wechselwirkung der Thrombozyten mit Leukozyten und
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Endothelzellen. Diese Interaktionen sind entscheidend fiir die Regulation von
Entziindungsprozessen, die an der Atherogenese beteiligt sind (Gawaz et al. 2005). Besonders
P-Selektin spielt eine wichtige Rolle in der Rekrutierung von Immunzellen, insbesondere von
Leukozyten, an Stellen von Gefdllverletzungen oder Entziindungen (André 2004). P-Selektin
ist ein Zelladhédsionsmolekiil, das auf aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert
wird. Es bindet an P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) auf Leukozyten, was zur
Adhision und Migration dieser Inmunzellen in das entziindete Gewebe beitrdgt. Dies verstérkt
die entziindliche Komponente der Thrombozytenaktivierung und trdgt zu Prozessen wie der

Thrombusbildung und der Ausbreitung von Entziindungsreaktionen bei (Cerletti ef al. 2012).

Die 6-Granula enthalten bioaktive Molekiile wie Serotonin, das die GefaBBkonstriktion und eine
verstirkte Thrombozytenaktivierung fordert, sowie ADP, ATP und Ca®" (Ambrosio und Di
Pietro 2017). Die Freisetzung dieser Inhaltsstoffe trdgt zur Verstirkung der
Thrombozytenaktivierung und der Bildung eines stabilen Blutgerinnsels bei (Gremmel et al.

2016b).

1.2.1.4 Aggregation

Mit der Aktivierung folgt die Aggregation, bei der Thrombozyten miteinander interagieren und
es zu einer sogenannten Koadhdsion kommt. Die primdre Thrombozytenaggregation, beginnt
nach der initialen Adhdsion an der beschidigten GefiBwand. Wéihrend der priméren
Thrombozytenaggregation spielt das Integrin allbB3 (auch GPIIb-IIla), eine entscheidende
Rolle indem es Fibrinogen bindet, was zu einer stabilen aber vorerst reversiblen Verbindung
der Thrombozyten fiihrt (Ruggeri et al. 1999). Integrin ollbPB3 ist ein heterodimeres
Transmembranprotein, das auf der Oberfliche der Thrombozyten exprimiert wird. In Ruhe
befindet sich Integrin allbB3 in einem inaktiven Zustand, und die Bindungsstellen fiir
Fibrinogen sind verdeckt (Bennett 2005). Bei der Aktivierung der Thrombozyten durch
verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel ADP oder Thrombin, kommt es zu einer
Konformationsidnderung, die die Bindungsstellen fiir Fibrinogen freilegt. Dies ermoglicht die
spezifische Bindung von Fibrinogen an Integrin allbB3 und initiiert die Bildung von
Fibrinogenbriicken zwischen benachbarten Thrombozyten (Marguerie et al. 1980; Shattil et al.
1985). Die resultierenden Aggregationsstrukturen sind vorldufig, aber stabil und legen den

Grundstein fiir die nachfolgende sekundire Thrombozytenaggregation.

Die sekundidre Thrombozytenaggregation ist irreversibel und setzt nach der Freisetzung

spezifischer Substanzen aus den Granula, durch die sogenannte Degranulation, ein. Granula
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enthalten bioaktive Substanzen wie ADP und Thromboxan A2, die die Aktivierung der
Thrombozyten weiter vorantreiben. Im Zuge dessen kommt es zu einer verstirkten und
irreversiblen Bindung von Integrin-allbf3, Fibrinogen und vWF. Diese stabilen Verbindungen
sind von zentraler Bedeutung fiir die Bildung eines dichten und stabilen Thrombus (Turner et

al. 2001; Jackson et al. 2003).

1.2.2 Sekundare Hamostase

Die sekundédre Hamostase ist ein weiterer essenzieller Schritt im Prozess der Blutgerinnung,
der nach der primédren Héamostase erfolgt. In dieser Phase wird das Gerinnungssystem aktiviert,
um ein stabiles Blutgerinnsel zu bilden. Schliisselakteure in der sekundédren Hdmostase sind die
Gerinnungsfaktoren, die in einem komplexen Kaskadensystem aktiviert werden. Die
Gerinnungskaskade kann in den intrinsischen und extrinsischen Weg unterteilt werden

(Dahlbéck 2005; Mackman 2008).

Der intrinsische Weg wird durch Kollagen und andere Oberfldchenaktivatoren ausgelost,
wihrend der extrinsische Weg durch duflere Gewebsfaktoren wie das Gewebsthromboplastin in
Gang gesetzt wird. Beide Wege fiihren zur Aktivierung von Gerinnungsfaktoren, darunter
Faktor X, der eine zentrale Rolle in der Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin spielt
(Hoffman und Monroe 2001; Mann ef al. 2003). Thrombin wiederum spielt eine zentrale Rolle
bei der Konvertierung von Fibrinogen zu Fibrin, indem es Fibrinopeptide abspaltet und die
Polymerisation von Fibrinmolekiilen initiiert (Blombéck et al. 1978; Standeven et al. 2005).
Die Fibrinstringe verbinden sich miteinander und bilden ein stabiles dreidimensionales

Netzwerk, das als Fibringerinnsel bezeichnet wird (Weisel 2005).

Das Fibringerinnsel triagt dazu bei, den vorldufigen Thrombozytenpfropfen, der wihrend der
primédren Hamostase gebildet wurde, zu stabilisieren. Durch die Fibrinvernetzung werden die
Thrombozyten fester miteinander verbunden, und der Hémostasepfropfen wird fester und

widerstandsfahiger gegeniiber Blutfluss und Scherkriften (Furie und Furie 2008).

1.2.3 Apoptose

Die Apoptose bei Thrombozyten spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation ihrer
Lebensdauer und der Homoostase im Blutkreislauf. Diese Form des programmierten Zelltods

ist ein natiirlicher Mechanismus, der dazu beitrégt, iiberschiissige oder alternde Thrombozyten
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zu eliminieren, um Platz fiir neuere und funktionsfahigere Zellen zu schaffen (Lebois und
Josefsson 2016). Die Apoptose der Thrombozyten wird durch verschiedene Signale ausgeldst,
darunter intrazelluldre Stressfaktoren, externe Signale wie Zytokine und die Bindung von
Liganden an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfliche (McArthur et al. 2018). Dies flihrt
zur Aktivierung von Signalwegen, die die Expression pro-apoptotischer Proteine erhohen und
die Aktivitdt anti-apoptotischer Proteine verringern, was letztendlich zum Zelltod fiihrt (Leytin
2012). Eine Dysregulation der Thrombozytenapoptose kann zu verschiedenen
Krankheitsbildern fiihren, darunter Thrombozytopenie, Thrombose und hédmatologische

Malignome (Josefsson 2023).

Ein entscheidender Aspekt bei der Apoptose ist die Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf
der Zelloberflache, ein Marker filir apoptotische Zellen, der die Wechselwirkung mit anderen

Zellen und den Abbau ermdglicht (Gyulkhandanyan et al. 2012).

Ein wichtiger Mechanismus ist das mitochondriale Potential, das eine entscheidende Rolle bei
der Regulierung der Apoptose spielt. Durch Stresssignale wie DNA-Schéden oder oxidativen
Stress wird das mitochondriale Potential gestort, was zur Freisetzung von Cytochrom c fiihrt
und den intrinsischen Signalweg aktiviert. Dieser Prozess wird durch Regulatoren wie die Bcl-
2-Familie von Proteinen kontrolliert, die das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-

apoptotischen Proteinen aufrechterhalten (Lebois und Josefsson 2016).

Des Weiteren spielen extrinsische Signalwege eine Rolle, bei denen externe Liganden wie TNF-
a oder Fas-Ligand mit ihren entsprechenden Rezeptoren interagieren und die Initiierung der

Apoptose durch die Aktivierung von Caspase-8 vermitteln (McArthur ef al. 2018).

Insgesamt ist die Apoptose ein wesentlicher Mechanismus zur Aufrechterhaltung der
Thrombozytenhomoostase und spielt eine wichtige Rolle bei der Pathophysiologie

verschiedener thrombozytirer Erkrankungen.
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1.3 Thrombose

Herz-Kreislauf-Erkrankungen treten in vielféltigen Manifestationen auf und stellen weltweit

die filhrende Todesursache dar, allen voran ischdmische Herzkrankheiten und Schlaganfille.

Eine besonders schwerwiegende Komplikation stellen somit thrombotische Erkrankungen dar.
Thrombosen sind lebensbedrohliche Ereignisse, die durch die Bildung von Blutgerinnseln in
den Blutgefafien entstehen und zu schwerwiegenden Folgen wie Herzinfarkten, Schlaganfallen

und Lungenembolien fithren konnen (Roth et al. 2020).

Verschiedene Faktoren, darunter genetische Priadispositionen sowie erworbene Risikofaktoren
wie Bluthochdruck, Ubergewicht, Ernihrung, korperliche Inaktivitit, Tabakkonsum,
Alkoholmissbrauch aber auch psychosoziale Faktoren, konnen zur Entstehung solcher

GefiaBverschliisse beitragen (Yusuf ez al. 2004; O'Donnell et al. 2016).

1.3.1 Thrombozytire Erkankungen

Herzinfarkt, Schlaganfall und Lungenembolie sind schwerwiegende vaskuldre Ereignisse, die
erhebliche Morbiditit und Mortalitit weltweit verursachen. Der Herzinfarkt, auch bekannt als
Myokardinfarkt, wird durch die plotzliche Blockade einer oder mehrerer Koronararterien
verursacht, was zu einer unzureichenden Blutversorgung des Herzmuskels fiihrt. Dieser
Zustand kann durch die Ablagerung von Plaque in den Arterien ausgeldst werden, die
schlieBlich zu einem akuten Verschluss fithren kann. Die Ischimie des Herzmuskels fiihrt zu
typischen Symptomen wie Brustschmerzen, die in den Arm, den Nacken oder den Riicken
ausstrahlen kénnen, sowie zu Atemnot, Ubelkeit und SchweiBausbriichen. Ein Herzinfarkt kann
schwerwiegende Komplikationen wie Herzrhythmusstérungen, Herzinsuffizienz oder sogar

den plotzlichen Herztod verursachen (Gawaz 2004; Yusuf ez al. 2004).

Ein Schlaganfall tritt auf, wenn die Blutversorgung eines Teils des Gehirns unterbrochen wird,
entweder durch ein blockiertes Blutgefdl (ischdmischer Schlaganfall) oder durch eine Blutung
im Gehirn (hdmorrhagischer Schlaganfall). Die haufigsten Ursachen fiir einen ischdmischen
Schlaganfall sind Blutgerinnsel, die sich in den Arterien des Gehirns bilden und den Blutfluss
blockieren. Ein hdmorrhagischer Schlaganfall tritt auf, wenn ein Blutgefd3 im Gehirn platzt
und Blut in das umgebende Gewebe austritt (Grysiewicz et al. 2008). Die Symptome eines
Schlaganfalls konnen plotzliche Lahmungen, Sehstérungen, Sprach- und Sprechstérungen

sowie starke Kopfschmerzen sein. Ein Schlaganfall kann zu dauerhaften neurologischen
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Schiden fiihren und in einigen Fillen sogar todlich verlaufen (O'Donnell et al. 2016; Virani et

al. 2021).

Die weltweit dritthdufigste kardiovaskuldre Todesursache nach Schlaganfall und Herzinfarkt
stellt die Lungenembolie dar. Auch diese ist eine potenziell lebensbedrohliche Erkrankung, die
auftritt, wenn sich ein Blutgerinnsel, normalerweise aus den tiefen Venen der Beine
(Thrombose), 16st und in die Lungenarterien gelangt, wo es einen Teil oder den gesamten
Blutfluss blockieren kann (Essien et al. 2019). Auch eine Lungenembolie kann zu
schwerwiegenden Komplikationen fiihren, einschlielich eines plotzlichen Herzstillstands oder

Todes (Doherty 2017).

Die Privention und Behandlung dieser vaskuldren Ereignisse erfordert eine ganzheitliche
Herangehensweise, die auf Risikoreduktion, Lebensstilinderungen und medizinischer
Intervention basiert. Fritherkennung von Risikofaktoren, Screening-Programme und die
Entwicklung wirksamer Therapien sind entscheidend, um die Inzidenz und die negativen

Auswirkungen von Herzinfarkt, Schlaganfall und Lungenembolie zu verringern.

1.3.2 Thromboinflammation

Thromboinflammation ist ein komplexer Prozess, der durch die Interaktion zwischen
Thrombozyten, Entziindungszellen und der GefidBwand gekennzeichnet ist (Engelmann und
Massberg 2013). Eine der Hauptursachen fiir Thromboinflammation ist die endotheliale
Dysfunktion, die zu einer gesteigerten Adhdsion und Aktivierung von Thrombozyten sowie zu

einer erhohten Expression proinflammatorischer Zytokine fiihrt (Libby et al. 2002).

Ein zentraler Signalweg in der Thromboinflammation ist die Aktivierung des Gewebefaktor-
Signalwegs, der zur Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und zur Bildung von Thromben
fiihrt (Gawaz et al. 2005). Dariiber hinaus spielen inflammatorische Mediatoren wie
Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) eine wichtige Rolle bei der
Modulation der Thrombozytenfunktion und der Forderung der Thromboinflammation

(Gremmel et al. 2016a).

Thromboinflammation ist eng mit verschiedenen Krankheitsbildern verbunden, darunter
Atherosklerose, Myokardinfarkt, Schlaganfall und vendse Thromboembolien (Engelmann und
Massberg 2013). In der Atherosklerose beispielsweise fordert die Anwesenheit von
entziindlichen Zellen in atherosklerotischen Plaques die Thrombozytenaktivierung und die

Bildung von Thromben (Libby 2002).
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Ein weiterer wichtiger Aspekt der Thromboinflammation ist die Interaktion zwischen
Thrombozyten und Leukozyten. Durch die Expression von Adhésionsmolekiilen wie P-Selektin
und ICAM-1 konnen Thrombozyten aktiv an der Rekrutierung und Aktivierung von

Leukozyten beteiligt sein, was die lokale Entziindungsreaktion verstirkt (Briihl ez al. 2012).

Die Entwicklung neuer Therapien zur gezielten Unterdriickung der Thromboinflammation stellt
daher ein vielversprechendes Ziel dar, um das Risiko thrombotischer Ereignisse bei
entziindlichen Erkrankungen zu reduzieren und die klinischen Ergebnisse zu verbessern

(Engelmann und Massberg 2013; Sharma et al. 2022).

1.3.3 Therapie

Die Therapie thrombotischer und thromboinflammatorischer Erkrankungen zielt darauf ab, die
Bildung von Blutgerinnseln zu verhindern und Entziindungen im Gefa3system zu reduzieren.
Eine zentrale Rolle spielen dabei Thrombozytenaggregationshemmer, die die Aktivierung und
Aggregation von Thrombozyten hemmen und somit das Risiko von thrombotischen Ereignissen

wie Herzinfarkt und Schlaganfall verringern (McNicol und Israels 2003).

Zu den wichtigsten Thrombozytenaggregationshemmern gehoren Acetylsalicylsdure (Aspirin),
Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor. Aspirin wirkt durch die Hemmung der Cyclo-
oxygenase-1, einem Schliisselenzym bei der Synthese von Thromboxan A2, einem wichtigen
Mediator der Thrombozytenaggregation, wahrend Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor iiber
die Hemmung des Adenosine-Diphosphate-Rezeptors (P2Y12-Rezeptor) auf Thrombozyten
wirken und somit die Thrombozytenfunktion reduzieren (Patrono et al. 2005; Wiviott et al.

2007; Wallentin et al. 2009).

Diese Thrombozytenaggregationshemmer werden hédufig in Kombination mit anderen
antithrombotischen Medikamenten eingesetzt, insbesondere bei Patienten mit akuten koronaren
Syndromen oder nach interventionellen Eingriffen wie Stentimplantationen (Yusuf ez al. 2001;

Steinhubl et al. 2002).

Patienten, die bereits ein thrombotisches Ereignis erlitten haben, weisen ein erhdhtes Risiko fiir
Folgeereignisse auf und erfordern daher oft eine langfristige medikamentdse Therapie, um das

Wiederauftreten solcher Ereignisse zu reduzieren (Savarese et al. 2016; Udell et al. 2016).

Fiir Patienten mit thromboinflammatorischen Ereignissen wie Atherosklerose und anderen
entziindlichen Gefdlerkrankungen werden zunehmend Therapien entwickelt, die sowohl die

Thrombose als auch die Entziindung adressieren. Dies umfasst die Verwendung von
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Antiinflammatorika wie Steroiden und entziindungshemmenden Biologika sowie die
Kombination von Thrombozytenaggregationshemmern mit antientziindlichen Medikamenten,
um die zugrunde liegenden Mechanismen der Krankheit zu bekdmpfen (Dinarello 2010;

Liberale et al. 2021).

Die Entwicklung neuer therapeutischer Ansdtze zur gezielten Hemmung von Thrombose und
Entziindung bei thrombotischen und thromboinflammatorischen Erkrankungen hat das
Potenzial, die klinischen Ergebnisse zu verbessern und das Risiko von Herz-Kreislauf-

Ereignissen und anderen Komplikationen signifikant zu reduzieren.

1.3.4 Blutungsrisiko in der Therapie von thrombotischen

Erkrankungen

Die Therapie mit antithrombotischen und entziindungshemmenden Medikamenten kann mit
einer Reihe von Komplikationen und Nebenwirkungen verbunden sein. Zu einigen dieser
Komplikationen gehoren gastrointestinale Blutungen, intrakranielle Blutungen, allergische
Reaktionen und Medikamentenwechselwirkungen (Steiner ef al. 2006; Ruiz-Nodar et al. 2008;
Gutermann et al. 2015). Insbesondere iltere Patienten oder solche mit vorbestehenden
Erkrankungen sind einem erhohten Risiko fiir gastrointestinale Blutungen ausgesetzt, wahrend
intrakranielle Blutungen schwerwiegende neurologische Folgen haben kénnen (Fitzmaurice et

al. 2002).

Besondere Aufmerksamkeit erfordern auch Patienten mit vorbestehenden Erkrankungen wie
Magengeschwiiren, Lebererkrankungen oder Niereninsuffizienz, da diese das Risiko fiir
Blutungen weiter erhhen konnen (Ageno und Donadini 2018). Eine individuelle Abwéigung
zwischen dem Nutzen der antithrombotischen Therapie zur Verhinderung thrombotischer

Ereignisse und der Gefahr von Blutungen ist daher unerlésslich.

Auch bei invasiven Eingriffen oder Operationen besteht fiir Patienten, die bereits
antithrombotische Medikamente einnehmen, ein erhohtes Blutungsrisiko. Das Absetzen dieser
Medikamente vor solchen Eingriffen birgt jedoch ebenfalls Gefahren, da es das Risiko eines

thrombotischen Ereignisses erhohen kann (Wagner et al. 2019).

Die Blutungsgefahr bei der antithrombotischen Therapie stellt ein erhebliches Problem dar. Es
kann die Wirksamkeit der Behandlung beeintrachtigen und schwerwiegende Komplikationen
verursachen, die die Lebensqualitit der Patienten stark beeintrdchtigen oder sogar

lebensbedrohlich sein konnen (Scharf 2009). Trotz der lebensrettenden Wirkung von
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Antithrombotika bei der Verhinderung thrombotischer Ereignisse wie Herzinfarkt und
Schlaganfall bleiben deren Nebenwirkungen eine groBe Herausforderung in der klinischen
Praxis. Die Forschung macht jedoch kontinuierliche Fortschritte bei der Entwicklung neuer
Medikamente mit dem Potenzial, diese unerwiinschten Effekte zu verringern, ohne die

antithrombotische Wirksamkeit zu beeintrachtigen (Ruff ez al. 2014).
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1.4 Thrombozytare Chemokinrezeptoren und Chemokine

Thrombozyten spielen eine immer stirker anerkannte Rolle bei systemischen
Entziindungsreaktionen und der Regulation der angeborenen Immunabwehr. Sie exprimieren
eine Vielzahl von Chemokinrezeptoren, die eine breite Palette von Chemokinen erkennen und
darauf reagieren. Diese Rezeptoren konnen entweder die Freisetzung von Chemokinen
stimulieren oder die Thrombozytenaktivierung induzieren, was zu einer Vielzahl von zelluldren
und immunologischen Reaktionen fithrt (Gear und Camerini 2003; Chatterjee und Geisler
2016). Thrombozytire Chemokinrezeptoren und Chemokine spielen beispielsweise eine
entscheidende Rolle bei der Regulation von Entziindungsreaktionen und der Rekrutierung von
Immunzellen an den Ort der Verletzung oder Infektion (Hundelshausen und Weber 2007). So
sind diese Rezeptoren und Molekiile nicht nur fiir die Himostase und die Thrombusbildung von
Bedeutung, sondern tragen auch zur Entstehung und Progression von thrombotischen

Erkrankungen bei (Gleissner et al. 2008).

Chemokine sind kleine, 10sliche Proteine, die aus etwa 70 bis 100 Aminosiduren bestehen und
eine hohe strukturelle Vielfalt aufweisen. Sie konnen in vier verschiedene Klassen unterteilt
werden: CXC, CC, CX3C und XC, basierend auf der Anordnung ihrer konservierten
Cysteinreste (Rollins 1997). Diese Proteine bilden eine dreidimensionale Struktur, die durch
die Anwesenheit von zwei bis vier Disulfidbriicken zwischen den konservierten Cysteinresten
stabilisiert wird (Baggiolini ef al. 1997; Blanchet et al. 2012). Die Struktur von Chemokinen
bestimmt ihre Fahigkeit zur Bindung an spezifische Rezeptoren und zur Induktion zellularer
Reaktionen wie Chemotaxis und Aktivierung von Immunzellen. Die Wechselwirkung zwischen
Chemokinen und ihren Rezeptoren ist duflerst selektiv und vermittelt unter anderem die
gerichtete Migration von Zellen zu Entziindungsstellen oder anderen Zielgeweben (Griffith et

al. 2014).

Diese Rezeptoren sind oft sieben-transmembrane G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs),
die aus einer N-terminalen Domine, sieben o-helikalen Transmembranbereichen, drei
intrazelluldren und drei extrazelluldren Schleifen sowie einem C-terminalen Bereich bestehen

(Blanchet ef al. 2012; Bachelerie et al. 2014).

Thrombozytire Chemokinrezeptoren sind in der Lage, Chemokine zu erkennen und vermitteln
dadurch die Aktivierung und Adhidsion von Thrombozyten an entziindeten GefdBwinden
(Leberzammer und Hundelshausen 2023). Die drei wichtigsten Chemokine, die zur Aktivierung

von Thrombozyten beitragen konnen, sind CXCL12 (SDF-1) das mit dem Chemokinrezeptor
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CXCR4 interagiert, CCL17 (TARC) und CCR2 (MDC) die beide an CCR4 binden (Abi-Younes
et al. 2000; Abi-Younes et al. 2001; Gear et al. 2001).

Dariiber hinaus kdnnen Chemokine die Rekrutierung von Immunzellen wie Monozyten und
Makrophagen fordern, was zu einer weiteren Verschirfung von entziindlichen Reaktionen fiihrt

(Viola und Luster 2008).

Eine besonders relevante Rolle spielen Chemokine und ihre Rezeptoren auch bei der
Pathogenese von Atherosklerose, einem Schliisselereignis in der Entstehung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Durch die Interaktion mit Chemokinen wie dem Monozyten
chemotaktischen Protein-1 (MCP-1) und den entsprechenden Rezeptoren wie CCR2 konnen
Monozyten in die GefaBwand einwandern und sich dort zu Makrophagen differenzieren, was

zur Bildung von atherosklerotischen Plaques beitrdgt (Braunersreuther et al. 2007).

Insgesamt liefern diese Erkenntnisse wichtige Einblicke in die Mechanismen, die
thrombozytire Chemokinrezeptoren und Chemokine in der Pathophysiologie von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und thromboinflammatorischen Zustinden spielen. Ein besseres
Versténdnis dieser Prozesse konnte zur Identifizierung neuer therapeutischer Ziele fiihren und
die Entwicklung von Medikamenten vorantreiben, die gezielt in die Entziindungsreaktionen

und Thrombusbildung eingreifen.

1.4.1 Der thrombozytire Chemokinrezeptor ACKR3

Thrombozytire Chemokinrezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der
Thrombozytenfunktion und der Hamostase. In diesem Zusammenhang riicken spezifische
Rezeptoren wie ACKR3 (A#ypical Chemokine Receptor 3), auch als CXCR7 bekannt,
zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses (Viola und Luster 2008). ACKR3
ist ein nicht-klassischer (atypical) 7 transmembran G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der
urspriinglich als Bindungsstelle fiir Chemokine identifiziert wurde, aber auch andere Liganden

und Proteine der Gerinnungskaskade binden kann (Charo und Ransohoftf 2006).

ACKR3 wird auf der Oberfliche von Thrombozyten exprimiert und hat eine komplexe Rolle
in der Regulation ihrer Funktionen, da er an der Modulation der Thrombozytenaktivierung,

- aggregation und -adhision beteiligt ist (Chatterjee ef al. 2015).

Dariiber hinaus interagiert ACKR3 mit anderen Molekiilen und Signalwegen, die fiir die
Thrombozytenfunktion und die Pathophysiologie thrombotischer Erkrankungen relevant sind.

Beispielsweise wurde festgestellt, dass eine Wechselwirkung zwischen ACKR3 und dem
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Transformierenden Wachstumsfaktor 1 (TGF-B1) sowie dem CXC-Motiv-Chemokin 12
(CXCL12) und seinem Rezeptor CXCR4 in der Regulation von Thrombozytenfunktionen eine
Rolle spielt (Rath et al. 2016). Aulerdem wurde auch CXCL11 als weiterer Ligand von ACKR3
identifiziert. Im Vergleich zu CXCL12 weist CXCLI11 eine hohere Bindungsaffinitit an ACKR3
auf und kann ebenfalls regulatorisch in entziindlichen und vaskuldren Prozessen wirken
(Naumann et al. 2010). Die genaue Rolle von CXCL11 in der Thrombozytenbiologie ist bislang

jedoch weniger umfassend untersucht.

Neben diesen  klassischen = Chemokinen  wurde zudem der Makrophagen-
Migrationsinhibitionsfaktor (MIF) als weiterer endogener Ligand von ACKR3 identifiziert
(Alampour-Rajabi et al. 2015). MIF ist ein pleiotropes Zytokin mit proinflammatorischen
Eigenschaften, das auf Thrombozyten jedoch keine aktivierende Wirkung entfaltet. Stattdessen
wurde gezeigt, dass MIF liber ACKR3 anti-apoptotische Signale in Thrombozyten vermittelt
und deren Uberleben fordert. (Chatterjee et al. 2014).

Weitere Studien haben gezeigt, dass die Expression von ACKR3 auf der Oberfliche von
Thrombozyten mit ihrem Uberlebenspotenzial und ihrer funktionellen Erholung nach einem

akuten Myokardinfarkt (STEMI) assoziiert ist (Rath et al. 2018).

Die Bedeutung von ACKR3 in der Thrombozytenbiologie und der Pathophysiologie
thrombotischer Erkrankungen wird durch eine Reihe von Erkenntnissen gestiitzt, die darauf
hindeuten, dass dieser Rezeptor auch an der Regulation von Entziindungsreaktionen,
Gewebeschdden und der Pathogenese von thromboinflammatorischen Erkrankungen beteiligt
ist (Rohlfing et al. 2022). Der ACKR3-Rezeptor ist ein vielversprechendes Ziel fiir die
Forschung und Therapie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, da er beispielsweise eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Thrombozytenfunktion und der Gewebeschiddigung nach
Ischdmie/Reperfusion (I/R) spielt. Zudem reduziert die Verabreichung eines ACKR3-Agonisten
vor einer Ischdmie die Herzschiddigung und Zellinfiltration im Infarktbereich. ACKR3 ist auch
in Endothelzellen entscheidend fiir die vaskuldre Homdostase und das kardiale Remodeling
nach einem Herzinfarkt. Diese Erkenntnisse unterstreichen das Potenzial von ACKR3 als
therapeutisches Ziel zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Rohlfing et al. 2022;
Rath et al. 2018). Die Entwicklung von Wirkstoffen, die gezielt auf diesen Rezeptor abzielen,
konnte neue Behandlungsmoglichkeiten fiir diese lebensbedrohlichen Erkrankungen bieten

(Wang et al. 2018).
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1.4.2 Interaktion und Zusammenspiel von CXCR4 und ACKR3 auf
Thrombozyten

Die Dynamik der Rezeptoren ACKR3 und CXCR4 auf Thrombozyten ist ein relativ junges
Forschungsgebiet in der Immunologie und Himatologie. Beide Rezeptoren gehdren zur Familie
der Chemokinrezeptoren und spielen eine bedeutende Rolle in verschiedenen zelluldren

Prozessen, einschlielich Migration, Zelliiberleben und Signaltransduktion.

CXCRA4 ist ein gut etablierter Chemokinrezeptor, der auf Thrombozyten exprimiert wird. Sein
Ligand, das Chemokin CXCL12 (auch bekannt als SDF-1), spielt eine entscheidende Rolle in
der Mobilisierung von hdmatopoetischen Stammzellen und der Migration von Zellen des
Immunsystems (Bleul et al. 1996). CXCR4 ist auch in der Hidmostase und Thrombose
involviert, indem es die Thrombozytenaktivierung und -aggregation reguliert (Leberzammer et
al. 2022). Es konnte gezeigt werden, dass ACKR3 in der Lage ist, CXCL12 zu binden und
somit die Verfligbarkeit dieses Chemokins fiir CXCR4 zu modulieren (Naumann et al. 2010).
Auch wenn ACKR3 urspriinglich als nicht-signalisierender ,,scavenger“-Rezeptor fiir CXCL12
beschrieben wurde, zeigen neuere Studien jedoch, dass ACKR3 in der Lage ist, Signale zu

vermitteln, wenn auch auf andere Weise als CXCR4 (Burns et al. 2006).

Das Zusammenspiel von CXCR4 und ACKR3 auf Thrombozyten ist komplex und noch nicht
vollstindig verstanden. Es gibt Hinweise darauf, dass CXCR7 als Regulator von CXCR4
fungiert, indem es den Abbau von CXCLI12 fordert und somit die Signaliibertragung durch
CXCR4 beeinflusst (Balabanian et al. 2005). Dariiber hinaus konnte ACKR3 durch
Heterodimerisierung mit CXCR4 direkt auf die Signaltransduktion einwirken (Décaillot et al.

2011).

Weitere Studien zeigten, dass die Aktivierung von CXCR4 durch CXCL12 zur
Thrombozytenaggregation und zur weiteren Freisetzung von Alpha-Granula fiihrt, wihrend die
Prasenz von ACKR3 diese Effekte modulieren kann. Dies deutet darauf hin, dass CXCR7 eine
fein abgestimmte Regulation der CXCR4-vermittelten Thrombozytenantwort ermdglicht

(Chatterjee und Gawaz 2013; Chatterjee et al. 2015).

Das Verstindnis des komplexen Zusammenspiels zwischen CXCR4 und ACKR3 auf
Thrombozyten konnte wichtige therapeutische Implikationen haben, insbesondere in Bezug auf
thromboembolische Erkrankungen und Entziindungsprozesse. Inhibitoren oder Modulatoren
dieser Rezeptoren konnten potenziell als therapeutische Mittel zur Kontrolle der

Thrombozytenfunktion und zur Pravention von Thrombosen eingesetzt werden.
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Thrombosebildung  Thrombozyten Thrombozyten Thrombozyten

Abbildung 3: Funktion und Interaktion von CXCR4 und ACKR3 auf Thrombozyten: Die Darstellung
zeigt, dass die Bindung von CXCL12 an CXCR4 auf der Thrombozytenoberfldche die Internalisierung
des Rezeptors auslost, wihrend gleichzeitig ACKR3 dynamisch an die Zelloberflache exponiert wird.
Uber CXCR4 vermittelt CXCL12 eine pro-thrombotische Reaktion, wihrend die Bindung an ACKR3
potenziell eine Uberlebensforderung der Thrombozyten bewirkt. MIF bindet ebenfalls an CXCR4 und
filhrt zur Internalisierung. Zudem interagiert MIF direkt mit ACKR3, &hnlich wie der ACKR3-
spezifische Ligand CXCL11, und unterstiitzt das Uberleben der Thrombozyten, indem es sie vor
Aktivierung und Apoptose schiitzt. Die Effekte von MIF und CXCL11 auf die Uberlebensforderung
werden durch spezifische Blockade von ACKR3 aufgehoben (modifiziert nach Chatterjee et al. 2015).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Durchflusszytometer

Flusskammer

Infusionspumpe

Inkubator

Lichtmikroskop

Mikroplatten Reader

Mikrowelle
Odyssey® Infarot Scanner

PCR- Cycler

Sterilbank

pH Meter

Schiittler

Sysmex Hédmatologieanalysator

Thermomixer

BD FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose,
California, USA

Weite 5 mm, Tiefe 50 um, Maastricht Instruments,

Maastricht, Niederlande

KDS-100-CE, KDS Scientific Inc., Holliston, MA,
USA

CO> Incubator MCO-18AIC, SANYO Electric Co.
Ltd., Moriguchi, Japan

Nikon ECLIPSE TS100, Nikon GmbH, Diisseldorf,
Deutschland

Glomax Multi Detection System, Promega

Corporation, Fitchburg, WI, USA
Bosch, Deutschland
Li-Cor® Biosciences, Bad Homburg, Deutschland

Flex Cycler Block T48 analytik Jena, Jena,
Deutschland

HerasafeTM, Type HS18 Heraeus Holding GmbH,

Hanau, Deutschland

HI 9025 microcomputer, Hanna Instruments

Deutschland GmbH, V6hringen, Deutschland

KS 260 basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

KX-21N, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg,

Deutschland
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Vollblutluminoaggregometer

Ultraschallgerit

Waage

Zentrifugen

2.1.2 Gebrauchsgegenstinde

CPDA Monovetten 8,5 ml

Deckglaser (verschiedene Groflen)

EDTA Mikro-Probengefal3

Einmalkapillaren

Eppendorf Reaktionsgefifle

(verschiedene Grof3en)
Falcon Réhrchen

Fettstift

Glaskiivette 450ul

Kaniilen

Chrono-Log Modell 700 Chrono-Log Corporation,
Haverton, PA, USA

VevoStrain 2100, VisualSonics, Toronto, Kanada

Kern CM 150-IN Pocket Balance, KERN & Sohn
GmbH, Balingen,

Centrifuge 5417C Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Multifuge 1S Thermo-Fisher Scientific, Waltham,
MA, US

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,

Emmendingen, Deutschland
1,3 ml, Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht

Einmal-Kapillarpipetten, Hirschmann® minicaps®
end to end Natrium Heparin, Hirschmann
Laborgerite GmbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland

Safe-Lock Tubes, Eppendorf Deutschland, Hamburg,
Deutschland

Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland

Super PAP Pen Liquid Blocker, Invitrogen AG,
Carlsbad, Kalifornien, USA

Chrono-Log Corporation, Haverton, PA, USA

BD Microlance™ 3, verschiedene Grof3en: 27G 0,4 x
19 mm, Becton Dickinson and Company Limited,
Drogheda, Irland B. Braun Sterican 30G 0,3 x 12 mm,
B. Braun, Melsungen, Deutschland
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Neubauer-Zihlkammer

Objekttrager

Polystyrolrohrchen fiir die

Durchflusszytometrie
Safety-Multifly

Serologische Pipetten

(verschiedene Grofien)
Spritzen (verschiedene Grofien)

Schaber (Zellkultur)

96-Well Platten

Zellkulturflaschen

(verschiedene Grof3en)

Zellkulturplatten

C-Chip, Neubauer Improved Einweg-Zahlkammer,
ehemals Biochrom GmbH nun Merck, Darmstadt,

Deutschland

Super Frost®Plus, R. Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

5ml Rundbodenrdhrchen, Polystyrol, Falcon®
Corning Inc., Corning, New York, USA

Sarstedt AG & Co., Niimrecht, Deutschland

Corning Incoporated, Corning, USA

Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Corning® cell lifter Polyethylene, sterile, Corning
Inc., Corning, New York, USA

96-Well Thermo Fast® Detection Plate, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland
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2.1.3 Reagenzien und Chemikalien

ABT-737

Albumin Fraction V (pH 7,0)

ADP

Albumin Fraction V (pH 7,0)

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampuwa

Apyrase

Calcium chloride (CaCl2)
Collagen-related Peptide (CRP-XL)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

FACS Clean Solution
FACS Rinse Solution
FACSFlow Sheath Fluid
Ficoll-Paque Plus®

Formaldehyd 4 %

Fura-2 acetoxymethylester
Glukose
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase

HEPES

Sigma-Aldrich AG, Taufkirchen, Deutschland

BSA (Bovines Serum Albumin); PanReac,
AppliChem, MW = approx. 68000 g/mol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BSA (Bovines Serum Albumin); PanReac,
AppliChem, MW = approx. 68000 g/mol

Bioenzym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Steriles Wasser, Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg v.d.H., Deutschland

from potatoes, ATPase >200 wunits/mg protein,
lypophilized powder, Sigma Aldrich, Co., St. Louis,
Missouri, USA

Merck Group, Darmstadt, Germany
Richard Farndale, University of Cambridge, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Otto Fischer GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, California, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Promega, Madison, Wisconsin, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Isofluran CP®
Isopropanol
Kollagen HORM

Luciferase-Losung

Natriumchlorid (NaCl)
Paraformaldehyd

PBS mit und ohne Calcium

PBS Tabletten

Salzsdure
Thrombin

Trypanblau

3,3'-Dihexyloxacarbocyanine lodid

CP-pharma®, Burgdorf; Deutschland
Merck AG, Darmstadt, Deutschland
Takeda Austria GmbH, Linz Osterreich

ChronoLume® Chrono-Log corporation, Havertown,

PA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline modified

without calcium chloride and magnesium chloride

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline with MgCI2
and CaCl2, Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Phosphate Buffered Saline Tablets, gibco®, Life
Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien,

USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche AG, Mannheim, Deutschland
Merck AG, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, California, USA
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2.1.4 Antikorper und Rekombinante Proteine:

Annexin V FITC
anti-P-Selektin-FITC

CXCL12

CXCR4 Antikorper

Rat anti mouse GPIba/CD42b-Dylight

649

Rat anti mouse CD62P-FITC

2.1.5 Software

FACS-Auswertung

Literaturverwaltung

Mikroskopierprogramm

Statistikprogramm

Textverarbeitung

ImmunoTools GmbH, Friesoythe, Germany
Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Recombinant CXCL12/SDF-1a, #350-NS-010/CF,
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA

NB100-74396, CXCR4 Antibody, Novus Biologicals
USA, Littleton, CO, USA

Emfret Analytics GmbH & Co. KG, Eibelstadt,
Deutschland

Emfret Analytics GmbH & Co. KG, Eibelstadt,
Deutschland

FlowJo, LLC LEGENDplex™ v 8.0

Citavi, Swiss Academic Software, Wéidenswil,

Switzerland
NIS-Elements, Nikon, Diisseldorf, Deutschland

PRISM, GraphPad Software 7.03, La Jolla,
California, USA

Word 2016, Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA
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2.1.6 Losungen und Puffer

ACD Puffer

Annexin V binding buffer

Tyrodespuffer 10-fach

1x Tyrodes

1x Tyrodes + 2 mM Calcium

12,5 g Nasz-Citrat 294,1 g/mol

6,82 g Zitronensiure

10 g D-Glucose ad

500 ml Aqua dest., mit NaOH 1 N pH 4,69 einstellen
10 mM Hepes

140 mM Natriumchlorid

2.5 mM Calciumchlorid

ad 1000 ml Aqua dest, mit NaOH pH 7.4 einstellen
80 g NaCl

10,15 g NaHCO3

1,95 g KCl ad 1000 ml Aqua dest.,

10 ml 10x Tyrodespuffer ad 100 ml Aqua dest

0,1 g BSA (Albumin Fraction V)

0,1 g D-(+)-Glucose

pH-Wert einstellen mit HEPES

+ 2 mM Calcium, Iml Calciumchlorid [0,1M]

ad 50 ml Tyrodes (1 x)
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2.1.7 Verwendete Verbindungen der Firma Enamine Ltd

Nr. Bezeichnung  Formel MW g/mol Strukturformel
C1 71391024726  CxH»N:0Os 3384 -
C2 7195063524 C2H20N:0;5 348.4 L
@ﬂ\/\r'n\/\/(
C3 71139408753  CisHisCIN«O 330.8
150115 6 /CI(:_N/)
e L |
C4 785101211 CHiN;Os 347.4 S
e
Cs 71439418053  CaxHxN;Os 431.5 O
BI8ee
Cé 71144247956  CisHisFoNO, 347.3 i
:: ,'°~\/‘-.:%
Cc7 7106872310 CisH2CIN:O 341.8 J(‘L
bl
C8 7109428374 CiHivFsN>OsS 410.4
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9 71141259968  CisHisNsO 3344 2_‘
F,
~ L0
C10 7645919236 Ci6H20N+OS 344 .4
% "/"-kal'/‘:"w/"""-/: /’l
A
C11 71623225913 CuH2N;0; 401.5 .
C12 71396720547 CioH22N>0s 326.4 )
C13 7195112378 C20H17N;04 3634
0
Cl14 7645144114 CiHs1N5O 345.5
&y
O
C15 7195100594 C20H1sN;0s 3494 .
Ol e
C16 7103254222 C2HxN> O, 408.5
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C17 71525008419  C»HxFNO, 381.4 -

@[LQ\ :,J‘\/J\Q
C18 7770395318 CxHaoN4Os 492.7 @

@/iu
C19 71126883207  Ci7HisNsO.S 329.4 /k/l
o
C20 7994763862 Cx:HiF:NLOs 428.4 é OG
C21 7237654260 CisHisN.O,S 330.4
H f ﬂ._"

":{s.--l-llx.," o
C22 71625178979  CxHxFNO.S 428.5 " e @
C23 7196036312 C2HxN:O, 349.4 ,Cﬁ\r:j@
C24 71142780347  C;HisCINsO 343.8
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C25 71127254888  CxuHx»FN.O; 434.5 _
G—{f‘w e
C26 71139410635  Ci:HxNO 324.4 rx
l-’ P
C27 7976566068 C2:HN;0.4 399.5 CL
OJCL o
C28 7650514800 C..HiCIN;O 277.8
v ’\*”T;@
C29 71139411706  CiH»nNO 338.4 .
oo
C30 7383003656 Ci.HwFN,O, 288.3 @
- 0
A
C31 7164154416 CisH2:N;0, 289.4
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C32 7644786206 CisHisFsNsO, 329.3
e M
e
C33 785251374 CisH:sFN,O,S 304.3 [
?— PRl
D )=
C34 721446347527 CisHi;NO, 275.3
C35 7381569300 CuH16FsNsOs 331.3
C36 71510224603 Ci7H1sN,O; 326.4 ‘ y
e
C37 7383003572 CisH1sNsO,S 301.4 (\:LH
X
C389 7666976238 CisH1sN;O5 301.3 s
PamY
C39 7410938296 C.H..BrN;0O, 312.2 )J\I
Y
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C40 7356468442 Ci6H22N,0; 302.4 /\)
o | :N B
C41 7164154416 CisH2N;0; 289.4
" CHy \_<IN—>
C42 71003761100 CisH16FN:O, 337.4 P
“\"‘_.“\v/\\rr,".

C43 7416910564 Ci:H1.CIFN,O,S 348.8 E :j,-,c'

C44 72237508760 C14H1oN405 282.3

C46 7373658330 CisHisNsO, 301.3
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2.2 Methoden
2.2.1 Versuche am Mausmodell (ex vivo)

2.2.1.1 Zucht

Um den Einfluss der ACKR3-Rezeptors auf Thrombozyten zu untersuchen werden fiir die
vorliegenden Experimente Tiere aus Eigenzucht verwendet, die homozygot fiir ACKR3 gefloxt
und mit einer Pf4-Cre-Rekombinase geziichtet wurden (Linienbezeichnung: B6.Cg-Thyla-
(Ackr)Cxer7tm2Yzo -Tg(Pf4-cre)Q3Rsko/J). Die LoxP-Sequenzen sind um Exon 2 des Ackr3-
Gens lokalisiert, was bei Cre-positiven, homozygot gefloxten Tieren durch die Cre-Aktivitét
am pléttchenspezifischen Promotor (Platelet Factor 4 = Pf4-Cre) zu einem Knockout des
ACKR3-Rezeptors in Thrombozyten und Megakaryozyten fiihrt (Abbildung 4). Hierfiir werden
Pf4-Cre positive Méinnchen mit Pf4-Cre negativen, homozygot gefloxten Weibchen verpaart.
Die Verpaarung der Tiere erfolgte mit Pf4-Cre positiven ménnlichen und ausschlielich P{4-
Cre negativen weiblichen Tieren. Diese Tiere wurden dann fiir die nachfolgenden Experimente
verwendet, wobei die Pf4-Cre-positiven Tiere als Knockouts (-/-) und ihre Pf4-Cre-negativen

Geschwister als Wildtyp-Kontrollen (fI/fl) fungierten.

Homozygote loxP & 9 Thrombozyten/Mega-
»~gefloxte” Cxcr4/Ackr3 karyozyten spezifische

Mutante Pf4-cre transgene Maus

tloxP 3 tloxP 3 ~ (# a

Thrombozyten/Megakaryozyten Megakaryozyt Thrombozyt
spezifischer Pf4-cre Rezeptor
(CXCR4/ACKR3)-Knockout

Abbildung 4: Grafische Darstellung der Generierung einer Thrombozyten-spezifischen Rezeptor
Knock-out Maus: Zuchtschema eines Pf4-Cre Miannchens (linke obere Maus) und eines Cxcr4/Ackr3
flox/flox Weibchens (rechte obere Maus). Die Kreuzung resultiert in Cre Expression, der Deletion des
loxP-flankierten Gens und damit zum Cxcr4/Ackr3”’ Nachwuchs (untere Maus) (modifiziert nach
Rohlfing et al. 2022).
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2.2.1.2 Phanotypisierung

Der Einfluss des ACKR3 Rezeptors auf das Blutungsverhalten wurde in verschiedenen
Experimenten mithilfe von Ackr3”~ Miusen untersucht. Heterozygote Ackr3*~ Minnchen
wurden hierfiir mit heterozygoten Ackr3*~ Weibchen verpaart. Die geborenen Jungtiere wurden
nach 21 Tagen abgesetzt und erhielten in diesem Zuge eine individuelle Ohrlochmarkierung
(Rechts-Links Schema) durch welche diese eindeutig identifizierbar markiert wurden. Die
gewonnene Gewebeprobe aus der Ohrlochstanzung konnte zur DNA-Extraktion und damit zur

Genotypisierung der Jungtiere verwendet werden.

2.2.1.3 DNA Extraktion

Aus den gewonnenen murinen Gewebeproben wurde DNA mithilfe des MyTaq™-Kits (bioline

International) nach dessen Herstellerangaben isoliert.

Fiir die Bestimmung des Genotyps der geziichteten Tiere wurden die gewiinschten DNA

Sequenzen mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) vervielféltigt und anschlieBend analysiert.

Durch die PCR werden, durch die Verwendung bestimmter Primer, gezielt gewiinschte DNA
Sequenzen exponentiell vervielfiltigt. Fiir die PCR in dieser Arbeit wurde das GoTaq® G2

Flexi Kit (Promega) wie folgt verwendet:

Isolierte DNA: 2 ul
Nuklease freies Wasser: 12,75 pl
5x Puffer (GoTaq®Flexi): S5ul
MgClz (25mM): 2,5 ul
dNTPs (10 mM je dNTP): 0,5 ul
Forward Primer (10uM): 0,5 ul
Reverse Primer (10uM): 0,5 ul
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase: 0,25 pul

Der Ablauf gliedert sich in mehrere Prozessabschnitte auf. Die Denaturierung der DNA erfolgte

zundchst einmalig fiir 5 min bei 95°C, anschliefend fiir jeden folgenden Zyklus nur noch fiir
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30 sec. Das Annealing der Primer erfolgte pro Zyklus fiir 30 sec und die Temperatur wurde
anhand der Schmelzpunkte der eingesetzten Primer und der eingesetzten DNA-Polymerase
festgelegt. Fiir die Elongation wiirde fiir alle Zyklen eine Temperatur von 72°C verwendet und
die Zeit abhédngig von der Grofle des zu polymerisierenden DNA Abschnittes und der
verwendeten Polymerase nach befolgen der Herstellerangaben festgelegt. AbschlieBend
erfolgte eine letzte Elongationsperiode von 5 min bevor die Proben auf eine Temperatur von

4°C gekiihlt wurden um alle Prozesse abzustoppen.

Verwendete Primer:

mACKR3-Forward 5-TCCAGGTTGGCAGATGGATATTG-3¢
mACKR3-Reverse 5’-TGAAATCAGCATGATACAGGGTCC-3’
hCXCR4-Forward: 5’-AATTCTCTTGTGCCCTTAGCC-3’
hCXCR4-Reverse: 5’-CAGACTGATGAAGGCCAGGA-3
Pf4-Cre-Forward 1 5’-CCCATACAGCACACCTTTTG-3’
Pf4-Cre-Reverse 1 5’-TGCACAGTCAGCAGGTT-3’
Pf4-Cre-Forward 2 5’-CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3’

Pf4-Cre-Reverse 2 5’-GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3’

2.2.1.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung und Visualisierung von DNA-Fragmenten nach
einer PCR indem sie nach ihrer Grofle in einem Agarosegel aufgetrennt werden. Fiir diese
Arbeit wurden 2 % (w/V) Agarose-Gele in TAE-Puffer eingesetzt. Von den mit Probenpuffer
versetzten DNA-Proben wurden je 10 pl in die Gel-Taschen geladen und durch eine Spannung
von 135 V der GréBe nach auf dem Gel separiert. Um die DNA nach der Auftrennung auf dem
Gel sichtbar zu machen, wurde das Gel in Ethidiumbromid-Losung inkubiert. Die
resultierenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht sichtbar und durch Vergleich mit einem

zuvor aufgetragenen DNA GroB8enmarker spezifisch eingeordnet (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Ergebnisse der Genotypisierung Reprisentative Abbildung der Gelektrophorese mit DNA
Sequenzen der PCR auf Ackr3 (A) und PF4-cre (B).

2.2.1.5 Verwendete Miuse und ethische Vertretbarkeit

Fachkundiges Personal kiimmerte sich um die Pflege und Betreuung aller Miuse, die entweder
fiir Zuchtzwecke oder Experimente bendtigt wurden. Die Mause wurden in einem spezifisch
pathogenfreien Umfeld gehalten. Sie wurden in der Regel in geschlechterspezifischen Gruppen
von bis zu 5 Tieren gehalten. Die Tierhaltung erfolgte in Makrolon Typ II Langkéfigen, bei
einer konstant regulierten Temperatur von 20-23 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 bis
maximal 60 %, wobei der Luftaustausch kontinuierlich tiberwacht, und die Tiere in einem
stabilen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden gehalten wurden. Die Méuse wurden mit
Standardfutter gefiittert, wiahrend die Zuchttiere eine energiereichere Zuchtfuttermischung

erhielten. Allen Tieren stand jederzeit Wasser zur Verfligung.

Fiir die Experimente wurden verschiedene Mauslinien verwendet, darunter C57Bl/6J (Wildtyp,
WT), Cxcr4"® Pf4-Cre" Miuse (Cxcrd™”"), Cxcr4"? Pf4-Cre” Miuse (Cxcr4™) und Ackr3™1
Pf4-Cre” Miuse (Ackr3™), sowie Ackr3V Pf4-Cre” Miuse (Ackr3™"). Alle Tierversuche
wurden gemal} den geltenden tierschutzrechtlichen Vorschriften durchgefiihrt und zuvor vom

Regierungsprisidium Tiibingen genehmigt (M11/21M).

2.2.1.6 Bestimmung muriner Blutparameter

Unter Verwendung des Hdmatologiegerdts KX-21N (Sysmex Deutschland GmbH) konnten die
Blutparameter der Tiere gemessen werden. Hierfiir wurde den Tieren unter tiefer

Isoflurannarkose Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus entnommen. Die Entnahme von je
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90 ul Vollblut erfolgte mit Natrium-Heparin Einmalkapillaren in ein EDTA Mikro-Probengefal3
(Sarstedt AG & Co. KG). AnschlieBend wurde die Mischung mit dem Héamatologiegerit

gemessen, analysiert und anschlieBend je nach Versuchsprotokoll eingestellt.

2.2.1.7 Ex vivo Thrombusformation mit murinem Vollblut

Deckgliser (24 x 60 mm) wurden mit 200 pl 100 pg/ml HORM Kollagen (HORM Suspension,
Collagen Reagens HORM® Suspension (KRH), Takeda Austria GmbH) beschichtet und iiber
Nacht bei 4 °C oder fiir zwei Stunden bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Unmittelbar vor dem Versuch wurde die verbliebene Fliissigkeit vorsichtig abgenommen und
das Kollagen mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1 % BSA blockiert. Die
zusammengebaute Flusskammer (Weite 5 mm, Tiefe 50 um, Maastricht Instruments) auf der
das mit Kollagen beschichtete Deckglas vorsichtig und moglichst Blasenfrei befestigt wurde,
wurde zur Beseitigung von restlichen Luftblasen im System, ausreichend mit Tyrodespuffer pH

7.4, 2 mM Calcium durchspiilt.

Fiir die Probengewinnung werden die Tiere unter tiefe Isoflurannarkose gesetzt und Blut aus

dem retroorbitalen Venenplexus entnommen.

Fiir den Versuch wurden pro Tier jeweils 700 pl Vollblut in 300 ul PBS-Heparin 20 U/ml
retrobulbdr entnommen. Das Blut wurde im Verhéltnis 5:1 mit Tyrodespuffer (pH 7.4, 2 mM
Calcium) gemischt, mit 1 uM Fluorochrom 3,3'-Dihexyloxacarbocyaniniodid (Di1OCs) fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und moglichst frei von Luftblasen mit einer
1 ml Spritze (Firma B. Braun) aufgenommen. Luftblasen wurden ggf. vorsichtig entfernt und

die Spritze in eine Infusionspumpe eingespannt.

Die Perfusion der Kammer erfolgte bei einer Flussgeschwindigkeit von 7,5 ml/h, was einer
Scherrate von 1000 /sek entspricht. Nach vollstindigem Durchlauf des Blutes, wurde die
Flusskammer mit einer 1 ml Spritze mit Tyrodes-Puffer pH 7,4 gespiilt um nicht adhéirente

Rickstande zu entfernen.

Nach der Perfusion wurden unter Verwendung eines Nikon Eclipse Ti2-A (Nikon Instruments
Inc.) fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von fiinf unabhéngig ausgewihlten Bereichen der
Flusskammer gemacht, um daraus die durchschnittliche Thromben bedeckte Flidche zu
ermitteln. Die quantitative Analyse und Datentransformation wurden mithilfe von NIS-

Elements AR durchgefiihrt.
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2.2.1.8 Durchflusszytometrie muriner Thrombozyten

Um den Aktivierungsstatus von murinen Thrombozyten zu untersuchen wurden diese wie folgt

durch Durchflusszytometrie analysiert.

Fiir die Probengewinnung wurde den Tieren mit Natrium-Heparin Einmalkapillaren retroorbital
je 50 ul Blut entnommen. Die Tiere befanden sich dabei in tiefer Isoflurannarkose. Das Blut
wurde in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdflen (Eppendorf Deutschland) aufgenommen, welche
mit 100 ul PBS Heparin (20 U/ml) befiillt waren. Um die Probe fiir den Versuch zu
entheparinisieren folgten mehrere Waschschritte. Hierfiir wurde das Blut zundchst mit 200 pl
Tyrodespuffer (1-fach pH 7,4) versetzt und anschlieBend bei 640 x g fiir 5 min, bei Raumtemperatur
und ohne Bremse zentrifugiert. Der klare Uberstand der Probe wurde mit einer Pipette abgenommen
und die Probe anschlieBend erneut mit 500 pl Tyrodespuffer (1-fach pH 7,4) versetzt. Auch hier
wurde noch einmal bei 640 x g fiir 5 Minuten, bei Raumtemperatur und ohne Bremse zentrifugiert
und anschlieBend der Uberstand entfernt. Vor der Verwendung der Blutprobe wurde zu dieser noch

900 pl mit Tyrodespuffer (1-fach pH 7,4) mit ImM Calcium hinzugefiigt.

Von den Blutproben wurden je 5 pul in FACS kompatible Polystyrolrohrchen (5 ml
Rundbodenrdhrchen, Polystyrol, Falcon® Corning Inc.) iiberfiihrt und je 5 ul der fiir den
Versuchsautbau verwendeten Antikorper (anti-P-Selektin-FITC, anti-Integrin allbB3-PE, anti-
CD42b-APC) hinzugegeben. Nach 30-miniitiger Inkubationsphase im Dunkeln wurden 5 pl der
gewihlten Thrombozytenagonisten (CRP-XL (Crosslinked-Collagen-Related-Peptide),
Thrombin) in entsprechenden Konzentrationen hinzugefiigt und fiir weitere 30 min bei
Dunkelheit inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 300 pul PBS abgestoppt und die
Proben mit dem FACS Calibur analysiert.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte anhand der in Abbildung 6 beispielhaft
dargestellten Gatingstrategie. Die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI: mean fluorescence
intensity) wurde als quantitative = Messung der  Oberflichenexpression  von

Thrombozytenproteinen verwendet.
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Abbildung 6: Représentative Dot Blots zur beispielhaften Darstellung der Gatingstrategie bei
Durchflusszytometrie mit murinem Vollblut. Links: CD42b+ positive Thrombozytenpopulation mit
gesetztem Gate; Rechts: Thrombozytenpopultation mit Gating fiir P-Selektin postive Thrombozyten
nach vorheriger Aktivierung durch CRP.

2.2.1.9 Apoptose Assay muriner Thrombozyten

Um den Einfluss des thrombozytiren ACKR3-Knockouts in Madusen zu untersuchen wurde die
Expression des Apoptosemarkers Annexin V durch eine Durchflusszytometrische Analyse

ermittelt.

Zur Gewinnung von isolierten Thrombozyten wurde den Tieren unter Isoflurannarkose
retroorbital Blut entnommen, in ACD-Puffer (1:4) befiillte 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefile.
Um die Thrombozyten von anderen Blutbestandteilen zu trennen wurden mehrere
Zentrifugationsschritte durchgefiihrt. Zunédchst wurde das Blut mit 100 pl Tyrodespuffer (1-
fach pH 7,4) versetzt und anschlieend bei 264 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur und ohne
Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde inklusive der Leukozyten-reichen
Intermediérschicht abgenommen und in ein neues Eppendorf Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach
erneuter Zugabe von 200 pl Tyrodespuffer (1-fach pH 7,4) folgte eine zweite Zentrifugation bei
52 x g fiir 6 min (RT, ohne Bremse). Nun wurde der Thrombozyten-reiche Uberstand (PRP,
platelet rich plasma) in ein neues Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und mit dem restlichen Blut der
vorhergegangene Schritt noch einmal durchgefiihrt. Der Uberstand aus diesem
Zentrifugationsschritt wurde anschlieBend mit dem aus dem vorherigen vereint. Um ein
Zellpellet zu erhalten wurde das PRP bei 640 x g flir 5 min erneut zentrifugiert und der
Uberstand danach vorsichtig abgenommen um das Zellpellet nicht zu beschidigen oder zu
verlieren. Anschlieend wurde das Zellpellet fiir eine Aufreinigung noch einmal in 200 pl

Tyrodespuffer resuspendiert und abermals herunterzentrifugiert (640 x g, 5 min). Das nun

52



erhaltene Pellet wurde sehr vorsichtig in 110 pul PBS-Calcium resuspendiert und 10 pl fiir eine
Bestimmung der Zellzahl in 90 ml PBS-Calcium aufgenommen. Nach einer Messung der
Blutparameter am Hématologiegerdt wurden die verbliebenen 100 pl der Probe auf 200.000

Zellen pro ul eingestellt.

Je 5 pl der Thrombozyten wurden in ein Polystyrolrohrchen iiberfiihrt und mit 5 ml des
gewihlten Agonisten (ABT-737, CRP) in entsprechender Konzentration fiir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde den Proben jeweils 5 ul Annexin V zugesetzt und weitere 30 min in
Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen wurden die Proben mit
300 ul Annexin V Puffer versetzt und die Proben anschlieBend Durch das Durchflusszytometer

gemessen.

Die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI: Mean fluorescence intensity) wurde als quantitative
Messung der Oberflichenexpression von Thrombozytenproteinen verwendet. Da dieser

Versuch mit isolierten Thrombozyten durchgefiihrt wurde, war kein Gating notwendig.

2.2.2 Versuche mit humanen Thrombozyten

2.2.2.1 Thrombozytenisolation aus humanem Vollblut

Um Thrombozyten aus humanem Blut zu isolieren, wurde von freiwilligen Spendern jeweils
16 ml vendses Blut in Spritzen entnommen, in denen zuvor 4 ml ACD-Puffer (RT) vorbereitet
worden waren. AnschlieBend wurden jeweils 10 ml der Blut-ACD-Mischung in 15 ml Falcon-
Rohrchen iiberfiihrt und diese bei 1000 U/min fiir 20 min bei Raumtemperatur, ohne Bremse
zentrifugiert. Das hier getrennte plattchenreiche Plasma (PRP) wurde vorsichtig mit einer
Transferpipette entnommen und in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt, wobei maximal 10 ml
PRP pro Réhrchen verwendet wurden. Diese wurden dann mit Tyrodes-Puffer pH 6,5 auf ein
Gesamtvolumen von 35 ml aufgefiillt und erneut bei 2100 U/min fir 10 min bei
Raumtemperatur, mit Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abpipettiert und das Thrombozytenpellet in maximal 500 pul Tyrodes-Puffer pH 6,5
resuspendiert. Wenn die isolierten Thrombozyten fiir nachfolgende Experimente aktiviert
werden sollten, wurde das Thrombozytenpellet in Tyrodes-Puffer pH 7,4 resuspendiert, dem

zuvor Ca?" in einer Konzentration von 1 mM hinzugefiigt worden war.

Zur Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde die Zellsuspension im Verhiltnis 1:10 mit
Tyrodes-Puffer pH 7,4 verdiinnt (20 pl Zellsuspension + 180 pl Tyrodes-Puffer pH 7,4) und die

Zellzahl mithilfe eines Sysmex-Hadmatologiegerdtes ermittelt.
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2.2.2.2 Gewinnung von plittchenreichem Plasma (PRP) aus

humanem Vollblut

Fiir Experimente, bei denen humanes pléttchenreiches Plasma (PRP) verwendet wurde, wurde
freiwilligen Spendern venoses Blut in CPDA (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) Monovetten
entnommen. Nach einer Zentrifugation bei 204 x g bei Raumtemperatur fiir 20 min wurde die

obere Phase (PRP) entnommen und fiir weitere Versuch vorbereitet.

Fiir die Verwendung von humanem plattchenreichen Plasma (PRP) in einigen Versuchen, wurde
venoses Blut von freiwilligen gesunden Spendern in CPDA (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin)
Monovetten gesammelt. Das Blut wurde anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten bei
204 x g zentrifugiert, um die obere Phase, dass PRP, zu isolieren und anschlieend fiir weitere

Untersuchungen vorzubereiten.

2.2.2.3 Durchflusszytometrie humaner Thrombozyten

Um den Aktivierungsstatus von humanen Thrombozyten zu untersuchen wurden diese wie folgt

durch Durchflusszytometrie analysiert.

Fiir die Durchflusszytometrie humaner Thrombozyten wurde pléttchenreiches Plasma (PRP)
wie zuvor beschrieben, vorbereitet. Nach der Zellzahlanalyse mit dem Hamatologiegerét wurde
die Zellzahl des PRPs auf 0,5 x 10° Thrombozyten in 5pul eingestellt.
Die gewiinschten potenziellen ACKR3-Agonisten fiir die jeweiligen Proben werden in 10-

facher Endkonzentration in PBS vorbereitet.

Pro Probe werden zu 35 ul PBS + Ca®" 5 pl des eingestellten PRPs gegeben, zusammen mit
5 ul anti-CD62P-FITC und 5 pl des zu untersuchenden potenziellen ACKR3-Agonists und fiir
30 min bei Dunkelheit inkubiert. Daraufhin wurden die Thrombozytenagonisten CRP-XL, oder
Thrombin in den spezifizierten Konzentrationen hinzugefiigt und bei Raumtemperatur fiir
abermals 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieend durch Zugabe

von 300 ul 0,5 % Paraformaldehyd in PBS abgestoppt.

Die Analyse und Auswertung der DurchfluBzytometrie erfolgt mithilfe FACS Calibur.
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2.2.2.4 Ex vivo Thrombusformation humaner Thrombozyten

Um die Thrombusbildung von humanem Blut unter Flussbedingungen zu untersuchen wurde

ein artifizielles Perfusionssystem genutzt.
Freiwilligen gesunden Spendern wurde Blut in CPDA Monovetten abgenommen.

Deckgliaser wurden mit Kollagen mit (200 pl 100 ng/ml HORM Kollagen) beschichtet und tliber
Nacht bei 4°C oder fiir zwei Stunden bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Vor dem
Versuch wurde das Kollagen flir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1 % BSA
blockiert. Die beschichteten Deckgldser wurden mdglichst blasenfrei auf die Flusskammer
aufgebracht und mit ausreichend Tyrodespuffer pH 7.4, 2 mM Calcium durchspiilt und ggfs.

restlichen Luftblasen aus dem System zu entfernen.

Die potenziellen ACKR3-Agonisten werden in 10-facher Endkonzentration fiir den Versuch
vorbereitet. Das Vollblut wurde im Verhiltnis 5:1 mit PBS + Ca** versetzt und anschlieBend pro
Probe 900 ul mit 100 pl der zu testenden Substanz gemischt. Nach 30-miniitiger
Inkubationszeit wurden die Proben mit 1 pM DiOCs versetzt und ein letztes Mal fiir 10 min

inkubiert.

Jede Probe wurde in einer 1 ml Spritze aufgenommen und Luftblasen ggf. vorsichtig entfernt.
Die Spritze wurde in eine Infusionspumpe eingespannt und mit der vorbereiteten Flusskammer
verbunden. Die Perfusion erfolgte bei einer Flussgeschwindigkeit von 7,5 ml/h, was einer
Scherrate von 1000 /s entspricht. Nachdem der Inhalt der Spritze vollstindig durch die
Flusskammer perfundiert wurde, wurde die Kammer mit 1 ml Tyrodes-Puffer pH 7,4 gespiilt

um nicht adhirente Riickstande zu entfernen.

Fiir die Analyse der Thromben wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von fiinf
unabhingig ausgewihlten Bereichen der Flusskammer gemacht und daraus die
durchschnittliche Thromben bedeckte Fliche ermittelt. Die quantitative Analyse und

Datentransformation wurden mithilfe von NIS-Elements AR durchgefiihrt.

2.2.2.5 Aggregometrie humaner Thrombozyten

Um die Einfliisse von potenziellen ACKR3-Agonisten auf die Aggregation humaner

Thrombozyten zu untersuchen wurden Versuche mithilfe eines Aggregometers durchgefiihrt.

Fir die Durchfiihrung der Aggregometrie mit dem Chronolog-System (CHRONO-LOG

Corporation) wurden Kiivetten mit Riihrfischen auf 37°C vorbereitet. Humanes Blut wurde in
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Citratrohrchen gesammelt und anschlieBend bei 1000 U/min fiir 10 min zentrifugiert, um

plattchenreiches Plasma (PRP) zu erhalten.

Zwei Drittel des PRP wurden entnommen und die Zellzahl mit bestimmt. Der verbleibende
Inhalt der R6hrchen wurde bei 3500 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde als
plattchenarmes Plasma (PPP) abgenommen. Mit dem PPP wurde die Zellzahl des PRP auf
200.000 Pléttchen pro pl eingestellt. Fiir die Versuche wurden jeweils 440 ul des eingestellten
PRP, 50 pl der gewiinschten Verbindung oder Agonisten in die Kiivetten gegeben.

Um die Aggregation zu starten wurden 10 ul CRP in die Kiivetten gegeben, sodass letztendlich
ein Gesamtvolumen von 500 pl erreicht wurde. Unter stindiger Bewegung der Proben durch
den Riihrfisch wurde der Vorgang der Aggregation mit den ChronoLog {iber 5 min gemessen.
Der Bereich unter der Aggregationskurve (AUC) wurde als MaBl fir die

Thrombozytenaggregation verwendet.

2.2.2.6 Calcium-Spektrofluorometrie humaner Thrombozyten

Zur Messung des Effekts der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die zytosolische
Kalziumkonzentration wurde die Spektrofluoriometrie in gewaschenen humanen
Thrombozyten durchgefiihrt. Die Thrombozyten wurden mit 5 pM fura-2 Acetoxymethylester
(Invitrogen) und 0,2 pg/ml Pluronic F-127 (Biotium) fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlieend wurden die gefarbten Thrombozyten ein Mal gewaschen und in - Tyrodespufter
pH 7.4 resuspendiert, der entweder 0,5 mM EGTA (Roth) oder 1 mM Ca?" enthielt. Um die
Calcium-Mobilisierung zu messen, wurden die Thrombozyten mit 100 uM des ACKR3-
Agonisten C10 oder C46 behandelt und dann mit 5 pug/ml CRP-XL aktiviert. Die
Calciumkonzetrationen wurden unter Rithrbedingungen mit einem Spektrofluorometer (LS 55,
PerkinElmer) bei alternierenden Anregungswellenldngen von 340 und 380 nm bei 37°C

gemessen. Die 340/380-nm-Verhéltniswerte wurden in Calciumkonzentrationen umgerechnet.
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2.2.3 Versuche in Zellkultur

2.2.3.1 Rekrutierung von B-Arrestin

Um die Aktivierung des ACKR3 Rezeptors durch erfolgreiche Bindung des potenziellen
Agonisten zu untersuchen wurde der PathHunter® eXpress CXCR7 CHO-K 1 B-Arrestin GPCR

Assay nach Herstellerangaben verwendet.

Fiir den Assay wurden geméll den Herstellerangaben zundchst CHO-K1 Zellen, die den
ACKR3-Rezeptor und B-Arrestin exprimierten, vorbereitet. Die Zellen wurden in die
vorgesehenen Wells einer 96-Well-Platte ausgesit und fiir 48 h bei 37°C und 5 % COs- inkubiert,

um die Adhdrenz zu gewihrleisten.

Am nichsten Tag wurde das alte Zellkulturmedium entfernt und Konzentrationsreihen der zu
testenden Verbindungen im frischen Zellmedium vorbereitet und in die jeweiligen Wells
pipettiert. Es wurden auch Kontrollen ohne Agonisten und ohne Zellen zur Bestimmung des
Hintergrundsignals beriicksichtigt. Die Zellen wurden fiir 90 min bei 37°C und 5 % CO:
inkubiert, um die Bindung und Aktivierung des ACKR3-Rezeptors zu ermdglichen.
AnschlieBend wurde das Detektionsreagenz gemif3 den Herstelleranweisungen zu den Wells

gegeben. Die Platten wurden bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert.

Um die Aktivierung des ACKR3-Rezeptors zu quantifizieren und die Wirkung der getesteten
Verbindungen zu beurteilen wurde das chemolumineszente Signal aus der Reaktion mit einem

Glomax Multi Detection Mikroplatten Reader gemessen.

2.2.3.2 Toxizitatsassay

Potenziell zelltoxische Effekte der Verbindungen wurden mithilfe des CellTiter-Glo® 2.0 Cell
Viability Assay untersucht. Die Reagenzien wurde nach Herstellerangaben vorbereitet und

verwendet.

Fiir die Untersuchung der Zellviabilitdt wurden HEK293-Zellen verwendet. Zunédchst wurde
das Medium der Zellkultur abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 2,5 ml Trypsin fiir 5 min bei 37°C inkubiert, um sie zu
l16sen. Die abgeldsten Zellen wurden dann mit 7,5 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) gemischt und in ein 15 ml Falcon-RShrchen {iberfiihrt. Nach einer Zentrifugation bei
1200 U/min fiir 5 Minuten wurden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert. Zur Zellzdhlung

wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt und mithilfe einer Neubauer-
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Zihlkammer gezihlt. Pro Well einer undurchsichtigen 96-Well-Platte wurden 8 x 10° Zellen

ausgesét und tiber Nacht bei 37°C im Inkubator zur Adhésion inkubiert.

Am néchsten Morgen wurde das alte Zellkulturmedium entfernt und anschlieend die
Konzentrationsreihen der zu testenden Verbindungen im Zellmedium vorbereitet und in die
entsprechenden Wells pipettiert (jeweils 100 pul). Dabei wurden sowohl eine DMSO-Kontrolle
ohne Agonisten als auch eine Kontrolle ohne Zellen zur Bestimmung des Hintergrundsignals
beriicksichtigt. Die Zellen wurden nun wieder fiir 16 Stunden bei 37°C und 5 % CO: inkubiert
(beispielsweise von 16 Uhr bis 8 Uhr am nidchsten Morgen). Danach wurde die gleiche Menge
des CellTiter-Glo® Reagenz (100 ul) zu den Zellen gegeben. Die Platten wurden fiir 2min bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert und anschlieBend fiir weitere 10 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen, um die Zelllyse zu gewihrleisten. Schlielich wurde die

Lumineszenz mit einem Glomax Multi Detection Mikroplatten Reader gemessen.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung von GraphPad Prism
(GraphPad Prism, Version 8, Fa. GraphPad Software Incorporated). Zunichst wurden die Daten
auf Normalverteilung gepriift. Der Vergleich von zwei Gruppen wurde mittels eines
zweiseitigen gepaarten oder ungepaarten t-Tests durchgefiihrt, wéhrend die Unterschiede
innerhalb einer Gruppe mittels ANOVA Dunnett's-Test oder, falls keine Normalverteilung
vorlag, mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert wurden. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwerte = Standardfehler (SEM) dargestellt, wobei der SEM die Streuung der Mittelwerte
berechnete. Ein p-Wert von p < 0,05 wurde als signifikant betrachtet und in den Darstellungen

wie folgt markiert: *(p < 0,05), **(p < 0,01), ***(p < 0,001). und ****(p < 0,0001).

2.2.5 Entwicklung eines ACKR3 Homologiemodells und in silico

screening

Das nachfiihrend beschriebene silico modelling wurde durch Ekaterina Shevchenko, Mark
Kudolo und Tatu Pantsar in Betreuung durch Prof. Dr. Antti Poso (University of Eastern

Finland, School of Pharmacy) entwickelt und durchgefiihrt.

Fiir das strukturelle Homologiemodell von ACKR3 standen zum Zeitpunkt der Erstellung nur

zweil GPCR-Template-Strukturen zur Verfiigung, die den aktiven Zustand reprisentierten und
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eine Ahnlichkeit mit ACKR3 aufwiesen: der B2-Adrenozeptor und der muskarinische M2-
Rezeptor. Auf dieser Basis wurde das Modell erstellt. Fiir das nachfolgende in silico screening

wurden ausschlieBlich Templates mit aktiver Konformation verwendet.

Zur Identifikation potenzieller ACKR3-Agonisten wurde ein klassisches molekulares Docking
angewendet, das auf dem virtuellen Screening-Workflow im Maestro-Paket basierte (HTVS,
SP und XP Docking). Hierfiir wurde auf die MolPort-Bibliothek (Version 2014) mit knapp
50.000 kommerziell verfligbaren Verbindungen zuriickgegriffen. Die erste Auswahl erfolgte
anhand des GlideScore, einer empirischen Bewertungsfunktion, die die freie Bindungsenergie
des Liganden unter Beriicksichtigung der Kraftfeldbeitrdge approximiert. AnschlieBend wurden
reprisentative Verbindungen aus den vielversprechendsten Clustern visuell inspiziert (Bayrak

et al. 2022).

Diese Methode ermdglichte es, potenzielle Verbindungen zu identifizieren, die als Grundlage

fiir weitere experimentelle Untersuchungen dienten.

CHy

Homologiemodell des ACKR3-Rezeptors

Abbildung 7: Homologiemodell des ACKR3-Rezeptors und in silico Docking: ACKR3
Homologiemodell nach Prof. Antii Poso und beispielhaftes Docking eines potenziellen Agonisten des
Rezeptors zur Identifikation der Bindungsstellen (modifiziert nach Bayrak et al. 2022).
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2.2.6 Agonisten Optimierung

Im Rahmen der Optimierung potenzieller Agonisten fiir den ACKR3-Rezeptor wurde ein
iterativer Kreislauf zwischen experimentellen Laborversuchen und computergestiitztem
Modelling etabliert. Der Prozess beginnt mit der Auswahl vielversprechender Verbindungen
durch in silico screening, bei dem virtuelle Bibliotheken von Molekiilen durch
computergestiitzte Methoden analysiert wurden, um potenzielle Agonisten zu identifizieren.
Diese Verbindungen wurden basierend auf ihrer berechneten Bindungsaffinitit und

strukturellen Eignung ausgewihlt.

Die im in silico screening identifizierten Verbindungen wurden anschlieBend im Labor
experimentell getestet. Hierbei wurden ihre biochemischen und zelluldiren Wirkungen auf den
ACKR3-Rezeptor untersucht. Diese Assays umfassten die Messung der Aktivierbarkeit,
Degranulation und ex vivo Thrombusbildung. Diese Ergebnisse wurden genutzt, um das
computergestiitzte Modell des Agonisten weiter zu verfeinern. Basierend auf den gewonnenen
Daten wurde das Modell angepasst, um eine hohere Prizision in der Vorhersage der
Agonistenaktivitit zu erzielen. Dies beinhaltete strukturelle Anpassungen der Molekiile,

Optimierungen der Bindungsstellen und die Beriicksichtigung der biologischen Aktivitéten.

Die optimierten Verbindungen wurden dann im Labor synthetisiert und einem weiteren Zyklus
experimenteller Tests unterzogen. Dieser iterative Prozess wurde so lange fortgesetzt, bis
Verbindungen mit den gewiinschten Eigenschaften in Bezug auf Wirksamkeit und Spezifitit
identifiziert sind. Durch die stindige Riickkopplung zwischen experimentellen Daten und
computergestiitzter Modellierung wurde eine effiziente und zielgerichtete Optimierung der

Agonisten ermdglicht.

Dieser methodische Ansatz erlaubte es, die Erkenntnisse aus den Laborversuchen direkt in die
computergestiitzte Entwicklung einflieBen zu lassen und umgekehrt. Dadurch konnten
Agonisten kontinuierlich verbessert und letztlich Verbindungen mit hoher therapeutischer

Potenz und geringen Nebenwirkungen entwickelt werden.
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Abbildung 8: Kreislauf der Agonisten-Optimierung: Die im Labor erzielten Ergebnisse mit den durch
in silico screening ausgewihlten Verbindungen dienen als Grundlage fiir die computergestiitzte
Optimierung des Agonisten-Modellings. Die daraus abgeleiteten Verbindungen werden erneut
experimentell im Labor getestet. Die daraus gewonnenen experimentellen Daten werden wiederum
genutzt, um die computergestiitzten Modellierungsinformationen weiter zu verfeinern und zu
verbessern. Dieser iterative Prozess ermdglicht eine kontinuierliche Verbesserung der Agonisten
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und Spezifitit.
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3  Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Rolle und Signalwege des ACKR3-Rezeptors bei
kardiovaskuldren, insbesondere thrombotischen Ereignissen, ndher zu untersuchen. Das
besondere Augenmerk lag dabei darauf, spezifische Agonisten dieses Rezeptors zu

identifizieren, die zukiinftig als potenzieller therapeutischer Ansatz dienen konnten.

s ’““*‘*“““7 '
Thrombozyten AggregationT  Thrombozyten Lebensdauer T Signalweg?

Thrombusbildung T Thrombozyten Aggregation |,
Thrombusbildung |

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Fragestellung: Die Signaliibertragung tiber CXCR4 erfolgt
hauptsichlich iiber die Kopplung an das Gi-Protein, wihrend ACKR3 durch die Rekrutierung von B-
Arrestin funktioniert, was diesem Rezeptor auch den Namen ,,Atypischer Chemokinrezeptor 3° verleiht.
Die Rekrutierung von B-Arrestin fiihrt in Thrombozyten zu einer Hemmung der Aggregation, einer
Unterdriickung der pro-thrombotischen Reaktion und einer Verlingerung der Lebensdauer der
Thrombozyten. Im Gegensatz dazu bewirkt die Aktivierung von CXCR4 in Thrombozyten eine
Aktivierung der Zellen, eine Forderung der Aggregation und die Bildung von Thromben (modifiziert
nach Bayrak et al. 2022).

3.1 Einfluss des ACKR3-Knockouts auf murinen Thrombozyten

In diesem ersten Abschnitt der Arbeit lag der Fokus darauf, den Einfluss des ACKR3-Rezeptors
auf Thrombozyten genauer zu untersuchen und zu validieren. Die ACKR3-Knockout-Maus, bei
der der Rezeptor gezielt auf Thrombozyten ausgeschaltet ist, bietet eine Mdglichkeit, die Rolle
dieses Rezeptors genauer zu erforschen. Die Verwendung genetisch manipulierter Méuse
ermdglicht es, spezifische Verdnderungen zu untersuchen und ist eine in der medizinischen
Grundlagenforschung weit verbreitete und etablierte Methodik. Uber die Platelet Factor 4-Cre-
Rekombinase (Pf4-Cre) transgene Maus, das derzeit bevorzugte Modell zur Erzeugung von
Megakaryozyt-/Thrombozyten-spezifischen Knock-out-Mausen (Calaminus ef al. 2012), ist es
moglich, einen spezifischen Knockout des ACKR3-Rezeptors zu untersuchen. Diese Mauslinie
ermoglicht es, die Unterschiede und den Einfluss des ACKR3-Rezeptors auf Thrombozyten in

verschiedenen in vitro- und in vivo-Modellen zu charakterisieren und zu verstehen.
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3.1.1 Einfluss des murinen ACKR3-Knockouts auf ex vivo

Thrombusformation

Um den Einfluss des ACKR3-Rezeptors auf die Thrombusbildung ex vivo aber dennoch unter
physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen, wurde ein etabliertes Perfusionsystem
genutzt. Das System der FluBkammer wird zur Analyse der Himostase herangezogen und kann

funktionelle Veranderungen der Thrombozyten sichtbar machen (Roest et al. 2011).

Fiir diesen Versuch wurde murines Vollblut von Wiltyp-Mausen (Ackr3"™) und Tieren mit
megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von ACKR3 (Ackr3™”) genutzt und
verglichen. Eine mittlere Flussgeschwindigkeit von 7,53 ml/h wurde verwendet, um
Bedingungen dhnlich denen einer Arterie zu simulieren. Diese Flussrate entspricht einer

Scherrate von etwa 1000 s™!.

Der hierbei betrachtete Parameter fiir den Gruppenvergleich war die thrombusbedeckte Flidche
im Verhéltnis zur Gesamtflache. Die thrombusbedeckte Fliche pro Bild wurde analysiert, um
den Mittelwert fiir jedes Tier zu bestimmen und die Gruppen miteinander zu vergleichen. Die
Auswertung der ex vivo Thrombusformation zeigt eine signifikant (p < 0,001) groBere
thrombusbedeckte Fliche bei Verwendung der Vollblutes der Ackr3”-Tiere im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Einfluss des ACKR3 Knockouts auf Thrombusformation. Ex vivo Thrombusformation
von murinem Vollblut von Ackr3™ und Ackr3” Tieren iiber Kollagen-Beschichtung zeigt eine
signifikant grofere Thrombusfliche fiir die Versuche mit Blut von Ackr3”-Tieren. Rechts:
Représentative Bilder der Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung der durchschnittlichen relativen
Thrombusflache. Mittelwert + S.D.; Student's t test, 95% Konfidenzintervall; p < 0,001; Ergebnisse von
10 unabhéngigen Experimenten. (modifiziert nach Rohlfing ef al. 2022).
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3.1.2 Einfluss des ACKR3-Knockouts auf die Aktivierbarkeit der

murinen Thrombozyten

Eine weitere relevante Methode zur funktionellen Untersuchung von Thrombozyten ist die
Durchflusszytometrie, mit der verschiedene Parameter, zum Beispiel anhand von

Fluoreszenzintensitdten, erfasst werden konnen (Linden et al. 2004).

In diesem Versuch wurde mithilfe dieser Methode die Aktivierbarkeit von murinen
Thrombozyten untersucht, wobei P-Selektin als Indikator fiir die a-Degranulation diente und
somit die Aktivierbarkeit reprasentiert. Unter Stimulation wird P-Selektin schnell von den a-
Granula der Thrombozyten zur Zelloberfliche transloziert und kann {iber
oberflichengebundenes CD62P auf den Thrombozyten detektiert werden (Stenberg et al. 1985;
Merten und Thiagarajan 2000).

Ein direkter Vergleich zwischen Thrombozyten von Wildtyp- und Ackr3”"-Miusen zeigte eine
signifikant hohere Expression von P-Selektin auf der Oberfliche von ACKR3-defizienten
Thrombozyten nach Stimulation mit CRP (1 pg/ml/, Spg/ml: p < 0.05; 10 pg/ml: p < 0,01)
(Abbildung 11.1). Eine Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin zeigte hingegen keinen
signifikanten Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen (Abbildung 11.2).
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Abbildung 11.1: Einfluss des ACKR3-Knockouts auf Aktivierbarkeit muriner Thrombozyten.
Durchflusszytometrische Messung der Fluoreszenzintensitit [MFI, mean fluorescence intensity] von P-
Selektin bei murinem Vollblut von Wildtyp- (4ckr3"") und Ackr3"-Tieren. Vergleich des MFI nach
Aktivierung durch CRP (collagen related peptide) in drei Konzentrationen (1, 5 und 10 pg/ml).
Représentative Dot Blots (bei 5 pg/ml CRP). Mittelwert = S.E.M.; Student's t test, 95 %
Konfidenzintervall; KO vs. WT: 1 pg/mlund 5 pg/ml: p <0,05; 10 pg/ml: p <0,01; Ergebnisse von 10
unabhéngigen Experimenten (modifiziert nach Rohlfing et al. 2022).

64



150= = Ackr3™ **I Thrombin - Ackr3 7/
™ Ackr3 ™ * ol
E ns | I 3
= 100 : "7
c &
£ T oI :
9
@ -] 0 - -
“.) 50 J w’
m FSCM - FSCHeutt
* 4 Thrombin - Ackr3
0 | ’
Qo L 8
N NS N :
& &S a8 :
'S o & S5
9 &9 QQ
¥ NG
L)
~ S "

FSCH: FSCHaart

Abbildung 11.2: Einfluss des ACKR3-Knockouts auf Aktivierbarkeit muriner Thrombozyten.
Durchflusszytometrische Messung der Fluoreszenzintensitdt [MFI, mean fluorescence intensity] von P-
Selektin bei murinem Vollblut von Wildtyp- (4ckr3™") und Ackr3”-Tieren. Vergleich des MFI nach
Aktivierung durch 0.02 U/ml Thrombin und CRP 5 pg/ml. Die Aktivierung Thrombin zeigt keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen; Représentative Dot Blots der Versuche mit Thrombin.
Mittelwert £ S.D.; Student's t test, 95 % Konfidenzintervall, KO vs WT: 5 pg/ml CRP: p <0,05;
Ergebnisse von 6 unabhéngigen Experimenten. (modifiziert nach Rohlfing et al. 2022).

3.1.3 Einfluss des ACKR3-Knockouts auf die Apoptose muriner

Thrombozyten

Um zu untersuchen ob die Abwesenheit des ACKR3-Rezeptors auf murinen Thrombozyten
auch einen Einfluss auf den programmierten Zelltod hat, wurde ein Apoptose Assay auf Basis
einer durchflusszytometrischen Messung der Oberflichenverdnderung der murinen
Thrombozyten durchgefiihrt. Als Marker fiir die Apoptose wurde das Phosphatidylserin auf der

Thrombozytenoberfliche mittels Annexin V gemessen.

Phosphatidylserin ist ein Phospholipid, das normalerweise auf der inneren Seite der
Lipiddoppelmembran lebender Zellen vorkommt. Wéhrend des Prozesses der Apoptose wird es
jedoch auf die duflere Seite der Membran verlagert. Annexin V ist ein Protein, das spezifisch

und mit hoher Affinitit an Phosphatidylserin bindet (Vermes et al. 1995).

Wie in Abbildung 12 zu erkennen ist, zeigt sich sowohl bei der Aktivierung der Thrombozyten
durch CRP als auch durch ABT737 eine signifikant hohere Fluoreszenzintensitdt und somit eine
hohere Bindung von Annexin V an die Oberfliche der Thrombozyten von Tieren mit
thrombozytenspezifischer Deletion des ACKR3-Rezeptors im Vergleich zu denen der Wildtyp
Geschwister (CRP und ABT737: p <0,05).
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Abbildung 12: Einfluss des ACKR3-Knockouts auf die Apoptose muriner Thrombozyten: Annexin V
Expression nach Stimulation mit 1 pg/ml CRP oder 20 pM ABT737, zeigt eine signifikant starkere
Expression fiir Thrombozyten von Ackr3”-Tieren, Reprisentative Dot Blots der unbehandelten und
stimulierten Proben von Wildtyp- (Ackr3™) und Ackr3”-Tieren. Mittelwert £ S.E.M.; two-way
ANOVA, 95 % Konfidenzintervall; KO vs WT 1 ug/ml CRP: p < 0,05, 20 uM ABT737: p < 0,05;
Ackr3™ Kontrolle: n=12; Ackr3™ CRP: n=8; Ackr3” Kontrolle: n=8; Ackr3”’~ CRP: n=4 (modifiziert
nach Rohlfing et al. 2022).
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3.2 Untersuchung des Effekts natiirlicher ACKR3 Liganden
sowie ACKR3-Agonist VUF11207 auf die Thrombozyten-
aktivierung

Dieser Teil der Arbeit zielt darauf ab, den Effekt der Aktivierung von ACKR3 durch seine
natlirlichen Liganden sowie durch den synthetischen Agonisten VUF11207 auf die

Thrombozytenfunktionen zu untersuchen.

Die natiirlichen Liganden des ACKR3-Rezeptors, die fiir diese Arbeit genutzt wurden, sind MIF
(Macrophage Migration Inhibitory Factor), CXCL11 und CXCLI12. MIF ist ein
proinflammatorisches Zytokin, das in der Regulation der Immunantwort eine zentrale Rolle
spielt und durch seine Interaktion mit ACKR3 die Migration und Aktivierung von Immunzellen
beeinflusst (Alampour-Rajabi et al. 2015). CXCLI1 und CXCL12 sind Chemokine, die
ebenfalls als natiirliche Liganden fiir ACKR3 dienen und an der Modulation von Zellmigration
und Uberlebenssignalen beteiligt sind (Burns et al. 2006; Naumann et al. 2010). Insbesondere
CXCL12, auch bekannt als SDF-1, ist fiir seine Rolle in der hidmatopoetischen
Stammzellmobilisierung und der chemotaktischen Anlockung von Immunzellen bekannt (Bleul
et al. 1996). Durch die Untersuchung dieser natiirlichen Liganden soll ein Verstindnis der
Funktionen von ACKR3 in der Thrombozytenbiologie und -pathophysiologie gewonnen

werden.

VUF11207 wurde als potenter und spezifischer Agonist fiir ACKR3 entwickelt und hat in
priaklinischen Studien gezeigt, dass es die Aktivitdt dieses Rezeptors in verschiedenen
zelluldiren Kontexten moduliert (Wijtmans et al. 2012). VUF11207, ein substituiertes
Styrenamid, wurde erstmals von Wijtmans ef al. (2012) synthetisiert und charakterisiert. Diese
Verbindung zeigte in Modellsystemen eine hohe Affinitit und Spezifitdt fiir ACKR3 und bot
damit eine Moglichkeit, die Rolle dieses Rezeptors gezielt zu untersuchen. Hier sollte der
Einsatz von VUF11207 dazu beitragen, die Mechanismen der Thrombozytenmodulation durch
ACKR3 besser zu verstehen und weitere potenzielle therapeutische Ansétze zur Behandlung

von thromboinflammatorischen Erkrankungen zu entwickeln.
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3.2.1 Einfluss auf ex vivo Thrombusbildung

Um den Einfluss von natiirlichen ACKR3-Liganden auf die Thrombusbildung ex vivo unter
moglichst physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen, wurde ein kiinstliches
Perfusionssystem mit humanem Vollblut verwendet. Diese Methode ermdglicht es, die

Bedeutung der Liganden fiir die Plattchenaktivierung sichtbar zu machen und zu analysieren.

Fiir diesen Versuch wurde humanes Vollblut mit den natiirlichen ACKR3-Liganden CXCLI11,
CXCLI12 und MIF sowie dem synthetischen Agonisten VUF11207 vor inkubiert, um deren
Effekt auf die Thrombusbildung zu untersuchen. Eine mittlere Flussgeschwindigkeit von
7,53 ml/h (Scherrate 1000 s™') wurde gewdhlt, um Bedingungen dhnlich denen in einer Arterie

zu simulieren.

Der Hauptparameter fiir den Vergleich der verschiedenen Gruppen war die thrombusbedeckte
Fliche im Verhéltnis zur Gesamtfliche. Die thrombusbedeckte Fliche pro Bild wurde
analysiert, um den Mittelwert fiir jede Bedingung zu bestimmen und die Ergebnisse zwischen
den verschiedenen Liganden zu vergleichen. Durch diese Vorgehensweise konnte der
spezifische FEinfluss der einzelnen Liganden auf die Thrombozytenfunktion und

Thrombusbildung unter nahezu physiologischen Bedingungen ermittelt werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 13 zusammen mit représentativen
Aufnahmen des Experiments dargestellt. Nach der Inkubation mit CXCL11 (0,1 mg/ml) sowie
MIF (0,2 pg/ml) zeigte sich eine signifikant (p < 0,05) reduzierte thrombusbedeckte Flache im
Vergleich zur Kontrolle. Auch der synthetische Agonist VUF11207 (100 uM) fiihrte zu einer
vergleichbaren Verringerung der thrombusbedeckten Fliche. Eine vorherige Inkubation mit

CXCL12 (1 pg/ml) zeigte keine nachweisbaren Effekte.
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Abbildung 13: Ergebnisse der ex vivo Thrombusformation von humanem Vollblut iiber Kollagen-
Beschichtung nach Behandlung mit natiirlichen ACKR3 Liganden sowie VUF11207. Oben:
reprasentative Fluoreszenzaufnahmen. Mittelwert + S.E.M.; Student's t test, 95 % Konfidenzintervall;
Kontrolle (n=8) vs. CXCL11: p <0.05 (n=6), MIF: p <0,05 (n=6), VUF11207: p <0,05 (n=7), CXCL12:
p> 0,05 (n=4).

3.2.2 Einfluss auf Aktivierbarkeit der Thrombozyten

Zur Evaluierung der Wirkung der natiirlichen ACKR3-Liganden auf die Aktivierbarkeit von
humanen Thrombozyten wurde humanes PRP mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die
Proben wurden mit den Liganden CXCL11 (0,1 pg/ml), CXCL12 (1 pg/ml), MIF (0,2 pg/ml)
und VUF11207 (100 uM) behandelt. Zur Aktivierung der Thrombozyten wurde ADP in einer
Konzentration von 5 uM verwendet und die Effekte der Liganden auf die P-Selektin-

Expression gemessen.

Die P-Selektin-Expression, ein Marker fiir die o-Degranulation, wurde durch
Fluoreszenzmessung erfasst. Die Ergebnisse, die in Abbildung 14 dargestellt sind, zeigen, dass
nur die Behandlung mit VUF11207 eine signifikante (p < 0,0001) Reduktion des P-Selektin-
Signals im Vergleich zur Kontrolle bewirkte. Bei der Behandlung mit CXCL11, CXCL12 und
MIF wurden keine signifikanten Unterschiede in der P-Selektin-Expression im Vergleich zur

Kontrolle festgestellt.
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Abbildung 14: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der P-Selektin Expression auf
humanen Thrombozyten nach Behandlung mit natiirlichen ACKR3 Liganden sowie VUF11207 und
nach Aktivierung mit 5 uM ADP. Mittelwert = S.E.M.; Student's t test, 95 % Konfidenzintervall;
Kontrolle vs. aktivierte Kontrolle p < 0,0001, VUF11207 p < 0,0001; CXCL11, CXCL12, MIF:

p > 0,05; Ergebnisse von 6 unabhédngigen Experimenten.

3.3 Untersuchung von potenziellen ACKR3-Agonisten

Eine Reihe von Studien hat bereits aufgezeigt, dass der Chemokinrezeptor ACKR3 eine zentrale
Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen spielt, was ithn zu einem Schwerpunkt der
kardiovaskuldren Forschung gemacht hat (Rath ef al. 2018; Cebo et al. 2022; Rohlfing et al.
2022). Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung von ACKR3 als potenzielles Ziel fiir
die Entwicklung neuer Therapeutika zur Behandlung und Pridvention thrombotischer
Erkrankungen. Insbesondere die Untersuchung der Wirkung natiirlicher ACKR3-Liganden wie
auch des synthetischen Agonisten VUF11207 hat gezeigt, dass ACKR3 eine vielversprechende
therapeutische Zielstruktur darstellt.

Dieser Teil der Arbeit hat die Identifizierung, Validierung und Optimierung neuer spezifischer

ACKR3-Agonisten zum Ziel.

Zu Beginn des Projekts wurde unter der Leitung von Prof. Antti Poso ein strukturelles

Homologiemodell von ACKR3 erstellt, um ein strukturbasiertes virtuelles Screening
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durchfiihren zu konnen, da zu diesem Zeitpunkt kein Rontgenkristallografiemodell des
Rezeptors verfiigbar war. Nach Validierung des Modells wurde ein klassisches molekulares
,Docking® genutzt, um potenzielle Agonisten zu identifizieren und klassifizieren. Dafiir
wurden bestehende Verbindungen aus einer Datenbibliothek genutzt (MolProt Library) und in
verschiedene strukturbasierte Gruppen eingeteilt. Auf Grundlage dieser in silico-Analysen und
der Struktur wurden schlieBlich 47 Verbindungen ausgewihlt, die jeweils einzelne Gruppen
reprisentieren und eine gezielte Untersuchung ermdglichen sollten, um herauszufinden, welche

Strukturen potenziell am besten als ACKR3-Agonisten geeignet sind.

3.3.1 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die

Aktivierbarkeit humaner Thrombozyten

Die 47 Verbindungen, die aus dem in silico screening ausgewéhlt wurden, wurden auf ihren
Einfluss auf die Aktivierbarkeit humaner Thrombozyten getestet. Dazu wurde PRP mit den
Verbindungen in einer Konzentration von je 500 uM vorinkubiert und anschlieBend mit CRP
(1 pg/mL) aktiviert. Die Expression von P-Selektin (CD62P) wurde durchflusszytometrisch
gemessen. Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 15 dargestellt und die Daten in
Tabelle 1 festgehalten. Griine Sdulen in der Abbildung reprisentieren die darauthin
ausgewdhlten Leitstukturen C10 und C11, die fiir weitere Untersuchungen und zur weiteren
Optimierung der ACKR3-Agonisten herangezogen wurden. Die rote Sdule zeigt die Verbindung
C46, die im Vergleich zu den anderen Verbindungen keine Hemmwirkung aufwies. Diese wurde
in nachfolgenden Versuchen auch als Negativkontrolle eingesetzt. Als Referenzsubstanz wurde
der bekannte ACKR3-Agonist VUF11207 verwendet, um die Effektivitit der getesteten

Verbindungen zu bewerten.

71



CD62P [MFI]

NED SN2 AT EEL NP BPPPPRAPPAP PPN PaPaPaPPD DN P PP R
N

&
Verbindung o

Abbildung 15: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der CD62P-Expression nach
Aktivierung: Kommerziell hergestellte Verbindungen aus dem in silico screening wurden auf ihren
Einfluss auf die Aktivierbarkeit humaner Thrombozyten getestet. Proben wurden mit den Verbindungen
(500 uM) vorinkubiert und anschlieBend mit CRP (1 pg/mL) aktiviert. Die Daten werden als
verbleibender Prozentsatz der CD62P-Expression eines Experiments in Duplikaten dargestellt. Die
grilnen Sdulen zeigen die ausgewihlten Hits C10 und C11 zur weiteren; die rote Sdule zeigt die
Verbindung C46. (modifiziert nach Bayrak et al. 2022).

Tabelle 1: CD62P Expression der 47 potenziellen ACKR3-Agonisten: Die CD62P-Expression der
gemessenen Proben ist in Prozent angegeben. Die Werte wurden jeweils relativ zur negativen
Kontrollprobe (0 %), die ohne vorherige CRP-Stimulation gemessen wurde, und zur positiven,
vollstdndig aktivierten Kontrollprobe (100 %), die ausschlieBlich mit CRP aktiviert, jedoch nicht mit
einem Agonisten vorinkubiert wurde, normalisiert.

Kontrolle | VUF11207 1 2 3 4 5 6 7 8
0 13,4 24,62 15,19 23,34 24,76 17,48 24,62 35,41 16,12
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
18,41 13,33 14,19 6,973 19,33 13,98 16,19 22,98 39,41 27,12
19 20 21 22 23 24 25 26 28 29
27,05 35,05 24,84 18,33 87,64 86,92 78,92 14,62 13,76 67,42
30 31 32 33 34 35 36 38 39 40
17,55 19,62 13,12 89,71 50,13 13,26 18,69 17,19 83,28 24,48
41 42 43 44 45 46 47
21,76 95,28 24,76 98,14 95,78 100 13,33
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3.3.2 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die

Rekrutierung von f3-Arrestin

Um den Einfluss der 47 ausgewdéhlten Verbindungen weiter zu charakterisieren, wurden alle
Verbindungen mithilfe des PathHunter® eXpress CXCR7 CHO-K1 B-Arrestin GPCR Assays
untersucht. Dieser Assay wurde verwendet, um die Rekrutierung von B-Arrestin als Indikator
fiir die Aktivierung des Rezeptors zu quantifizieren. B-Arrestin spielt eine zentrale Rolle bei der
Regulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), indem es sowohl die
Desensibilisierung des Rezeptors als auch alternative Signalwege wie die MAP-Kinase-
Signaltransduktion, vermittelt (Luttrell und Lefkowitz 2002; DeWire et al. 2007). Die Messung
der B-Arrestin-Rekrutierung ist daher entscheidend, um die Funktionalitit und Potenz der
getesteten Verbindungen zu bewerten, die potenziell als Agonisten fiir die Modulation von
Thrombozytenfunktionen dienen konnten. Die Ergebnisse des Assays sind in Abbildung 16
dargestellt. Der ACKR3-Agonist VUF11207 (500 uM) und CXCLI12 (1 ng/ml) wurden in
diesem Versuch als Kontrollsubstanzen fiir eine positive Aktivierung des ACKR3 Rezeptors
verwendet. Die Verbindungen C10 und C11 zeigen neben C23 eine besonders starke
Lumineszenz, wahrend C46 neben mehreren anderen Verbindungen eine geringe Aktivitit
aufweist. C23 wurde aufgrund der Ergebnisse in der Durchflusszytometrie nachfolgend nicht

weiter verfolgt.
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Abbildung 16: Ergebnisse des PathHunter B-Arrestin-Rekrutierungs-Assays zur Verfeinerung und
Analyse der en ACKR3-Agonisten: Daten werden als relative lumineszente Einheiten (RLU)
dargestellt. Die griinen Saulen repréasentieren die ausgewihlten C10 und C11. Die rote Sdule zeigt die
Verbindung C46, die im Vergleich zu den anderen in den -Arrestin-Rekrutierungs-Assays getesteten
Verbindungen schlechtere Bindung aufwies. Als Referenzsubstanzen wurden VUF11207 (500 pM) und
CXCL12 verwendet (1 ng/ml). Die potenziellen Agonisten wurden in einer Konzentration von 500 pM
getestet. (modifiziert nach Bayrak et al. 2022).

Tabelle 2: Ergebnisse des PathHunter B-Arrestin-Rekrutierungs-Assays der potenziellen ACKR3-
Agonisten. Als Referenzsubstanzen wurden VUF11207 (500 uM) und CXCL12 verwendet (1 ng/ml).
Die potenziellen Agonisten wurden in einer Konzentration von 500 uM getestet. Die Ergebnisse wurden
normalisiert auf die Kontrolle (0 %) und CXCL12 (100 %).

Kontrolle | CXCL12 1 2 3 4 5 6 7 8
0 100 27,51 41,67 32,29 36,77 35,94 54,39 58,11 35,36
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
39,07 64,32 66,95 53,29 27,24 36,32 53,17 7,641 0 35,98
19 20 21 22 23 24 25 26 28 29
31,39 37,47 25,03 35,87 83,57 29,75 29,39 8,418 15,21 18,25
30 31 32 33 34 35 36 38 39 40
14,54 18,11 15,96 10,43 19,27 9,232 10,04 10,35 9,527 9,932
41 42 43 44 45 46 47 VUF11207
10,44 10,59 10,23 10,33 11,07 14,23 15,5 18,47
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3.3.3 Kombinierte Analyse von p-Arrestin-Rekrutierung und

P-Selektin-Expression zur Auswahl potenzieller Leitstrukturen

Zur umfassenden Bewertung der Effektivitit der 47 getesteten Verbindungen wurden die
Ergebnisse der beiden methodischen Ansétze in Abbildung 17 kombiniert dargestellt: die
Durchflusszytometrie zur Messung der P-Selektin-Expression und der PathHunter® eXpress

CXCR7 CHO-K1 B-Arrestin GPCR-Assay zur Quantifizierung der B-Arrestin-Rekrutierung.

Die Daten zeigen die B-Arrestin-Rekrutierung in griin und die P-Selektin-Expression in rot, in
Prozent relativ zur Kontrolle. Die Abbildung veranschaulicht, dass die Verbindungen C10 und
CI11 sowohl eine hohe B-Arrestin-Rekrutierung als auch eine geringe P-Selektin-Expression
aufwiesen. Die Verbindungen zeigten zwar nicht die jeweils besten Ergebnisse in beiden
experimentellen Ansétzen aber in Zusammenfassung beider Versuche. C10 und C11 wurden
daher fiir weitere Untersuchungen zur Charakterisierung ihrer Wirkung auf den ACKR3-
Rezeptor ausgewihlt. Die Verbindung C46 wurde hier als mogliche Negativkontrolle der

Strukturen identifiziert.
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Abbildung 17: Gemeinsame Darstellung der B-Arrestin-Rekrutierung und der P-Selektin-Expression fiir
die 47 getesteten kommerziell erhdltlichen Verbindungen. Die Abbildung kombiniert die Ergebnisse aus
zwei verschiedenen Tests: der Durchflusszytometrie zur Messung der P-Selektin-Expression (rot) und
dem PathHunter® eXpress CXCR7 CHO-K1 B-Arrestin GPCR Assay (griin) zur Quantifizierung der -
Arrestin-Rekrutierung. Die Daten sind normalisiert in Prozent zur Kontrolle abgebildet. Die daraus
identifizierten Leitstrukturen C10 und C11 sind griin umrandet markiert wéhrend die Negativkontrolle
C46 rot umrandet ist (modifiziert nach Bayrak et al. 2022).
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Auf Grundlage der kombinierten Ergebnisse aus Abbildung 17, der B-Arrestin-Rekrutierung
und der P-Selektin-Expression, wurden die sechs vielversprechendsten Verbindungen (C10,
Cl11, Ce6, C7, C12 und C15) in einer abschlieBenden Evaluierung getestet. In diesem Test
wurden die Verbindungen in einer reduzierten Konzentration von 100 uM eingesetzt, um deren
Effektivitdt unter diesen verdnderten Bedingungen weiter zu iiberpriifen. Die Untersuchung
erfolgte erneut mittels Durchflusszytometrie, wobei die P-Selektin-Expression nach der

Aktivierung der Thrombozyten mit CRP (1 pug/ml) gemessen wurde.

Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigten, dass C10 und C11 weiterhin vielversprechende
Verbindungen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die P-Selektin-Expression bei der niedrigen
Konzentration von 100 uM waren. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden C10 und C11 fiir

weitere detaillierte Untersuchungen und als Leitstrukturen fiir weitere Modifikationen

ausgewdhlt.
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Abbildung 18: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der P-Selektin Expression auf
humanen Thrombozyten nach Behandlung mit je einer der fiinf ausgewidhlten Verbindungen C6, C7,
C10, C11, C12 oder C15 (100 pM), einer unbehandelten Kontrolle (dunkelgriin) und anschlieBender
Aktivierung mit CRP (1 pg/ml) sowie einer nicht aktivierten und unbehandelten Kontrolle (links).
Mittelwert + S.E.M.; Ergebnisse von 4 unabhédngigen Experimenten.
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3.3.4 Wirkprofil der potenziellen ACKR3-Agonisten C10, C11 und

C46 in verschiedenen Modellen der Thrombozytenfunktion
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Abbildung 19: ,.Screening**-Prozess und Strukturformeln der ausgewihlten Verbindungen: Links:
Zusammenfassung der vorangegangenen Prozesses bis zur Identifikation der Leitverbindungen C10 und
CI11; Rechts Strukturformeln der vier Verbindungen die aufgrund ihrer Bindungs- und
aktvierungshemmenden FEigenschaften fiir weitere Versuche als potenzielle ACKR3-Agonisten
ausgewahlt wurden. (A) Verbindung Z645919236 (im Weiteren bezeichnet als C10). (B) Verbindung
7623225913 (im Weiteren bezeichnet als C11). (C) Verbindung Z373658330 (im Weiteren bezeichnet
als C46) in Versuchen als Negativkontrolle verwendet. (D) ACKR3-Agonist VUF11207 wird in
Versuchen als Positivkontrolle verwendet. (aus Bayrak et al. 2022).
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3.3.4.1 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die

Aktivierbarkeit von humanen Thrombozyten

Zur detaillierten Analyse der Verbindungen C10, C11, VUF11207 und C46 hinsichtlich der
Thrombozytenaktivierung wurde die P-Selektin-Expression nach Aktivierung erneut mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Die Tests wurden mit humanem pléttchenreichem Plasma
(PRP) durchgefiihrt, wobei die Verbindungen in einer Konzentrationsreihe von 15,63 uM bis
1000 uM getestet wurden.

Die Experimente umfassten sieben Konzentrationen jeder Verbindung. Nach Inkubation mit
den Agonisten und Aktivierung der Thrombozyten mit CRP (1 pg/ml) wurde die P-Selektin-

Expression durchflusszytometrisch erfasst.

Abbildung 20 zeigt die P-Selektin-Expression fiir jede getestete Verbindung und Konzentration.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass C10, C11 und VUF11207 bei hoheren Konzentrationen
eine reduzierte P-Selektin-Expression aufwiesen im Vergleich zu C46, welches keine

signifikante Aktivitit zeigte.

Zusitzlich illustriert Abbildung 20 die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der P-Selektin-
Expression fiir die getesteten Verbindungen und verdeutlicht die Variabilitidt der
Thrombozytenaktivierung in Abhangigkeit von der Agonisten-Konzentration. Die getesteten
Verbindungen C10, C11 und VUF11207 fiihrten in hoheren Konzentrationen zu einer
abnehmenden P-Selektin-Expression und damit zu einer geringeren Thrombozytenaktivierung,
wihrend C46 wie zuvor keine Aktivitit zeigte und daher als negative Kontrolle diente.
VUF11207 wies erneut konsistente Ergebnisse auf und diente als Referenzsubstanz. Fiir die
nachfolgenden Experimente wurde daraufhin die Konzentration auf 100 uM gesenkt, da diese
im Vergleich zu den zuvor verwendeten 500 uM besser geeignet ist, potenzielle Verbindungen
mit geringem Konzentrationsbedarf zu identifizieren. In der Dosis-Wirkungskurve liegen die
100 uM in einem Bereich, der noch ausreichend wirksam ist, aber vor dem Plateau der

Konzentrationen, bei denen nur eine geringe oder keine Wirkung mehr zu beobachten ist.
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Abbildung 20: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der P-Selektin Expression: Links:
Ergebnisse der Messung der P-Selektin Expression auf humanen Thrombozyten nach Behandlung mit
einer sinkenden Konzentration der (potenziellen) ACKR3-Agonisten und Aktivierung mit 1 pg/ml CRP
sowie jeweils eine nicht aktivierte Kontrolle (hellgrau) und eine aktivierte Kontrolle (dunkelgrau).
Mittelwert + S.E.M.; Rechts: Dosis-Wirkungs-Kurven der P-Selektin-Expression nach Behandlung mit
ACKR3-Agonisten (modifiziert nach Rohlfing et al. 2022).

3.3.4.2 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die ex vivo

Thrombusformation von humanen Thrombozyten

Fiir eine Bewertung der Wirkung der Verbindungen VUF11207, C10, C11 und C46 auf die
Thrombusbildung wurde humanes Vollblut mit den Verbindungen in einer Konzentration von
100 uM  vorinkubiert und anschlieBend in einem kiinstlichen Perfusionssystem mit
Kollagenbeschichtung getestet. Dieses System simulierte physiologische Flussbedingungen mit
einer mittleren Flussgeschwindigkeit von 7,53 ml/h (Scherrate 1000 s™!). Als Referenz wurde
unbehandeltes Blut verwendet, um eine Basislinie fiir die Thrombusbildung festzulegen.
Zusitzlich diente C46 als Negativkontrolle, um sicherzustellen, dass nicht alle diese

Verbindungen eine Wirkung auf die Thrombusbildung haben.

Die Analyse der Ergebnisse, die in Abbildung 21 dargestellt ist, zeigt die thrombusbedeckte
Flache fiir jede getestete Verbindung sowie reprédsentative Bilder des Experiments. Die
Behandlung der Blutprobe mit VUF11207, fiihrte zu einer signifikanten (p < 0,01) Reduktion
der thrombusbedeckten Flache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Diese Wirkung war

ausgepragter als die der anderen getesteten Verbindungen. Auch die Verbindungen C10 und C11
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zeigten eine signifikant (p < 0,05) reduzierte thrombusbedeckte Fliche im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle.

Im Gegensatz dazu zeigte C46, das als zusétzliche negative Kontrolle verwendet wurde, keine
signifikante Reduktion der thrombusbedeckten Fliche und wies dhnliche Werte wie das

unbehandelte Blut auf.
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Abbildung 21: Messung der ex vivo Perfusion nach Vorbehandlung mit verschiedenen (potenziellen)
ACKR3-Agonisten. Links: Darstellung der thrombusbedeckten Flache fiir die unbehandelte Probe oder
nach Vorbehandlung mit entweder VUF11207, C10, C11 oder C46, jeweils in einer Konzentration von
100 uM. Rechts: reprisentative Fluoreszenzautnahmen. Mittelwert = S.E.M.; one-way ANOVA, 95 %
Konfidenzintervall; Kontrolle (Vehicle) (n=9) vs. VUF11207 p < 0,01 (n=17), C10 p < 0,05 (n=14), C11
p < 0,05 (n=15), C46 p > 0,05 (n=16). (modifiziert nach Rohlfing et al. 2022).

3.3.4.3 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die

Aggregation von humanen Thrombozyten

Zur Untersuchung der Wirkung der Verbindungen VUF11207, C10, C11 und C46 auf die
Thrombozytenaggregation wurde eine Aggregometrie mit dem Chronolog-System (CHRONO-
LOG Corporation) durchgefiihrt. Humanes pléttchenreiches Plasma (PRP) wurde in einer
Konzentration von 100 uM fiir jede Verbindung behandelt und anschlieBend mit CRP
(10 pg/ml) zur Auslosung der Aggregation versetzt.

80



Die Ergebnisse der Aggregometrie sind in Abbildung 22 dargestellt. Die Analyse zeigt, dass die
Verbindung C10 eine signifikante Reduktion der Thrombozytenaggregation aufwies, was sich

in einer verringerten ,,area under curve (AU) widerspiegelt.

Im Gegensatz dazu fiihrten die Verbindungen VUF11207, C11 und C46 nicht zu signifikanten
Anderungen in der Thrombozytenaggregation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die
AU-Werte waren zwar von der Kontrolle abweichend allerdings nicht signifikant
unterschiedlich, was darauf hinweist, dass diese Verbindungen unter den getesteten

Bedingungen keine ausgepragte Wirkung auf die Thrombozytenaggregation zeigten.
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Abbildung 22: Messung der Thrombozytenaggregation nach Vorbehandlung mit verschiedenen
(potenziellen) ACKR3-Agonisten. Darstellung der Aggregation (,,area under curve™) fiir die
unbehandelte Probe oder nach Vorbehandlung mit entweder VUF11207, C10, C11 oder C46 jeweils in
einer Konzentration von 100 uM. Mittelwert £ S.E.M.; Student's t test, 95 % Konfidenzintervall;
Kontrolle (Vehicle) vs. C10 p < 0,05; VUF11207,C11, C46 p > 0,05. Ergebnisse von 4 unabhingigen
Experimenten.
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3.3.4.4 Einfluss der potenziellen ACKR3-Agonisten auf die

Calciummobilisierung bei Aktivierung humaner Thrombozyten

Um den Einfluss der Verbindung C10 auf die zytosolische Calciumkonzentration in humanen
Thrombozyten zu untersuchen, wurde eine Calcium-Spektrofluorometrie durchgefiihrt. Die
isolierten humanen Thrombozyten wurden mit 100 uM der Verbindung C10 oder C46
vorbehandelt und anschliefend fiir die Messung mit 5 ug/ml CRP-XL aktiviert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Diese Abbildung zeigt sowohl den gemessenen
Calciumspiegel als auch die Calcium-Kurven iiber die Zeit von 0 bis 300 s. Die Daten
verdeutlichen, dass die Verbindung C10 einen signifikant reduzierten Calciumanstieg in den

Thrombozyten bewirkte. Im Vergleich dazu zeigte C46 keine signifikante Verdnderung in der

Calciumkonzentration.
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Abbildung 23: Calciummobilisierung- nach Aktivierung von isolierten humanen Thrombozyten: Links:
Reprisentative Abbildung der des Calcium-Anstiegs nach Aktivierung von isolierten humanen
Thrombozyten mit 5 pg/ml CRP, nach Behandlung mit 100 pM C10 oder C46.Messung im Zeitraum
von 0 bis 300 s. Rechts: Auswertung des Calciumanstiegs. Mittelwert + S.E.M.; Student's t test, 95 %
Konfidenzintervall; C10 vs. C46 p < 0,05. Ergebnisse von 7 unabhingigen Experimenten.

3.4 Versuche mit chemisch modifizierten Strukturen von C10 und

C11

In dieser fortlaufenden Forschung zur Identifikation eines ACKR3 Superagonisten, wurden die

Auswirkungen von strukturellen Modifikationen an den Verbindungen C10 und C11 untersucht.
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Diese Modifikationen wurden mit dem Ziel vorgenommen, die Effizienz und Selektivitit dieser
Verbindungen weiter zu verbessern und die Erkenntnisse aus der vorherigen Arbeit zu vertiefen.
Eines der Ziele war es, die benétigte Konzentration zur Erreichung signifikanter Effekte zu
reduzieren. In der vorhergehenden Arbeit lieferten die initialen Verbindungen C10 und C11
zwar vielversprechende Ergebnisse, jedoch waren die Effekte bei vergleichsweise hohen
Konzentrationen sichtbar. Diese Erkenntnis fiithrte zu dem Ansatz, die molekularen Strukturen
zu modifizieren, um die Potenz zu erhohen und die erforderlichen Konzentrationen weiter zu

minimieren.

3.4.1 Aktivierbarkeit der Thrombozyten

Zur Analyse der neu synthetisierten Verbindungen, fiir den Vergleich mit deren
Ausgangsstrukturen C10 und CI11 und zur Erfassung von Verbesserungen oder
Verschlechterungen in der Wirksamkeit wurde abermals die bereits gut etablierte

Durchflusszytometrie zur Erfassung der P-Selektin-Expression verwendet.

Fir die Experimente wurden die Proben mit den zu testenden Verbindungen in einer
Konzentration von jeweils 100 uM vorinkubiert, um mogliche Effekte der Verbindungen auf
die Zelloberflache zu initialisieren. Nach der Inkubation wurden die Thrombozyten mit 1 pg/ml

CRP aktiviert, um die P-Selektin-Expression zu induzieren.

Abbildung 24 zeigt die Wirkung von C10 und seinen Derivaten auf die Reduktion der
P-Selektin-Expression bei einer Konzentration von jeweils 100 uM. C10, als Leitverbindung,
zeigte eine moderate Reduktion von 41 %. Die Verbindungen 8, 16 und 28 zeigten
vergleichbare Ergebnisse wie C10, aber die Verbindungen 9, 10 und 25 verringerten die P-
Selektin-Expression signifikant im Bereich von 71 bis 76 %. Das Derivat 21 reduzierte die P-
Selektin-Expression dhnlich wie VUF11207. Tatsdchlich zeigten die Superagonisten 26 (interne
Bezeichnung: 5972) und 27 (interne Bezeichnung: 6023) bei einer Konzentration von jeweils
100 uM eine deutliche Verringerung der P-Selektin-Expression, insbesondere 27 mit 97 %, was
hoher ist als bei allen anderen in dieser Arbeit untersuchten Agonisten, einschlieBlich

VUF11207.
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Abbildung 24: Représentative Ergebnisse fiir getestete Verbindungen die auf Basis von Leitverbindung
C10 synthetisiert wurden: Ausgewihlte reprasentative Diagramme aus Durchflusszytometrieanalysen
zur Erfassung der P-Selektin-Expression nach Aktivierung mit 1 pg/ml CRP und vorheriger Behandlung
der Proben mit je 100 uM der jeweiligen getesteten Verbindung, sowie eine nicht aktivierte Kontrolle
(dunkelgriin) und eine aktivierte Kontrolle (griin). Die Ergebnisse veranschaulichen die sukzessive
Verbesserung aus mehreren Synthese-Runden.

Die aus dem Leitmolekiil C11 synthetisierten Verbindungen konnten im Vergleich zu den
Verbindungen die aus C10 hergeleitet wurden, keine Verbesserungen aufweisen (Abbildung
25). Keine der strukturellen Anderungen fiihrte bei einer Konzentration von 100 pM zu einer
signifikanten Steigerung der Reduktion der P-Selektin-Expression. Das Derivat 4036 erwies
sich als das wirksamste in der C11-Reihe und senkte die P-Selektin-Expression um 26 %. Dies
konnte auf eine moderate Wirksamkeit zuriickzufiihren sein. Weitere Versuche zeigten, dass
Fraktionen des jeweiligen Liganden je nach Polaritit des Verbindungsstoffs durch
Plasmaproteine des PRP gebunden werden konnten (Bayrak er al. 2022). Daher wurde

beschlossen, die Bemiithungen auf die C10-Derivate zu konzentrieren.
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Abbildung 25: Représentative Ergebnisse fiir getestete Verbindungen die auf Basis von Leitverbindung
C11 synthetisiert wurden: Ausgewihlte repriasentative Diagramme aus Durchflusszytometrieanalysen
zur Erfassung der P-Selektin-Expression nach Aktivierung mit 1 pg/ml CRP und vorheriger Behandlung
der Proben mit je 100 uM der jeweiligen getesteten Verbindung, sowie eine nicht aktivierte Kontrolle
(dunkelgriin) und eine aktivierte Kontrolle (griin). Die Ergebnisse zeigen ein Ausbleiben einer
Verbesserung auch nach mehreren Synthese-Runden.
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3.4.2 Untersuchung  moglicher zelltoxische Effekte der

Verbindungen

Um eventuelle zelltoxische Effekte der getesteten Verbindungen zu bewerten, wurde ein
Toxizitdtsassay verwendet. Diese Methode misst die Zellviabilitdt durch die Quantifizierung
der ATP-Konzentration, welche als Indikator fiir die Zelllebensfahigkeit dient. Fiir den Assay
wurden HEK293-Zellen genutzt.

Die Zellbehandlung erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen der Verbindungen, und es
wurden sowohl DMSO-Kontrollen als auch leere Wells zur Bestimmung des
Hintergrundsignals verwendet. Um ein umfassendes Bild der potenziellen Toxizitdt zu erhalten,
wurden die Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden untersucht. Diese zeitlich gestaffelte
Vorgehensweise ist entscheidend, um sowohl sofortige als auch verzdgerte zelltoxische Effekte
zu erfassen, da einige toxische Reaktionen erst iiber lingere Zeitrdume auftreten konnen. Die
iiber einen ldngeren Zeitraum gesammelten Daten bieten wertvolle Einblicke in die langfristige

Vertriglichkeit und Sicherheit der Verbindungen.

Die Ergebnisse der Zellviabilitdtstests nach 72 h, sind in Abbildung 26 dargestellt, die die
Konzentrations-Wirkungs-Kurven zeigt und die Auswirkungen der drei getesteten
Verbindungen auf die Zelllebensfdhigkeit veranschaulicht. Verglichen mit dem
Referenzagonisten VUF11207 zeigen die beiden Superagonisten 26 und 27 keine héhere, in
hohen Konzentrationen zwischen 1 und 100 uM gar eine geringere Zelltoxizitét sowohl in den
Versuchen mit HEK293 als auch mit THP1 Zellen. Ab einer Konzentration von 1000 uM ist

die Zellviabilitdt dennoch bei allen Agonisten nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 26: Konzentrationsabhéingiger Promega RealTimeGlo™ Viability Assay: Konzentrations-
Wirkungs-Kurven zur Zellviabilitdt nach 72 h fiir die Verbindungen 26, 27 und den Referenzagonisten
VUF11207 in HEK293- und THPI1-Zellen. Dargestellt ist die Zelllebensfahigkeit (RLU) in
Abhéngigkeit der Konzentration der Verbindungen (c[uM]). Die Verbindungen 26 und 27 weisen im
Vergleich zum Referenzagonisten VUF11207 bei hohen Konzentrationen (1-100 uM) eine geringere
Zelltoxizitdt auf. Ab einer Konzentration von 1000 uM ist jedoch bei allen getesteten Verbindungen
keine Zellviabilitdt mehr nachweisbar (libernommen aus Bayrak et al 2022).

3.5 Einfluss des CXCR4 Rezeptors und CXCL12 auf die ACKR3-

Agonist-Interaktion

Die Wechselwirkungen zwischen den Chemokinrezeptoren ACKR3 und CXCR4 spielen eine
entscheidende Rolle fiir die Regulation von Thrombozytenfunktionen (Chatterjee et al. 2015).
ACKR3 und CXCR4 konnen als Heterodimere agieren, was die Signaltransduktion und die
Funktion der Thrombozyten beeinflusst (Levoye et al. 2009). CXCR4, ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, wird durch den Liganden CXCL12 aktiviert, was zur Zellmigration und
-adhésion fiihrt (Busillo und Benovic 2007). ACKR3 hingegen wirkt primér als ,,scavenger-
Rezeptor, der CXCL12 und CXCL11 endozytiert und abbaut, und durch B-Arrestin-vermittelte

Signalwege alternative zelluldre Antworten induziert (Rajagopal ef al. 2009).

Die Heterodimerisierung von CXCR4 und ACKR3 kann die Signaliibertragung modulieren,
indem sie die Affinitit der Rezeptoren fiir ihre Liganden verdndert und die Aktivierung
spezifischer  intrazelluldrer = Signalwege  beeinflusst.  Beispielsweise  kann  die
Heterodimerisierung die Verfiigbarkeit von Liganden wie CXCL12 regulieren und somit die
Aktivierung von Signalwegen steuern, die fiir die Thrombozytenaktivitit relevant sind (Levoye

et al. 2009).

Das Ziel der nachfolgenden Untersuchungen besteht darin, zu kldren, ob und in welchem

AusmalBl der CXCR4-Rezeptor und CXCL12 die Interaktion oder Signaliibertragung des
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ACKR3-Rezeptors durch dessen Agonisten beeinflusst. Dadurch soll festgestellt werden, ob die
Effekte der ACKR3-Aktivierung auf die Thrombozytenfunktion unabhingig von CXCR4

ablaufen.

3.5.1 Einfluss des CXCR4 Rezeptors und CXCL12 auf

Aktivierbarkeit humaner Thrombozyten

Im Folgenden wurde untersucht, ob der Rezeptor CXCR4 und der natiirliche Agonist der beiden
Rezeptoren ACKR3 und CXCR4, das Chemokin CXCL12, den Einfluss der Verbindung C10
auf die Thrombozytenaktivierung beeinflussen bzw. selbst einen Effekt auf die
Thrombozytenaktivierung haben. Dazu wurde eine Durchflusszytometrie zur Messung der P-
Selektin-Expression durchgefiihrt. Alle Proben wurden mit 1 pg/ml CRP aktiviert, auller einer
nicht aktivierten Kontrolle. Die Untersuchung umfasste drei Versuchsreihen mit jeweils drei
unterschiedlichen Proben. Zunichst eine unbehandelte Versuchsreihe fiir die Referenzproben,
eine zweite Reihe in der alle Proben mit 1 pg/ml CXCL12 vorbehandelt wurden und eine
weitere Reihe die mit 100 uM des potenziellen ACKR3-Agonist C10 vorbehandelt wurde. Die
drei Proben innerhalb dieser Versuchsreihen waren jeweils eine Probe mit 10 uM AMD3100,

eine weitere mit CXCR4-Antikorper und einer sonst weiter unbehandelten Kontrollprobe.

AMD3100, auch bekannt als Plerixafor, ist ein spezifischer Antagonist des CXCR4-Rezeptors,
der hiufig verwendet wird, um die Interaktion zwischen CXCR4 und seinem natiirlichen

Liganden CXCL12 zu blockieren (Clercq 2003).

Nach der Inkubation und Aktivierung der Thrombozyten mit CRP wurde die P-Selektin-
Expression durchflusszytometrisch erfasst. Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der P-Selektin-

Expression fiir jede getestete Gruppe und jedes Szenario.

Die Ergebnisse zeigen, dass in der ersten und zweiten Gruppe keine signifikanten Unterschiede
in der P-Selektin-Expression zwischen den getesteten Szenarien beobachtet wurden. Weder die
Zugabe von CXCL12 noch die Hemmung von CXCR4 durch AMD3100 oder den CXCR4-

Antikorper beeinflussten die Thrombozytenaktivierung signifikant.

In der dritten Gruppe, die mit C10 behandelt wurde, zeigte sich hingegen eine signifikante
Reduktion der P-Selektin-Expression in allen Szenarien. Unabhingig davon, ob die Proben
zusitzlich mit AMD3100 oder dem CXCR4-Antikorper behandelt wurden, blieb die hemmende

Wirkung von C10 auf die Thrombozytenaktivierung bestehen.
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Die Balkendiagramme in Abbildung 27 veranschaulichen diese Ergebnisse und zeigen die P-
Selektin-Expression nach den verschiedenen Behandlungen. Die Daten belegen, dass C10
unabhédngig von der Prdsenz oder Blockade von CXCR4 und CXCLI2 eine signifikante

Reduktion der Thrombozytenaktivierung bewirkt.
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Abbildung 27: Untersuchung des Einflusses des CXCR4 Rezeptors und CXCL12 auf ACKR3-Agonist-
Interaktion und der P-Selektin-Expression auf Thrombozyten: Die Proben wurden in drei
Versuchsreihen untersucht: eine unbehandelte Kontrollreihe, eine mit CXCL12 (1 pg/ml) vorbehandelte
Reihe und eine mit C10 (100 uM) behandelte Reihe. Innerhalb jeder Versuchsreihe wurden drei
Bedingungen getestet: unbehandelte Proben, Proben mit dem CXCR4-Antagonisten AMD3100 (10 pM)
und Proben mit CXCR4-Antikorper. Die Balkendiagramme stellen die P-Selektin-Expression unter den
jeweiligen Bedingungen dar. Mittelwert + S.E.M.; one-way ANOVA. Aktivierte Kontrolle vs. C10 p <
0,01, + 10 uM AMD3100 p < 0,01, + CXCR4-Antikorper p < 0,01; alle weiteren Bedungenen p > 0,05.
Ergebnisse von 4 unabhéngigen Experimenten.

3.6 Analyse der Rezeptorspezifitit des ACKR3-Agonisten C10

Die folgenden Versuche widmen sich der Frage, ob die Wirkung des in dieser Arbeit getesteten
ACKR3-Agonisten C10 spezifisch durch die Bindung an den ACKR3-Rezeptor vermittelt wird,
oder ob der CXCR4-Rezeptor, der ebenfalls an der Regulation von Thrombozytenfunktionen
beteiligt ist, hier auch eine Rolle spielt. In Experimenten mit Cxcr4”-M#usen wurde untersucht,
ob die Abwesenheit von CXCR4 die Aktivitdit des ACKR3-Agonisten beeinflusst, um zu
iiberpriifen, ob die beobachteten Effekte ausschlieBlich auf die Aktivierung von ACKR3
zuriickzufiihren sind. Ziel dieser Versuche war es, die Rezeptorspezifitit des Agonisten und

dessen mogliche Interaktionen mit CXCR4 ndher zu charakterisieren.
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3.6.1 Untersuchung der rezeptorabhingigen Wirkung des ACKR3-
Agonisten C10 auf die Thrombusbildung unter Flussbedingungen

Um den Zusammenhang der Rezeptoren und der potenziellen ACKR3-Agonisten C10 in der
Thrombusbildung ex vivo unter physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen, wurde das

bereits eingefiihrte ex vivo Perfusionssystem eingesetzt.

Fiir diesen Versuch wurde murines Vollblut von Wildtyp-Mausen (Ackr3"™) und Tieren mit mit
megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von ACKR3 (Ackr3”") oder von CXCR4
Wildtyp (Cxcr4™") und Miusen mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von
CXCR4 (Cxcr4”) genutzt und jeweils ohne und mit dem Agonisten (C10, 100 uM) 30 min
inkubiert. Eine mittlere Flussgeschwindigkeit von 7,53 ml/h (1000/s) wurde verwendet, um
Bedingungen dhnlich denen einer Arterie zu simulieren. Der betrachtete Parameter fiir den

Gruppenvergleich war die thrombusbedeckte Fliche im Verhéltnis zur Gesamtflache.

Die thrombusbedeckte Flache pro Bild wurde analysiert, um den Mittelwert fiir jeden Durchlauf
zu bestimmen und die Gruppen miteinander zu vergleichen. Die Auswertung der ex vivo
Thrombusformation zeigt eine signifikant (p < 0,05) kleinere thrombusbedeckte Fliche bei
Vorbehandlung der Proben mit dem Agonisten bei Verwendung des Vollblutes der Wildtyp-
Tiere. Im Vergleich bleibt dieser Effekt, bei Verwendung von Blut der Ackr3”-Tiere aus
wihrend der Effekt fiir die Cxcr4”-Tiere bestehen bleibt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vergleich der ex vivo Perfusion unter Einfluss des potenziellen Agonisten C10 mit
murinem Blut von Ackr3™ vs. Ackr3” (A) bzw Cxcr4™ vs. Cxcr4” -Tieren (B). Links:
Balkendiagramme und Auswertung der thrombusbedeckten Flache der Versuche. Rechts: reprisentative
Fluoreszenzaufnahmen der thrombusbedeckten Flichen (griin). Mittelwert + S.E.M.; Student's t test,
95% Konfidenzintervall. Kontrolle (n=11) vs.C10 (100 uM) bei Ackr3™" p < 0,05 (n=4), Kontrolle
(n=11) vs.C10 (100 pM) bei Cxcr4™" (n=4) und Cxcr4” p < 0,05 (n=4)

3.6.2 Untersuchung der rezeptorabhingigen Wirkung des ACKR3-

Agonisten C10 auf die Thrombozytenaktivierung

Um die Rezeptorspezifitit des in dieser Arbeit untersuchten ACKR3-Agonisten C10 zu
tiberpriifen, wurden auch Durchflusszytometrie-Messungen der P-Selektin-Expression auf
murinen Thrombozyten durchgefiihrt. Dabei wurde auch hier murines Vollblut von Wildtyp-
Tieren (Ackr3™") und Miusen mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von

ACKR3 (Ackr3”) sowie von CXCR4-Wildtyp-Tieren (Cxcr4™) und Miusen mit
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megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von CXCR4 (Cxcr4”") verwendet. Die

Proben wurden wie in vorherigen Experimenten behandelt.

Wie auch zuvor war das Ziel dieser Experimente, festzustellen, ob die Wirkung von C10
spezifisch durch die Bindung an den ACKR3-Rezeptor vermittelt wird oder ob der CXCR4-
Rezeptor, der ebenfalls an der Regulation von Thrombozytenfunktionen beteiligt ist, diese
Wirkung  beeinflusst. ~ Die  P-Selektin-Expression, ein  Indikator  fiir  die
Thrombozytenaktivierung, wurde dabei genutzt, um mdgliche Unterschiede zwischen den
Cxcr4™" - und Cxcr4”-Gruppen zu erfassen und die Rolle von CXCR4 bei der Modulation der
ACKR3-abhéngigen Effekte zu untersuchen.

Die durchflusszytometrische -Messung der P-Selektin-Expression der murinen Thrombozyten
zeigte unterschiedliche Ergebnisse abhingig von den Genotypen (Wildtyp vs. Knockout). In
den Proben von Wildtyp-ACKR3-Miausen war die P-Selektin-Expression nach CRP-
Aktivierung signifikant geringer im Vergleich zu den Proben der Ackr3”"-Miusen. Dieses
Muster setzte sich auch in den mit dem ACKR3-Agonisten C10 behandelten Proben fort, wo

die P-Selektin-Expression bei den Wildtypproben signifikant reduziert war.

In den Proben von Wildtyp-CXCR4-Miusen (Cxcr4"") war ebenfalls eine geringere P-
Selektin-Expression im Vergleich zu den Tieren mit thrombozytenspezifischer CXCR4
Deletion (Cxcr4”") zu beobachten, jedoch nur in den CRP-aktivierten Proben, die nicht zuvor
mit C10 behandelt wurden. Bei den Proben die zuvor mit C10 behandelt wurden zeigte sich
hingegen kein signifikanter Unterschied in der P-Selektin-Expression zwischen CXCR4
Wildtyp- und Knockout-Tieren.

Diese Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt und umfassen Balkendiagramme, die die

P-Selektin-Expression in den verschiedenen Genotypen und Behandlungsgruppen zeigen.
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Abbildung 29: Vergleich der P-Selektin Expression unter Einfluss des potenziellen ACKR3-Agonisten
C10 mit murinem Blut von Cxcr4™vs. Cxcr4” -Tieren (A) bzw ) Ackr3™" vs. Ackr3™ (B). Ergebnisse
fiir jeweils Kontrollen (links), aktivierte Proben mit CRP 5 pg/ml (mitte) und mit C10 (100 uM)
vorbehandelte und ebenfalls aktivierte Proben (rechts). Mittelwert + S.E.M.; Student's t test, 95%
Konfidenzintervall. Kontrolle (Vehicle) Ackr3™ vs. Ackr3” p < 0,05, C10 (100 uM) Ackr3™ vs.
Ackr3” p < 0,01; Ergebnisse von 10 unabhingigen Experimenten.; Kontrolle (Vehicle) Cxcr4™" vs.
Cxcrd4” p < 0,0001, C10 (100 uM), Cxcr4™ vs. Cxcr4” p > 0,05 Ergebnisse von 5 unabhiingigen
Experimenten.

3.7 Molekulare = Mechanismen der ACKR3-abhingigen

Signaliibertragung

Dieser Teil der Arbeit zielt darauf ab die molekularen Mechanismen der Aktvierung des ACKR3

Rezeptors durch spezifische Agonisten und dessen Funktionsweise besser zu verstehen.

Dazu wurden in den Versuchen Barbadin, ein spezifischer Inhibitor des B-Arrestin2 Signalwegs,
sowie ein spezifischer GRK2 (G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinase 2) Inhibitor (Methyl 5-
[2-(5-nitro-2-furyl)vinyl]-2-furoate) eingesetzt. Diese Inhibitoren ermdglichen es, die Rolle
von ACKR3 in verschiedenen Signalwegen und seine Funktion in der
Thrombozytenmodulation genauer zu untersuchen. Barbadin, beispielsweise, hemmt die B-
Arrestin-vermittelte Internalisierung von Rezeptoren und bietet so Einblicke in die nicht-
klassischen Signalwege von ACKR3 (Pitcher et al. 1998; Beautrait ef al. 2017). Der GRK2-
Inhibitor hingegen ermdglicht die Untersuchung der Regulation durch Phosphorylierung von
Rezeptoren, ein Prozess, der oft bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) beobachtet
wird. GRK2 spielt eine zentrale Rolle bei der Desensibilisierung von GPCRs durch

Phosphorylierung der aktivierten Rezeptoren, was zur Rekrutierung von B-Arrestinen fiihrt.
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Diese p-Arrestine konnen dann beispielweise die Rezeptoren internalisieren und die
Signalweiterleitung abschalten (Gurevich & Gurevich, 2019). Durch die Hemmung von GRK?2
wird dieser Phosphorylierungsprozess blockiert, was es ermoglicht, die spezifischen
Signalwege und Funktionen von ACKR3 detaillierter zu untersuchen (Pitcher et al. 1998; Ribas
et al. 2007). Insbesondere ermdglicht dies FEinblicke in die Mechanismen der
Rezeptorregulation, die unabhédngig von der klassischen G-Protein-Signaliibertragung ablaufen

und wichtige Rollen im Thrombozyteniiberleben und deren Modulation spielen konnten.

Es ist bekannt, dass ACKR3 nicht nur als ,,scavenger*-Rezeptor fiir CXCL12 und CXCLI11
fungiert, sondern auch durch seine Interaktionen mit B-Arrestin verschiedene Signalwege
aktivieren kann. Die komplexe Interaktion zwischen ACKR3 und diesen Signalmolekiilen
konnte entscheidend sein fiir die Regulation von Zelliiberleben und die Modulation von

Thrombozytenfunktionen (Naumann ef al. 2010; Chen et al. 2023).

Durch die Verwendung von genetisch modifizierten Modellen wie den megakaryozyten-
/thrombozytenspezifischen ACKR3- und CXCR4-Knockout-Miusen sowie spezifischen
Inhibitoren soll diese Arbeit ein besseres Verstindnis in die molekularen Mechanismen der
ACKR3-abhdngigen Signaliibertragung geben und potenzielle neue therapeutische Ansétze zur

Behandlung von thromboinflammatorischen Erkrankungen identifizieren.

3.7.1 Einfluss von GRK2- und B-Arrestin-Inhibitoren auf ex vivo

Thrombusformation humaner Thrombozyten

Um den Einfluss von GRK2- und B-Arrestin-Inhibitoren auf die Thrombusbildung ex vivo unter
moglichst physiologischen Flussbedingungen zu untersuchen, wurde das zuvor eingefiihrte ex

vivo Perfusionssystem mit humanem Vollblut eingesetzt.

Fir die Versuche wurde humanes Vollblut entweder unbehandelt als Kontrolle oder nach
Vorinkubation mit einem GRK2-Inhibitor (100 pM) oder dem B-Arrestin-Inhibitor Barbadin
(100 uM) getestet.

Der zentrale Parameter zur Beurteilung der Effekte war die thrombusbedeckte Fliche im
Verhiltnis zur Gesamtflidche. Die Analyse der thrombusbedeckten Flidche pro Bild ermoglicht
es, den Mittelwert fiir jede Versuchsbedingung zu ermitteln und die Unterschiede zwischen den

verschiedenen Gruppen statistisch auszuwerten.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen, zusammen mit reprdsentativen Abbildungen der
Experimente, sind in Abbildung 30 dargestellt. Die Behandlung mit 100 pM B-Arrestin-
Inhibitor Barbadin (A) fiihrte zu einer stark signifikanten (p < 0,001) Zunahme der
thrombusbedeckten Fliche im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu zeigte die
Vorbehandlung mit 100 uM GRK2-Inhibitor (B) eine signifikant (p < 0,05) reduzierte
thrombusbedeckte Fliache.

A B
g -
: 2.5+ . e 1.5+ '
- e : S
g 201 E < Z
3 2 3 N
2 a 1.0+
§ 159 §
£ & £
= - = S
o M8 £ o 0.5+ 3
$ : 2 :
5 o054 5 ¥
& & g
0.0 el
CJ o 8
\‘o\\ o&o \‘\\ Q\\o
« & " W
& O
OQ.

Abbildung 30: Ergebnisse der Thrombusbildung nach Behandlung von humanem Blut mit dem B-
Arrestin-Inhibitor Barbadin (A) und dem GRK2-Inhibitor (B) im Vergleich zu den jeweiligen
unbehandelten Kontrollgruppen mit reprisentativen Fluoreszenzaufnahmen der thrombusbedeckten
Flache (griin). Mittelwert = S.D.; Student's t test, 95% Konfidenzintervall; Kontrolle vs. Barbadin
(100 uM) p < 0,001; Kontrolle vs. GRK2 Inhibitor (100 uM) p <0.05, Ergebnisse von 12 unabhingigen
Experimenten.

3.7.2 Einfluss von GRK2- und B-Arrestin-Inhibitoren auf ex vivo

Thrombusformation muriner Thrombozyten

Um den Einfluss der Rezeptoren ACKR3 und CXCR4 auf die Thrombusbildung unter
physiologischen Flussbedingungen besser zu verstehen, wurden ex vivo Experimente auch mit
murinem Vollblut durchgefiihrt. Dabei lag der Fokus darauf, zu kléren, welcher der beiden
Rezeptoren gegebenenfalls fiir die Effekte verantwortlich ist, die zuvor im humanen System
beobachtet wurden. Zu diesem Zweck wurden Blutproben von Wildtyp-Tieren (4ckr3™") und
Tieren mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von ACKR3 (4ckr3”") sowie
von CXCR4-Wildtyp- (Cxcr4™") und Tieren mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer

Deletion von CXCR4 (Cxcr4”") verwendet. Die Blutproben wurden sowohl unbehandelt als
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auch nach Vorinkubation mit dem B-Arrestin-Inhibitor Barbadin (100 uM) oder dem GRK2-
Inhibitor (100 uM) getestet. Die Thrombusbildung der Tiere mit megakaryozyten-
/thrombozytenspezifischer Deletion der Rezeptoren wurden mit ihren Wildtyp-Pendants
verglichen, um die Rolle der jeweiligen Rezeptoren in Kombination mit den Inhibitoren zu

bestimmen.

Die Ergebnisse zeigten, dass beim Blut der ACKR3-Wildtyp-Mause nach Behandlung mit
Barbadin eine stark signifikante (p > 0,001) Zunahme der thrombusbedeckten Fliche, im
Vergleich zum Blut der Ackr3”--Miuse, auftritt. Die thrombusbedeckte Fliche der Proben von
Ackr3”-Mausen bleibt auf demselben Niveau wie die der unbehandelten Kontrollen, so scheint
es, dass der zuvor beobachtete Effekte von Barbadin auf die verstérkte Thrombusbildung im
Knockout ausbleibt. Im Gegensatz dazu konnte bei der Behandlung mit dem GRK2-Inhibitor
zwischen Blut der Wildtyp- und Ackr3”-Miusen kein signifikanter Unterschied in der
thrombusbedeckten Flache festgestellt werden.

Bei den Proben der CXCR4-Wildtyp- und Cxcr4”’-Miusen zeigte sich hingegen kein
signifikanter Unterschied in der thrombusbedeckten Fliche, unabhingig davon, ob die Tiere

mit Barbadin oder dem GRK2-Inhibitor behandelt wurden.

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 31 dargestellt. Die Abbildung zeigt
sowohl die Balkendiagramme, die die thrombusbedeckte Fliche bei den verschiedenen
Behandlungen (Kontrolle, GRK2-Inhibitor, Barbadin) des Bluts der Wildtyp- und Ackr3” bzw.

Cxcr4”"-Miuse vergleichen, als auch reprisentative Fluoreszenzaufnahmen der Thromben.
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Abbildung 31: Untersuchung der Thrombusbildung von murinem Vollblut von Ackr3™- sowie Cxcr4™ -
Tieren unter Einfluss von Barbadin oder GRK2 Inhibitor. Ergebnisse von ACKR3-Wildtyp- und
Ackr3”-Miusen (A) sowie CXCR4-Wildtyp- und Cxcr4”-Miusen (B) nach Behandlung mit B-Arrestin-
Inhibitor Barbadin (100 pM) und GRK2-Inhibitor (100 pM) im Vergleich zu jeweiliger unbehandelter
Kontrollgruppe. Rechts: repriasentative Fluoreszenzaufnahmen der thrombusbedeckten Flache (griin).
Mittelwert + S.E.M.; Student's t test, 95% Konfidenzintervall; Barbadin Ackr3™"vs. Ackr3” p < 0,001,
alle weiteren Vergleichsgruppen p > 0,05, Ergebnisse von 5 unabhéngigen Experimenten; Fiir CXCR4-
Wildtyp- und Cxcr4”"-Miuse, Ergebnisse von 6 unabhingigen Experimenten.

3.7.3 Bedeutung der pS350/pT352 ACKR3-ST/A Punktmutation in
der Thrombusbildung

Um den Einfluss von Barbadin und dem GRK2-Inhibitor auf die Thrombusbildung im
Zusammenhang mit ACKR3 weiter zu untersuchen, wurden zusétzliche Experimente mit einer
speziellen Mauslinie, den ACKR3-ST/A Mausen (pS350/pT352 ACKR3-ST/A Punkmutation),

durchgefiihrt. Diese Mauslinie, die uns von Prof. Ralf Stumm (Institut fiir Pharmakologie und
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Toxikologie, Universitdt Jena) zur Verfiigung gestellt wurde, ist ein in vivo Modell fiir einen
Phosphorylation-defizienten ACKR3-Rezeptor mit stark beeintrdchtigter ,,scavenger-
Funktion und fehlender Interaktion mit B-Arrestin (Saaber et al. 2019). Die ACKR3-ST/A
Maiuse wurden geziichtet, um den Effekt von Phosphorylationsdefiziten auf die Funktion von
ACKR3 genauer zu untersuchen, in diesem Fall insbesondere im Hinblick auf seine Rolle in

der Thrombusbildung.

Zusétzlich wurden C57BL/6 Maiuse als Wildtyp-Kontrolle herangezogen, um sicherzustellen,
dass die Wildtypen der neuen ST/A Mauslinie vergleichbare Ergebnisse liefern. Diese
Kontrollen sind entscheidend, um Unterschiede, die durch genetische Modifikationen
verursacht werden, zuverldssig zu identifizieren und zu bewerten. Durch den Vergleich der
Wildtyp- und Knockout-Méuse konnte der Einfluss von ACKR3 auf die thrombusbedeckte
Fliache sowie die Effekte der Inhibitoren Barbadin und GRK2 in diesem speziellen Kontext

untersucht werden.

Die Ergebnisse der Experimente mit Blutproben von C57BL/6 Maiusen, die als zusitzliche
Wildtyp-Kontrolle dienten, zeigen klare Effekte der Inhibitoren Barbadin und GRK2 auf die
Thrombusbildung bei einer Konzentration von jeweils 100 pM. Wie bereits in den vorherigen
Versuchen mit humanem Blut, fiihrte die Behandlung mit Barbadin zu einer signifikant (p <
0,05) vergroBBerten thrombusbedeckten Flache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Im
Gegensatz dazu verringerte die Behandlung mit dem GRK2-Inhibitor die thrombusbedeckte
Fléche signifikant (p <0,01).

Die Ergebnisse mit Blut der Wildtyp-Maéuse der ST/A Linie bestétigen diese Befunde: Auch
hier fithrte Barbadin (100 uM) zu einer signifikanten (p < 0,05) VergroBerung der
thrombusbedeckten Fliche, wihrend der GRK2-Inhibitor (100 pM) eine deutliche Reduktion
bewirkte. Dies zeigt, dass die generellen Mechanismen der Thrombusbildung in dieser

speziellen genetischen Linie dhnlich wie bei den C57BL/6 Wildtyp-Mé&usen ablaufen.

Besonders auffillig war jedoch das Ergebnis bei Blutproben der phosphorylationsdefizienten
ST/A Maéuse. Hier zeigte die Behandlung mit 100 uM Barbadin einen noch stdrker
ausgeprigten Effekt, wobei die thrombusbedeckte Fliche im Vergleich zur Kontrolle noch
weiter vergroflert wurde (p < 0,01). Im Gegensatz dazu blieb der Effekt des GRK2-Inhibitors
(100 uM), der bei den Wildtyp-Tieren zur Reduktion der Thrombusfliche fiihrte, in den

phosphorylationsdefizienten Miusen weitgehend aus.
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Die in diesen Experimenten erzielten Ergebnisse sind in Abbildung 32 und 33 detailliert
dargestellt, die sowohl die quantitativen Daten zur thrombusbedeckten Fldche als auch

reprisentative Fluoreszenzaufnahmen der Thromben zeigt.
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Abbildung 32: Ergebnisse der Experimente mit murinem Vollblut und Behandlung mit Barbadin sowie
reprasentative Fluoreszenzaufnahmen der Thrombusbildung: Oben: Reprisentative
Fluoreszenzaufnahmen der Thrombusbildung (griin) unter den jeweiligen Bedingungen. Unten:
Vergleich der thrombusbedeckten Flache unter Einfluss von Barbadin (100 uM) mit murinem Blut von
C57BL/6 Wildtyp-Tieren, Wildtyp-Mausen der ACKR3-ST/A-Linie und phosphorylationsdefizienten
ACKR3-ST/A-Miusen. Mittelwerte + S.E.M; Student's t-Test (95%-Konfidenzintervall). C57BL/6
Wildtyp Kontrolle vs. Barbadin: p < 0,01 (n=8); ACKR3-ST/A-Maiuse Kontrolle vs. Barbadin p <0,05;
Phosphorylationsdefiziente ACKR3-ST/A-Méiuse Kontrolle vs. Barbadin p < 0,01 (n=3).Unten rechts:
Veranschaulichung der phosphorylationsdefizienten ACKR3-Rezeptoren von ST/A-Méusen.
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Abbildung 33: Ergebnisse der Experimente mit murinem Vollblut und dem GRK2 Inhibitor sowie
reprisentative Fluoreszenzaufnahmen der Thrombusbildung: Oben: Reprisentative
Fluoreszenzaufnahmen der Thrombusbildung (griin) unter den jeweiligen Bedingungen. Unten:
Vergleich der thrombusbedeckten Flache unter Einfluss des GRK2-Inhibitors (100 pM) mit murinem
Blut von C57BL/6  Wildtyp-Tieren, Wildtyp-Méausen der ACKR3-ST/A-Linie und
phosphorylationsdefizienten ACKR3-ST/A-Mausen. Mittelwerte + S.E.M; Student's t-Test (95%-
Konfidenzintervall). C57BL/6 Wildtyp Kontrolle vs. Barbadin: p < 0,05 (n=8); ACKR3-ST/A-Méuse
Kontrolle vs. Barbadin p < 0,05; Phosphorylationsdefiziente ACKR3-ST/A-Méiuse Kontrolle vs.
Barbadin p > 0,05 (n=3).
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4 Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen unterstreichen die multifunktionale Bedeutung des
atypischen Chemokinrezeptors ACKR3 in der Regulation der Thrombozytenfunktion und
dessen Potenzial als therapeutisches Ziel zur Behandlung thrombotischer Erkrankungen.
Erstens zeigt der thrombozytenspezifische ACKR3-Knockout bei murinen Thrombozyten eine
signifikant erhohte Thrombusbildung und verstirkte Aktivierbarkeit, was auf eine
inhibitorische Funktion von ACKR3 bei der Regulation der Thrombozytenaggregation hinweist
(vgl. Rohlfing et al. 2022). Zweitens fiihren natiirliche und synthetische Agonisten von ACKR3,
wie VUF11207, zu einer Reduktion der Aktivierbarkeit und Apoptoserate von Thrombozyten,
was einen neuen Weg fiir gezielte pharmakologische Eingriffe erdffnen konnte. Drittens deuten
funktionelle Wechselwirkungen zwischen ACKR3 und CXCR4 auf spezifische Mechanismen
der Rezeptor-Signaliibertragung hin, die ACKR3 als Modulationsziel fiir die

Thrombozytenaktivitit bestéitigen.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die gezielte Manipulation des ACKR3-Signalwegs neue
therapeutische Perspektiven flir die Pravention thrombotischer Erkrankungen bieten konnte. Im
Folgenden werden die zugrunde liegenden Mechanismen und potenziellen Implikationen dieser

Erkenntnisse im Detail erldutert.

4.1 Einfluss einer genetischen ACKR3-Defizienz auf die Funktion

muriner Thrombozyten

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen, dass der atypische Chemokinrezeptor ACKR3
eine zentrale Rolle in der Regulation der Thrombozytenfunktion spielt. Insbesondere konnte
durch ex vivo-Perfusionsversuche demonstriert werden, dass die thrombusbedeckte Fliache bei
Verwendung von Blut aus Méusen mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion
von ACKR3 signifikant groBBer war als bei Wildtyp-Tieren. Dieses Ergebnis legt nahe, dass
ACKR3 eine hemmende Funktion bei der Thrombusbildung ausiibt. Der Befund ist
bemerkenswert, da er darauf hindeutet, dass ACKR3 nicht nur als ,,scavenger* fiir Chemokine
wie CXCLI12 fungiert, sondern dariiber hinaus direkt in die Regulation thrombozytérer
Aktivitatsprozesse eingebunden sein konnte (Rohlfing ef al. 2022). Bereits frithere Studien
betonten die Komplexitit der chemokinvermittelten Regulation der Thrombusbildung iiber
verschiedene Signalkaskaden (Noels et al. 2019), und der hier beobachtete Effekt konnte durch

eine veranderte Signaltransduktion infolge des fehlenden ACKR3 erkldrt werden. Eine fehlende
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Regulation iiber ACKR3 konnte demnach zu einer verstirkten Thrombozytenaggregation und

folglich zu einer gesteigerten Thrombusbildung fiihren.

Diese Annahme wird durch die vorliegenden Ergebnisse zur Thrombozytenaktivierbarkeit
weiter gestiitzt. In durchflusszytometrischen Analysen zeigte sich, dass ACKR3-defiziente
Thrombozyten nach Stimulation mit CRP eine signifikant hohere P-Selektin-Expression
aufwiesen. Da P-Selektin als Marker fiir die Aktivierung der o-Granula gilt und eine
entscheidende Rolle bei Adhdsion und Aggregation spielt (Merten und Thiagarajan 2000),
sprechen diese Daten flir eine gesteigerte Aktivierbarkeit der Thrombozyten in Abwesenheit
von ACKR3. Die Funktionalitit der Thrombozyten wird maB3geblich durch die Verfiigbarkeit
und Modulation membranstindiger Rezeptoren beeinflusst. Dabei sind chemokinerge
Signalwege zentrale Regulatoren (Gear und Camerini 2003; Gawaz et al. 2005). Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten daher darauf hin, dass ACKR3 ecine inhibitorische Rolle bei der
Thrombozytenaktivierung spielt, moglicherweise durch Modulation chemokinvermittelter
Signaltransduktion. Frithere Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe unterstiitzen die hier
gewonnenen Beobachtungen und erweitern das Verstindnis der molekularen Mechanismen: So
konnte Chatterjee et al. (2014) zeigen, dass der atypische Chemokinrezeptor ACKR3 iiber den
Liganden MIF anti-apoptotische Effekte auf Thrombozyten vermittelt, indem er {iber einen
ACKR3-abhidngigen Akt-Signalweg wirkt. Die dort gezeigte Limitierung der
aktivierungsinduzierten Apoptose durch ACKR3 betont eine Schutzfunktion des Rezeptors im
Kontext der Thrombozytenregulation, die mit den hier beobachteten pro-apoptotischen

Effekten bei ACKR3-Defizienz korrespondiert.

Dartiber hinaus konnten Alampour-Rajabi ef al. (2015) zeigen, dass MIF spezifisch mit ACKR3
interagiert und dadurch intrazelluldre Signalkaskaden wie ERK1/2 und ZAP-70 aktiviert. Diese
Studie betont nicht nur die Relevanz der Ligandenbindung fiir die Funktion von ACKR3,
sondern auch die Fahigkeit des Rezeptors, alternative, G-Protein-unabhédngige Signalwege zu
aktivieren. Diese Erkenntnisse stiitzen die Hypothese, dass ACKR3 weit mehr als ein passiver
wcavenger ist, sondern als aktiver Signalmodulator fungiert, eine Rolle, die sich in der
Regulation der Thrombozytenaktivierung durch C10 und die hier gezeigten ,,knockout*-

bedingten Verdnderungen widerspiegelt.

Dariiber hinaus konnte ein Einfluss der ACKR3-Defizienz auf die Apoptoseneigung von
Thrombozyten gezeigt werden. Nach Stimulation mit CRP oder dem Bcl-2-Inhibitor ABT737
wiesen ACKR3-defiziente Thrombozyten eine verstirkte Annexin-V-Bindung auf, ein

klassischer Marker fiir Phosphatidylserin-Exposition und somit Apoptose (Vermes et al. 1995).
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Diese Ergebnisse korrespondieren mit fritheren Studien, die gezeigt haben, dass
Chemokinrezeptoren iiber ihre Signalwege in die Regulation des Zelliiberlebens involviert sind
(Rath et al. 2018). Auch hier stiitzen sich die Befunde auf die Arbeit von Chatterjee et al. (2014),
in der ACKR3 iiber die Aktivierung von Akt als Uberlebenssignal fungiert. Der Verlust dieses

Mechanismus konnte die beobachtete Apoptoseneigung erkléaren.

Insgesamt ldsst sich aus den vorliegenden Ergebnissen ableiten, dass der atypische
Chemokinrezeptor ACKR3 eine zentrale regulatorische Rolle in der Thrombozytenfunktion
einnimmt. Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass ACKR3 nicht nur als ,,scavenger* fiir Liganden
wie CXCLI12 fungiert, sondern aktiv in die Modulation thrombozytirer Signalwege
eingebunden ist. Die gezielte Deletion von ACKR3 in der megakaryozytéaren Zelllinie fiihrte in
vivo zu einer signifikant verstirkten Thrombusbildung, erhohten Aktivierbarkeit und einer
gesteigerten Apoptoseneigung. Zusammengenommen weisen diese Befunde auf einen
funktionellen Verlust der inhibitorischen Kontrolle bei fehlender ACKR3-Signalisierung hin.
Dieser Phénotyp ist als prothrombotisch und potenziell pathophysiologisch relevant zu

bewerten.

Diese Ergebnisse erweitern das funktionelle Verstindnis von ACKR3 als Bestandteil eines
komplexen chemokinerg gesteuerten Modulationsnetzwerks innerhalb der Himostase. Vor dem
Hintergrund dieser Befunde stellt sich die Frage nach den konkreten molekularen Signalwegen,
die durch ACKR3 beeinflusst werden. Neben B-Arrestin konnten insbesondere die MAPK- und
PI3K/Akt-Kaskaden eine Rolle spielen, da sie sowohl in die Regulation von
Thrombozytenaktivierung als auch in Uberlebensmechanismen involviert sind (Chen et al.
2004). Auch eine Beteiligung der JAK2/STAT3-Signaltransduktion, insbesondere im Rahmen
der kollagenabhéngigen Thrombozytenaktivierung, erscheint plausibel (Lu et al. 2014). Ob und
wie ACKR3 diese Signalachsen moduliert, konnte Gegenstand zukiinftiger funktioneller

Analysen sein.

Im weiteren Sinne liefern die Daten dieser Arbeit neue Hinweise auf das therapeutische
Potenzial von ACKR3 als Zielstruktur. Eine selektive Modulation von ACKR3 kdénnte genutzt
werden, um thrombotische Reaktionen in pathologischen Situationen wie zum Beispiel bei
kardiovaskuldren Erkrankungen oder chronischen Entziindungen zu kontrollieren, mit dem
Potenzial, pathologische Thrombusbildung zu unterdriicken, ohne die primidre H&mostase
notwendig zu beeintrachtigen. Diese Mdglichkeit erscheint besonders attraktiv im Vergleich zu

klassischen Antithrombotika, die hdufig mit einem erhohten Blutungsrisiko einhergehen.
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4.2 Einfluss natiirlicher ACKR3-Liganden und synthetischer

Agonisten auf die Thrombozytenfunktion

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluss natiirlicher Liganden des ACKR3-Rezeptors
sowie des synthetischen Agonisten VUF11207 auf die Thrombozytenaktivierung und
Thrombusbildung untersucht. Die gewonnenen Daten bieten wertvolle Einblicke in die Rolle
des atypischen Chemokinrezeptors ACKR3, im Kontext der Thrombozytenbiologie und

thrombotischer Prozesse.

Die Ergebnisse zeigen, dass die natiirlichen Liganden MIF, CXCLIl1 und CXCLI12
unterschiedliche Effekte auf die Thrombusbildung haben. Insbesondere fiihrte die Behandlung
mit MIF und CXCL11 zu einer signifikanten Reduktion der thrombusbedeckten Fléche,
wihrend CXCL12 keine messbaren Effekte zeigte. Diese Unterschiede konnten auf die
variierende Affinitdt und Signaltransduktion der einzelnen Liganden am ACKR3-Rezeptor
zuriickzufiihren sein. Studien haben gezeigt, dass MIF eine wichtige Rolle in entziindlichen
Prozessen und der Modulation von Immunantworten spielt, was mdglicherweise auch die
Thrombozytenfunktion beeinflusst (Alampour-Rajabi et al. 2015). CXCLI1I1, ein stark
chemoattraktives Zytokin, konnte iiber dhnliche Mechanismen wirken und dadurch die

Thrombozytenaktivierung und -aggregation beeinflussen (Burns ef al. 2006).

Der synthetische Agonist VUF11207 zeigte ebenfalls eine signifikante Reduktion der
thrombusbedeckten Fldche. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass VUF11207 eine
spezifische Aktivitit am ACKR3-Rezeptor entfaltet, die moglicherweise in der Modulation von
Signalwegen resultiert, die die Thrombozytenaggregation unterdriicken. Diese Befunde sind
konsistent mit den Ergebnissen von Wijtmans ef al. (2012), die zeigten, dass VUF11207 als
spezifischer ACKR3-Agonist die Rezeptoraktivitit moduliert und damit die

Thrombozytenaktivitit beeinflussen kann.

Die durchflusszytometrische Analyse der P-Selektin-Expression, einem Marker fiir die
Thrombozytenaktivierung, ergab, dass nur die Behandlung mit VUF11207 eine signifikante
Reduktion des P-Selektin-Signals zeigte. Diese Daten konnten darauf hindeuten, dass
VUF11207 iiber eine spezifische Modulation des ACKR3-Signalwegs die a-Degranulation der
Thrombozyten unterdriickt, wéihrend die natiirlichen Liganden moglicherweise weniger
effektive oder andere Signalwege nutzen. P-Selektin ist ein wichtiger Marker fiir
Thrombozytenaktivierung und spielt eine zentrale Rolle in der Thrombozytenaggregation und

der Interaktion mit Leukozyten wihrend entziindlicher Prozesse (Geng et al. 2004).
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CRP-XL (Collagen-related peptide), ein starkes Reagenz fiir die Aktivierung von
Thrombozyten, simuliert die Wirkung von Kollagen und konnte dabei die Aktivierung
verstdrken, sodass die natiirlichen Liganden von ACKR3 mdglicherweise nicht ausreichend

effektiv sind, um den Einfluss dieser Aktivierung zu hemmen (Pugh et al. 2010).

Die Tatsache, dass VUF11207 die P-Selektin-Expression signifikant reduziert, konnte auf eine
mogliche therapeutische Relevanz synthetischer Agonisten in der Regulation von
Thrombozytenaktivitdt und der Pravention von thrombotischen Ereignissen hinweisen. Diese
Ergebnisse korrespondieren mit fritheren Studien, die gezeigt haben, dass chemokinerge
Systeme, insbesondere ACKR3, eine Schliisselrolle in der Modulation von Zellfunktionen,
einschlieBlich der Thrombozytenaktivierung, spielen (Duchene und Hundelshausen 2015;

Rohlfing et al. 2022).

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern wertvolle Erkenntnisse tiber die Rolle von ACKR3 in der
Regulation der Thrombozytenaktivierung und -aggregation, wobei der synthetische Agonist
VUF11207 im Vergleich zu den natiirlichen Liganden MIF und CXCL11 besonders effektiv die
P-Selektin-Expression, einen Marker der Thrombozytenaktivierung, reduzieren konnte. Diese
spezifische Hemmung durch VUF11207 im Vergleich zu den natiirlichen Liganden legt nahe,
dass synthetische Agonisten eine gezieltere und stirkere Modulation des ACKR3-Signalweges
bieten konnten, wodurch die Thrombozytenaktivierung und -aggregation effizienter

unterdrickt wird.

Die natiirliche Aktivierung von ACKR3 durch MIF und CXCL11 beeinflusst die Thrombozyten
zwar, scheint jedoch weniger stark in der Lage zu sein, thromboinflammatorische Prozesse zu
hemmen. Die Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass synthetische Agonisten wie VUF11207,
durch ihre priazise und potente Rezeptoraktivierung, eine vielversprechende Grundlage fiir die
Entwicklung therapeutischer Ansétze bieten. Diese konnten speziell darauf abzielen,
thromboinflammatorische Erkrankungen zu behandeln, indem sie iiberschieende
Thrombozytenaktivierung und -aggregation kontrollieren und so das Risiko kardiovaskulérer
Komplikationen reduzieren. Die gezielte Modulation von ACKR3 konnte daher eine
Schliisselstrategie in zukiinftigen Behandlungsansidtzen filir thromboinflammatorische

Erkrankungen und damit verbundene kardiovaskuldre Risiken darstellen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen dartiber hinaus, dass VUF11207 eine prizisere Modulation
des ACKR3-Rezeptors als die natiirlichen Liganden bewirken kann, was die Hemmung der P-
Selektin-Expression betrifft. Fiir eine detailliertere Analyse wére eine tiefergehende

Untersuchung der -Arrestin-abhéngigen und -unabhéngigen Signalwege empfehlenswert, da
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diese Mechanismen maligeblich zur Modulation der Rezeptoraktivitdt beitragen kdnnten
(Rajagopal et al. 2009). Die Erforschung des Einflusses von VUF11207 auf den PI3K/Akt- und
MAPK/ERK-Signalweg konnte zusétzlich aufschlussreich sein, da diese Signalwege fiir die
Regulation des Zelliiberlebens und der Thrombozytenfunktion entscheidend sind (Guidetti et
al. 2015).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten eine solide Grundlage, um den therapeutischen Einsatz von
ACKR3-spezifischen synthetischen Agonisten in der Pharmakologie weiter zu untersuchen und
innovative Behandlungsmoglichkeiten fiir thromboinflammatorische Erkrankungen zu

entwickeln.

4.3 Strukturbasierte Entwicklung und funktionelle

Charakterisierung synthetischer ACKR3-Agonisten

Die vorangegangenen Abschnitte dieser Arbeit haben verdeutlicht, dass synthetische ACKR3-
Agonisten vielversprechende Kandidaten fiir die Behandlung thrombotischer Erkrankungen
darstellen. Insbesondere die Fihigkeit dieser Agonisten, die Aktivierung und Funktion von
Thrombozyten zu modulieren, hebt ihr therapeutisches Potenzial hervor. Dies legt den
Grundstein fiir die folgenden Untersuchungen, in denen eine detaillierte Analyse der Wirkung
von 47 kommerziell erhiltlichen potenziellen Agonisten auf die Rekrutierung von B-Arrestin

durch ACKR3 und die nachfolgende Aktivierung der Thrombozyten durchgefiihrt wurde.

Zu Beginn des Projekts wurde unter der Leitung von Prof. Antti Poso ein strukturelles
Homologiemodell von ACKR3 erstellt, um ein strukturbasiertes in silico screening durchfiihren
zu konnen. Da zu diesem Zeitpunkt kein Rontgenkristallografiemodell des Rezeptors verfiigbar
war, diente dieses Modell als Grundlage fiir das molekulare Docking. Mithilfe dieses Dockings
wurden bestehende Verbindungen aus der MolProt Library gescreent und in verschiedene
strukturbasierte Gruppen eingeteilt. Diese Methode ermdglichte die Identifizierung,
Validierung und Optimierung neuer spezifischer ACKR3-Agonisten, die im spéteren Verlauf

der Arbeit weiter untersucht wurden.

Die Auswahl und Validierung potenzieller Agonisten erfolgte vor dem Hintergrund, dass der
Chemokinrezeptor ACKR3 eine zentrale Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen spielt, wie
bereits durch mehrere Studien belegt wurde (Rath et al. 2018; Cebo ef al. 2022; Rohlfing ef al.
2022).
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Um die Aktivierung des ACKR3-Rezeptors zu bewerten, wurde der PathHunter® eXpress
CXCR7 CHO-K1 B-Arrestin  GPCR Assay verwendet, ein etablierter Ansatz zur
Quantifizierung der PB-Arrestin-Rekrutierung als Indikator fiir die Rezeptoraktivierung. f-
Arrestin spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs) wie ACKR3, indem es sowohl die Desensibilisierung des Rezeptors als auch
alternative Signalwege, wie die MAP-Kinase-Signaltransduktion, vermittelt (Luttrell und
Lefkowitz 2002; DeWire et al. 2007). Dieser Mechanismus ist besonders relevant fiir die
Modulation von Thrombozytenfunktionen, die eine Schliisselrolle in der Pathogenese
thrombotischer Erkrankungen spielen. Eine effiziente Aktivierung des ACKR3-Rezeptors
durch synthetische Agonisten konnte daher zur Entwicklung neuer Strategien zur Prévention

oder Behandlung dieser Erkrankungen beitragen.

Die Ergebnisse des PathHunter-Assays zeigten, dass insbesondere die Verbindungen C10 und
C11 eine starke Rekrutierung von B-Arrestin und damit eine signifikante Aktivierung des
ACKR3-Rezeptors bewirkten. Diese Verbindungen wiesen dariiber hinaus auch in der
Durchflusszytometrie, die zur Messung der P-Selektin-Expression als Indikator fiir die
Thrombozytenaktivierung eingesetzt wurde, iiberzeugende Ergebnisse auf. Die Entscheidung,
C10 und C11 fiir weitere Untersuchungen auszuwéhlen, basierte auf der Kombination dieser
beiden methodischen Ansitze, die eine umfassende Bewertung der Effizienz und Potenz der

Verbindungen ermdglichte.

In den Versuchen wurde die Wirkung dieser Verbindungen auf die Thrombozytenaktivierung,
die ex vivo Thrombusbildung sowie auf die Thrombozytenaggregation und
Calciummobilisierung untersucht. Die Resultate bestétigten die anfanglichen Befunde und
zeigten, dass C10 und Cl11 auch unter unterschiedlichen Bedingungen eine signifikante
Wirkung entfalten. Besonders hervorzuheben ist die Beobachtung, dass die strukturellen
Modifikationen an C10 zu einer weiteren Steigerung der Wirksamkeit fiihrten, was die
Bedeutung der kontinuierlichen Optimierung dieser Verbindungen unterstreicht. Der
Toxizitdtsassay, der parallel durchgefiihrt wurde, ergab zudem, dass die optimierten
Verbindungen keine signifikant hoheren zelltoxischen Effekte im Vergleich zu VUF11207
aufwiesen und in hohen Konzentrationen gar geringere toxische Effekte zeigen, was ihre

Eignung als potenzielle Therapeutika weiter unterstiitzt.

Zusammenfassend bestitigen die vorliegenden Ergebnisse das Potenzial synthetischer ACKR3-
Agonisten fiir die Modulation der Thrombozytenfunktion und legen eine solide Grundlage fiir

folgende Forschungsarbeiten, die sich auf die Entwicklung neuer Therapien fiir thrombotische
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Erkrankungen konzentrieren. Zudem konnten zukiiftige Arbeiten sich auf eine tiefergehende
Analyse der molekularen Mechanismen konzentrieren, liber die B-Arrestin und GRK2 in die
Modulation von ACKR3 involviert sind. Der Einfluss der [-Arrestin-abhdngigen
Signaltransduktion auf die MAP-Kinase-Wege und die Akt-Signaliibertragung wire besonders
relevant, um die Bedeutung dieser Modulatoren in der Thrombozytenfunktion weiter zu

erforschen.

4.4 Bestimmung des Einfluss des CXCR4-Rezeptors und
CXCL12 auf die ACKR3-Agonist-Interaktion

Die hier prisentierten Ergebnisse beleuchten die komplexen Wechselwirkungen zwischen den
Chemokinrezeptoren ACKR3 und CXCR4, insbesondere im Hinblick auf deren Einfluss auf
die Thrombozytenfunktion. Vorangegangene Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass
synthetische ACKR3-Agonisten wie C10 eine signifikante Rolle in der Modulation von
Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung spielen. Diese Erkenntnisse werfen die Frage
auf, ob die beobachteten Effekte von ACKR3-Agonisten unabhidngig von der Funktion des
CXCR4-Rezeptors und seines Liganden CXCL12 auftreten.

Vorab ist auch zu beriicksichtigen, dass die Effekte agonisten- und speziesabhidngig sein
konnen: Die hier untersuchte Verbindung C10 unterscheidet sich chemisch und vermutlich im
Signaling-Bias von VUF11207 und anderen Agonisten, und die Datensédtze umfassen murine
wie humane Thrombozyten, was beobachtete Unterschiede einschlieBlich der CXCR4-

Interaktion erklaren kann.

Die Untersuchung der P-Selektin-Expression in menschlichen Thrombozyten zeigte, dass der
ACKR3-Agonist C10 eine signifikante Reduktion der Thrombozytenaktivierung bewirkt,
unabhidngig von der Pridsenz oder Blockade des CXCR4-Rezeptors und seines Liganden
CXCL12. Dies legt nahe, dass die Aktivierung von ACKR3 durch C10 weitgehend unabhéngig
von CXCR4 erfolgt. Obwohl die Dimerisierung von CXCR4 und ACKR3 auch in anderen
Zelltypen eine Rolle bei der Modulation von Signalwegen spielen kann (Levoye et al. 2009),
deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass bei den hier gezeigten Effekten von ACKR3 in
Thrombozyten andere, weitgehend CXCR4-unabhingige Mechanismen der Signaltransduktion

dominieren.

Auch die Experimente mit thrombozytenspezifischem CXCR4- und ACKR3-Knockout im

murinen Modell zeigten deutlich, dass die Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung
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signifikant reduziert wurde, wenn ACKR3 in Blut von Wildtyp-Mausen aktiviert wurde,
wihrend diese Effekte in den Versuchen mit Blut der Ackr3”" bzw. -Tieren ausblieben. Dies
bestitigt, dass die beobachteten Effekte tatsdchlich auf die Aktivierung von ACKR3
zuriickzufiihren sind und nicht durch eine indirekte Modulation {iber den CXCR4-Rezeptor

vermittelt werden.

Die ex vivo Thrombusformation unter Flussbedingungen zeigte eine signifikante Reduktion der
thrombusbedeckten Fliache bei verwenden von Blut der Wildtyp-Méuse, die mit dem Agonisten
C10 behandelt wurden, wohingegen dieser Effekt bei Blut von Ackr3”-Tieren nicht beobachtet
wurde. Interessanterweise blieb der Effekt bei Blut von Cxcr4”-Tieren bestehen, was weiter
darauf hindeutet, dass ein Zusammenspiel mit CXCR4 in diesem Kontext keine wesentliche

Rolle spielt.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei der durchflusszytometrischen Messung der P-
Selektin-Expression festgehalten. Die Aktivierbarkeit der Thrombozyten war in Proben von
ACKR3-Wildtyp-Mdusen nach Behandlung mit C10 signifikant reduziert, und zwar
unabhingig von der Expression von CXCR4. Dies unterstreicht erneut die Rezeptorspezifitit
des identifizierten Agonisten fiir ACKR3, unabhingig von der Anwesenheit des Rezeptors
CXCRA4.

Diese Befunde stehen allerdings in einem gewissen Widerspruch zu kiirzlich publizierten Daten
aus unserer Arbeitsgruppe. Dicenta-Baunach et al. (2025) konnten in humanen Thrombozyten
zeigen, dass die Aktivierung von ACKR3 durch spezifische Agonisten wie VUF11207 oder C23
zur Ausbildung von Heterodimeren mit CXCR4 fiihrt. Diese Heterodimerisierung wurde
mithilfe eines Proximity Ligation Assays (PLA) nachgewiesen und ging mit einer funktionellen
Hemmung der CXCL12-vermittelten CXCR4-Aktivierung einher. Es zeigten sich reduzierte
Signale in der Calciummobilisierung, Akt- und cAMP-Signaliibertragung sowie eine
verminderte Thrombozytenaggregation. In dieser Studie fungierte ACKR3 also nicht primér als
eigenstindiger Signalgeber, sondern vielmehr als Modulator der CXCR4-Aktivitét tiber direkte

Rezeptorinteraktion.

Ein moglicher Erklarungsansatz fiir die Unterschiede zwischen beiden Studien liegt in der
molekularen Diversitit der verwendeten Agonisten: Wéhrend Dicenta-Baunach et al. priméar
VUF11207 und C23 einsetzten, basiert unsere Arbeit auf der funktionellen Charakterisierung
der neu identifizierten Verbindung CI10. Diese strukturellen Unterschiede konnten eine
abweichende Rezeptorbindung, Signaltransduktion oder auch Rezeptorinteraktionen

begiinstigen. Zudem sind Unterschiede im zelluldren Kontext zu beriicksichtigen. Wihrend
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Dicenta-Baunach ef al. auf humane Thrombozyten zuriickgriffen, wurden unsere Versuche auch
mit murinen Zellen durchgefiihrt, die mdglicherweise ein abweichendes Expressionsmuster
oder eine unterschiedliche Dimerisierungsneigung der Rezeptoren aufweisen. Wichtig ist
hierbei zu betonen, dass diese Untersuchungen nicht darauf abzielen, die CXCR4/ACKR3-
Dimerisierung grundsétzlich infrage zu stellen. Vielmehr lag der Fokus darauf, nachzuweisen,
dass die beobachteten anti-thrombotischen Effekte des neuartigen Agonisten C10 unabhingig
von CXCR4 vermittelt werden. Diese Daten legen somit nahe, dass C10 selektiv und
funktionell an ACKR3 bindet und seine Wirkung ausschlief8lich iiber diesen Rezeptor entfaltet,

ohne eine funktionelle Beteiligung von CXCR4 zu erfordern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass ACKR3 eventuell {iber die Aktivierung
des PI3K/Akt- und des MAPK/ERK-Signalweges das Zelliiberleben und die
Thrombozytenfunktion modulieren konnte, was entscheidende Implikationen fiir die
Héamostase und thrombozytenvermittelte Immunantworten hat. Die Funktionalitit der
Thrombozyten kann durch die Aktivierung von Calcium-Signalisierungswegen und die -
Arrestin-abhédngige Signaliibertragung gesteigert werden, was zu einer feineren Kontrolle der
Thrombozytenaggregation und -adhidsion beitrdgt. Diese signaliibergreifende Interaktion
konnte auch zukiinftig fiir die Optimierung pharmakologischer Strategien von Interesse sein,
da ACKR3-Agonisten wie die hier entwickelten mdglicherweise gezielt die intrazelluldren
Wege ansprechen konnen, die das Zelliiberleben und die Himostase fordern, ohne die Funktion
von CXCR4 zu beeintrichtigen. Die Erforschung dieser signalvermittelnden Eigenschaften des
ACKR3 und seiner Unabhéngigkeit von CXCR4 konnte zukiinftig dazu beitragen, prézise
therapeutische Ansétze fiir die Thrombosepravention und Immunmodulation zu entwickeln.
Zukiinftige Forschungen konnten sich gezielt auf die Untersuchung der spezifischen
Signalmechanismen von ACKR3 und CXCR4 in Thrombozyten konzentrieren, einschlielich
detaillierter Untersuchungen zur Rolle des PI3K/Akt- und MAPK/ERK-Signalweges sowie zur
Regulation von Calciumfliissen und B-Arrestin-vermittelten Signalen. Diese Erkenntnisse
konnten wesentlich dazu beitragen, die Feinregulation der Thrombozytenfunktion besser zu
verstehen und selektivere therapeutische Ansétze zu ermdglichen, die sowohl das Zelliiberleben

fordern als auch das Risiko fiir unerwiinschte thrombotische Ereignisse minimieren.
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4.5 Molekulare @ Mechanismen der ACKR3-abhingigen

Signaliibertragung

Die vorliegenden Ergebnisse bieten Einblicke in die komplexen molekularen Mechanismen,
die an der Regulation der Thrombozytenfunktion durch den atypischen Chemokinrezeptor
ACKR3 beteiligt sind. Diese Erkenntnisse ergéinzen und erweitern die bisherigen
Beobachtungen, die in den vorherigen Kapiteln dargestellt wurden, und liefern neue
Ansatzpunkte fiir das Verstindnis der spezifischen Rolle von ACKR3 in der

Thrombozytenmodulation.

Die Experimente zur Signaliibertragung von ACKR3 unterstreichen die Bedeutung von -
Arrestin und GRK2 in der Modulation von Thrombozytenfunktionen. Wie die Ergebnisse
zeigen, fithrt die Inhibition von B-Arrestin durch Barbadin zu einer signifikanten Zunahme der
thrombusbedeckten Fliache sowohl in humanen als auch in murinen Blutproben. Dies deutet
darauf hin, dass [-Arrestin eine zentrale Rolle in der negativen Regulation der
Thrombozytenaktivierung durch ACKR3 spielt. Barbadin blockiert die f-Arrestin-vermittelte
Internalisierung von Rezeptoren, was darauf hindeutet, dass die Signalwege von ACKR3, die
unabhéngig von der klassischen G-Protein-gekoppelten Signaliibertragung funktionieren, eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle der Thrombozytenreaktion einnehmen (Pitcher e al. 1998;

Beautrait et al. 2017).

Die Hemmung von GRK2 =zeigte hingegen einen gegenteiligen Effekt, indem sie die
thrombusbedeckte Flache signifikant reduzierte.Dies unterstiitzt die Hypothese, dass GRK2
durch die Phosphorylierung von ACKR3 dessen Signalaktivitdt reguliert und somit die
Thrombozytenfunktion moduliert. Die GRK2-abhingige Phosphorylierung konnte zur
Rekrutierung von [-Arrestin fithren, welches die Internalisierung und anschlieBende
Desensibilisierung von ACKR3 vermittelt (Ribas et al. 2007). Diese Mechanismen zeigen
deutlich, dass die Signaltransduktion von ACKR3 stark von der Balance zwischen GRK2-

vermittelter Phosphorylierung und B-Arrestin-vermittelter Regulation abhéngt.

Obwohl eine GRK2-abhingige Phosphorylierung klassischerweise die B-Arrestin-Rekrutierung
an GPCRs fordert (Luttrell & Lefkowitz 2002; Ribas et al. 2007), spricht die hier beobachtete
Abnahme der Thrombusbildung unter GRK2-Inhibition dafiir, dass GRK2 in Thrombozyten
zusitzlich ACKR3-externe prothrombotische Signalachsen unterstiitzt. Hierzu konnten, in
Analogie zu den beschriebenen kardiovaskuliren Kontexten, auch GRK2-abhingige
Modulationen anderer GPCR-Signale und Wege downstream von Kollagen und Thrombin

beitragen (Penela et al. 2006; Cannavo et al. 2013). Damit ldsst sich die scheinbar gegenldufige
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Richtung zu Barbadin mechanistisch versohnen: Barbadin hebt eine ACKR3-abhdngige, B-
Arrestin-vermittelte Bremse auf und verstdrkt die Thrombusbildung, wéhrend die GRK2-
Hemmung iibergreifend prothrombotische Signale schwicht. Insgesamt legt dies eine duale
Rolle nahe, in der PB-Arrestin iiber ACKR3 antithrombotisch wirkt, GRK2 jedoch

nettoprothrombotische Funktionen in der Thrombozytensignalgebung unterstiitzt.

Die Experimente mit humanem und murinem Vollblut bestitigen die zentralen Rollen von f3-
Arrestin und GRK2 in der Regulation der Thrombusbildung. Die Ergebnisse der Versuche mit
Blut von Tieren mit einer thrombozytenspezifischen Rezeptor-Deletion liefern weitere Evidenz
fiir die spezifische Funktion von ACKR3 in der Thrombozytenmodulation. Wéhrend bei
Blutproben der ACKR3-Wildtyp-Méause die Inhibition von B-Arrestin zu einer signifikanten
Verstirkung der Thrombusbildung fiihrte, war dieser Effekt beim Blut der Ackr3”-Miuse
deutlich abgeschwicht. Dies deutet darauf hin, dass die B-Arrestin-abhéngige Regulation der
Thrombozytenaktivitit maBgeblich iiber ACKR3 vermittelt wird. Im Gegensatz dazu zeigte die
GRK2-Hemmung keinen signifikanten Unterschied zwischen den Wildtyp- und Knockout-
Maiusen, was darauf hindeutet, dass GRK2 mdglicherweise eine allgemeinere Rolle in der

Thrombozytenregulation spielt, die nicht ausschlieBlich an ACKR3 gebunden ist.

Die Versuche mit Blut von CXCR4-Wildtyp- und Cxcr4”-Miusen zeigen hingegen keine
signifikanten Unterschiede in der Thrombusbildung, was darauf hindeutet, dass die
beobachteten Effekte spezifisch fiir ACKR3 und nicht fiir CXCR4 sind. Dies ist ein wichtiger
Befund, da er die Hypothese unterstiitzt, dass ACKR3 unabhingig von CXCR4 in der

Regulation der Thrombozytenfunktionen wirkt.

Die Untersuchung der phosphorylationsdefizienten ST/A Maiuse liefert weitere wichtige
Hinweise auf die Rolle der Phosphorylierung und B-Arrestin-Interaktion in der Funktion von
ACKR3. Die verstiarkte Thrombusbildung nach Behandlung der Blutproben von ST/A Méusen
mit Barbadin zeigt, dass die Phosphorylierung von ACKR3 entscheidend fiir seine Fahigkeit
ist, die Thrombozytenfunktion zu regulieren. Der weitgehende Verlust des Effekts des GRK2-
Inhibitors in Blutproben von diesen Mausen deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung von
ACKR3 durch GRK2 eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Thrombozytenaktivitét

spielt, wahrscheinlich durch die Beeinflussung der B-Arrestin-abhéngigen Signalwege.

Die vorliegenden Ergebnisse tragen wesentlich zum Verstdndnis der molekularen Mechanismen
der ACKR3-abhédngigen Signaliibertragung in Thrombozyten bei. Sie zeigen, dass ACKR3
durch die gezielte Regulation von B-Arrestin und GRK2 eine zentrale Rolle in der Steuerung

der Thrombozytenaktivierung und -aggregation einnimmt. Insbesondere verdeutlicht die
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Blockade von B-Arrestin durch Barbadin die Bedeutung dieses Proteins fiir die negative
Regulation der Thrombozytenfunktion. Die verstirkte Thrombozytenaktivierung und erhdhte
Thrombusbildung nach B-Arrestin-Inhibition legen nahe, dass B-Arrestin iiber ACKR3 eine

wichtige hemmende Rolle in der Thrombozytenmodulation tibernimmt.

Gleichzeitig weisen die Erkenntnisse zur GRK2-Hemmung auf eine differenzierte Funktion
dieses Enzyms hin: Durch GRK2-vermittelte Phosphorylierung wird ACKR3 moglicherweise
zur Interaktion mit B-Arrestin angeregt, was zur Internalisierung und Desensibilisierung von
ACKR3 beitragt. Die Blockade von GRK2 fiihrte, anders als die B-Arrestin-Inhibition, zu einer
Reduktion der Thrombusfliche, was darauf hindeutet, dass GRK2 in der

Thrombozytenregulation allgemein und nicht ausschlieBlich tiber ACKR3 wirkt.

Erginzend bestdtigen die Versuche mit den phosphorylationsdefizienten ST/A-Maiusen, dass
die Féhigkeit von ACKR3, Thrombozytenfunktionen zu regulieren, eng an seine
Phosphorylierung gebunden ist. Die im Blut von ST/A-Mausen beobachtete verstirkte
Thrombusbildung nach Barbadin-Behandlung zeigt, dass die Phosphorylierung von ACKR3 fiir
eine kontrollierte Modulation der Thrombozytenaktivitit essenziell ist. Interessanterweise
verlor der GRK2-Inhibitor in Proben der ST/A-Miusen seine hemmende Wirkung, was auf eine

direkte Rolle der Phosphorylierung in der -Arrestin-Regulation hinweist.

Die vorliegenden Erkenntnisse zu B-Arrestin und GRK2 als zentrale Regulatoren der ACKR3-
Funktion bieten wichtige Implikationen fiir zukiinftige therapeutische Ansétze. Ein besseres
Verstindnis der Balance zwischen GRK2-abhéngiger Phosphorylierung und f-Arrestin-
vermittelter Regulation konnte zur gezielten Modulation der Thrombozytenaktivitit genutzt
werden, um thromboinflammatorische Erkrankungen zu behandeln. Zukiinftige Studien
konnten sich darauf konzentrieren, wie spezifische Signalwege, insbesondere ERK1/2 und Akt,
durch ACKR3 gesteuert werden, um neue molekulare Ziele fiir eine prizise Beeinflussung der

Thrombozytenfunktion zu identifizieren und therapeutisch zu nutzen.

Zusammengefasst liefern diese Ergebnisse eine differenzierte Sichtweise auf die Funktion von
ACKR3 und zeigen, dass seine Modulation iiber B-Arrestin und GRK2 das Potenzial hat, neue
Wege zur Behandlung von thromboinflammatorischen Erkrankungen zu erdéffnen. Durch die
gezielte Beeinflussung von ACKR3 konnten so kiinftig Behandlungsmethoden entwickelt
werden, die Thrombozytenaktivierung und -aggregation prizise steuern und somit das Risiko

fiir kardiovaskuldre Komplikationen verringern.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Hypothese

A Schematische Darstellung der verschiedenen Stadien der Thrombozytenaktivierung im Blutgefal3:
Ruhende Thrombozyten zirkulieren frei im Blutstrom, zeigen eine glatte, scheibenformige Morphologie.
Bei GefaBverletzung und Kontakt mit subendothelialem Kollagen kommt es zur partiellen
Thrombozytenaktivierung mit Ausbildung erster Pseudopodien und Adhésion an das Endothel.
Ohne pharmakologische Intervention folgt eine vollsténdige Aktivierung mit massiver Aggregation und
Ausbildung eines okklusiven Thrombus. Die alternative Reaktion unter Einfluss eines des hier
identifizierten spezifischen ACKR3-Agonisten fiihrt zu einer funktionellen Hemmung der iibermafBigen
Thrombozytenaktivierung: Es bildet sich ein protektiver, aber nicht okklusiver Thrombozytenfilm, ohne
die GefaBintegritit pathologisch zu beeintrachtigen.

B Hypothetischer molekularer Mechanismus der ACKR3-vermittelten Signaltransduktion in
Thrombozyten: Bindet der Agonist an den atypischen Chemokinrezeptor ACKR3, wird die G-Protein-
gekoppelte Rezeptorkinase GRK2 rekrutiert und phosphoryliert den C-terminalen Rezeptorbereich.
Dies fiihrt zur f-Arrestin-Rekrutierung und Initiierung alternativer Signalwege, die eine Stabilisierung
der Thrombozyten und Hemmung prothrombotischer Funktionen bewirken konnen. Die Signalkaskade
wurde funktionell untersucht durch den Einsatz von (griin hinterlegt): genetisch verdnderten
Mausstimmen mit megakaryozyten-/thrombozytenspezifischer Deletion von Ackr3 (Ackr3™),
phosphomutanten Mausmodellen (pS350/pT352), pharmakologischer GRK2-Inhibition sowie f-
Arrestin-Blockade (Barbadin). Diese experimentellen Ansitze dienen der Validierung der postulierten
B-Arrestin-vermittelten anti-thrombotischen Effekte von ACKR3.

113



5  Zusammenfassung

Diese Arbeit beleuchtet die multifunktionale Rolle des atypischen Chemokinrezeptors ACKR3
in der Regulation von Thrombozytenfunktionen und seiner potenziellen Bedeutung fiir die
Behandlung thrombotischer Erkrankungen. Durch spezifische Experimente mit murinen und
humanen Thrombozyten konnte gezeigt werden, dass der Knockout von ACKR3 signifikante
Auswirkungen auf die Thrombusbildung, Thrombozytenaktivierung und Apoptose hat. Dies
deutet darauf hin, dass ACKR3 eine hemmende Funktion in diesen Prozessen ausiibt, was durch
die signifikante Zunahme der thrombusbedeckten Fldche und der P-Selektin-Expression bei
ACKR3-defizienten Thrombozyten belegt wird. Die vorliegenden Befunde erweitern das
Verstdndnis {liber die Rolle von Chemokinrezeptoren in der Hadmostase und Thrombose,
insbesondere durch die Modulation der Signaltransduktion, die auf einer verédnderten Balance
zwischen pro- und anti-apoptotischen Signalen basiert (Vermes et al. 1995; Rohlfing et al.
2022). Diese Ergebnisse deuten auf eine antithrombotische Funktion von ACKR3 hin, deren
klinische Relevanz jedoch noch in weiterfiihrenden priklinischen Modellen, einschlieBlich

Blutungs- und Hamostase-Assays, tiberpriift werden muss.

Wiéhrend natiirliche ACKR3 Liganden unterschiedliche Auswirkungen auf die
Thrombusbildung zeigten, erwies sich VUF11207 als besonders effektiv in der Reduktion der
P-Selektin-Expression und der Thrombozytenaktivierung. Diese Ergebnisse unterstreichen das
therapeutische Potenzial synthetischer Agonisten zur gezielten Modulation von ACKR3 und

damit zur Kontrolle von Thrombozytenaktivitdt und Thrombose.

Ein weiterer zentraler Aspekt der Arbeit war das in silico screening und die Analyse von 47
potenziellen ACKR3-Agonisten, von denen die Verbindungen C10 und C11 vielversprechende
Resultate in der Aktivierung von B-Arrestin und der Hemmung der Thrombozytenaktivierung
zeigten. Diese Erkenntnisse legen den Grundstein fiir die Entwicklung neuer Therapeutika, die
spezifisch auf die Modulation des ACKR3-Signalwegs abzielen, um thromboinflammatorische

Erkrankungen zu behandeln.

Zudem liefert diese Arbeit Erkenntnisse iiber die Unabhédngigkeit der ACKR3-Funktion von
CXCRA4, was die Spezifitit und das Potenzial von ACKR3 als therapeutisches Ziel weiter stérkt.
Besonders die selektive Wirkung des neuartigen Agonisten C10 iiber ACKR3, unabhingig von
CXCRA4, hebt die funktionelle Eigenstindigkeit dieses Rezeptors hervor und bietet damit einen
differenzierten therapeutischen Angriffspunkt. Die molekularen Mechanismen der ACKR3-
Signaliibertragung, insbesondere die Rollen von B-Arrestin und GRK2, wurden ebenfalls

untersucht. Die beobachtete Regulation iiber G-Protein-unabhingige Signalwege (insbesondere
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die B-Arrestin-vermittelte Internalisierung sowie GRK2-abhingige Phosphorylierung)
erweitert das Verstdndnis atypischer Signaliibertragung in Thrombozyten. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Inhibition dieser Signalwege einen signifikanten Einfluss auf die
Thrombusbildung hat und liefern gleichzeitig tiefere Einblicke in die Funktion des ACKR3-
Rezeptors. Die Ergebnisse weisen zudem auf eine duale Rolle dieser Regulatoren hin: Wahrend
B-Arrestin iiber ACKR3 antithrombotisch wirkt, unterstiitzt GRK2 auch ACKR3-externe
prothrombotische Signalwege, sodass seine Inhibition insgesamt einen protektiven Effekt

entfaltet.

Zusammenfassend zeigt die Arbeit wichtige Einblicke in die Rolle von ACKR3 in der
Thrombozytenbiologie und legt nahe, dass dieser Rezeptor ein vielversprechendes Ziel fiir neue
therapeutische Ansitze zur Pravention und Behandlung thrombotischer Erkrankungen darstellt.
Die weiteren Forschungen sollten sich darauf konzentrieren, die molekularen Interaktionen und
Signalwege von ACKR3 weiter zu charakterisieren, um diese Erkenntnisse in klinisch relevante

Therapien umzusetzen.
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5.1 Summary

This study elucidates the multifunctional role of the atypical chemokine receptor ACKR3 in the
regulation of platelet functions and its potential significance for the treatment of thrombotic
diseases. Specific experiments with murine and human platelets demonstrated that the knockout
of ACKR3 has significant effects on thrombus formation, platelet activation, and apoptosis.
This suggests that ACKR3 exerts an inhibitory function in these processes, as evidenced by the
substantial increase in thrombus-covered area and P-selectin expression in ACKR3-deficient
platelets. These findings enhance the understanding of the role of chemokine receptors in
hemostasis and thrombosis, particularly through the modulation of signal transduction based on
a changed balance between pro- and anti-apoptotic signals (Vermes et al. 1995; Rohlfing ef al.
2022). These findings point to an antithrombotic function of ACKR3, the clinical relevance of
which still needs to be validated in further preclinical models, including bleeding and

hemostasis assays.

While natural ACKR3 agonists showed varying effects on thrombus formation, VUF11207
proved particularly effective in reducing P-selectin expression and platelet activation. These
results highlight the therapeutic potential of synthetic agonists for targeted modulation of
ACKR3, thereby controlling platelet activity and thrombosis.

Another key aspect of the study was the screening and analysis of 47 potential ACKR3 agonists,
among which compounds C10 and C11 showed promising results in B-arrestin activation and
inhibition of platelet activation. These findings lay the foundation for the development of new
therapeutics specifically targeting the modulation of the ACKR3 signaling pathway to treat

thromboinflammatory diseases.

Furthermore, this work provides insights into the independence of ACKR3 function from
CXCR4, thereby strengthening the specificity and potential of ACKR3 as a therapeutic target.
The molecular mechanisms of ACKR3 signaling, particularly the roles of B-arrestin and GRK2,
were also investigated. The results show that inhibition of these signaling pathways
significantly impacts thrombus formation and provides deeper insights into ACKR3 receptor
function. The findings further indicate a dual role of these regulators: while B-arrestin acts
antithrombotically via ACKR3, GRK2 also supports ACKR3-external pro-thrombotic signaling

pathways, so that its inhibition exerts an overall protective effect.

In summary, this work offers important insights into the role of ACKR3 in platelet biology and
suggests that this receptor is a promising target for new therapeutic approaches for the

prevention and treatment of thrombotic diseases. Further research should focus on
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characterizing the molecular interactions and signaling pathways of ACKR3 to translate these

findings into clinically relevant therapies.
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7 Addendum

C10 und C11 Derivate
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Flow
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Structure B: Linker C2 with the terminal piperazine ring
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Structure C: Linker C3 with different terminal rings
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Abbildung 35: Strukturelle Modifikationen der Verbindungen aus den Ausgangstrukturen C10 und C11
(nach Bayrak et al. 2022)
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