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Einleitung

1. Einleitung

Die Bezeichnung ,Krebs* geht auf Hippokrates zuriick, der um 400 v. Chr. das Auftreten und das
gewebeinvasive Wachstum bdosartiger Geschwulste mit Krebsen verglich, die sich in Sand
eingraben [1]. In den letzten Jahren gab es immense Fortschritte in der Onkologie. Ein wichtiger
Meilenstein wurde durch die Immunonkologie erreicht, fir deren Entwicklungen im Jahr 2018
der Nobelpreis fiur Medizin verliehen wurde. Der dabei pramierte Einsatz von Checkpoint-
Inhibitoren ermdglicht in der Klinik bereits signifikante Therapieerfolge [2]. Jedoch bleibt der
Krebs eher behandelbar statt heilbar. Tumorerkrankungen waren im Jahr 2019 flr ein Viertel
aller Todesfélle in Deutschland verantwortlich [3]. Zu den vielen Ursachen fir die Entstehung
von Krebs gehoren u.a. der Lebensstil, Krankheitserreger oder aber auch erbliche Faktoren.
Ebenso kann ein zufalliger Ablesefehler des Erbguts zu einer unkontrollierten Zellvermehrung
flhren [4]. Dabei ist nicht der Primartumor, sondern die Metastasenbildung solider Tumore die
Hauptursache fir die krebsbedingte Mortalitat [5]. Statistisch sind 90 % aller durch Krebs
verursachten Todesfalle durch Metastasen verschuldet [6]. Leitlinien unterstlitzen daher als
wichtiges Instrument des Qualitdtsmanagements die Friherkennung von Tumoren und

bestimmen somit den weiteren Krankheitsverlauf [7].

Bereits 1865 erfasste Armand Trousseau eine tumorassoziierte Hamostasestdrung [8]. Beim
Prozess der hdmatogenen Metastasierung verlassen isolierte Tumorzellen den Primé&rtumor,
migrieren zur GefaBwand und gelangen dann in den Blutkreislauf. Der endotheliale Scherstress
stellt dabei eine starke mechanische Belastung dar. Sowohl bei der Intravasation als auch bei der
Extravasation kommt es zu einer starken Deformation der Tumorzellen [9]. Die Interaktion
zwischen Tumorzellen und den Thrombozyten begriinden diverse UnregelmaRigkeiten der
Blutgerinnung. So konnte von Gabriel Gasic et al. ein kausaler Zusammenhang zwischen einer
induzierten Thrombozytopenie und dem Riickgang von Metastasen nachgewiesen werden [10].
Ein wichtiges Instrument fiir Prognosen zur Ausbildung von Metastasen sind pradiktive
Biomarker. Ein bedeutender prognostischer Biomarker ist das MACC1, das sog. Metastasis
Associated in Colon Cancer 1 [11]. Es konnte von Stein et al. gezeigt werden, dass bei Patienten
mit einem hohen MACC1-Wert die 5-Jahres-Uberlebenszeit von 80 % auf 15 % reduziert ist [12].




Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit wird das Zusammenspiel zwischen Thrombozyten und Tumorzellen
untersucht. Dazu werden drei verschiedene Pankreaskarzinomzellen verwendet. Der Einfluss des
Biomarkers MACC1 auf die  Thrombozyten-Tumorzell-Interaktion und  dem

Metastasierungsprozess wird unter Verwendung von Darmkrebszellen erortert.
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2. Theorie

2.1 Grundlagen der hamatogenen Metastasierung

Die Metastasierung solider Tumore besteht aus einem vielstufigen Prozess. Jede Tumorzelle
durchlduft dafiir eine komplexe Kaskade mit dem Ziel der Kolonisation an sekundéren und
entfernten Organen. Diese Ausbreitung der entarteten Zellen kann (ber Gefdle des
lymphatischen Systems oder tber den Blutkreislauf geschehen. Der Befall der Lymphknoten ist
nicht die Endstation, sondern unterstitzt zusatzlich die Ausbreitung tber Blutgefalie und die
Ausbildung von Fernmetastasen [13]. Die Metastasierung gilt als entscheidender Faktor fur die
Mortalitdt maligner Tumore. Die Mortalitat beispielsweise bei Bauchspeicheldriisenkrebs ist
nahezu identisch mit der Inzidenz, v.a. weil es keine eindeutige Methode der Friiherkennung gibt
[14]. Hauptsachlich jedoch besitzen Patienten mit dem hochaggressiven Pankreasadenokarzinom
(PDA) eine auRerst geringe Uberlebensrate von etwa 10 % aufgrund der frih gebildeten

Metastasen, wodurch eine Operation oder Bestrahlungstherapie obsolet ist [15].

Voraussetzungen fur eine erfolgreiche systemische Ausbreitung sind Migration und
Gewebsinvasion von Tumorzellen. Die Fahigkeit Gewebe invasiv zu durchdringen und ihre
Stellung im Gewebeverband zu verandern ist eine Besonderheit von Tumorzellen. Physiologisch
spielt die Migration von Gewebezellen nur unter besonderen Bedingungen, beispielsweise bei
der Reepithelialisierung im Rahmen der Wundheilung eine Rolle [16]. Eine GeféalRverletzung
kann die Wanderung diverser Zellpopulationen durch die Endothelzellen auslésen. Immunzellen
hingegen besitzen die Mdglichkeit einer transzellularen oder aber auch einer parazelluléren

Diapedese, was entscheidend zu ihrer Immunfunktion beitragt [17].

2.1.1 Gewebsinvasion nach Epithelial-Mesenchymaler Transition von Tumorzellen

Der Primartumor ist begrenzt in seinem Wachstum. Ab einer GroRe von 1-2 mm? herrscht eine
unzureichende Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und N&hrstoffen. Die Ausschiittung von
wachstumsfordernden Faktoren, insbesondere des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
stimuliert die Vaskularisierung des priméren Zellverbands und bietet dem Prim&rtumor damit
einen Zugang zum Blutkreislauf. Die klassische Darstellung des Ubergangs der epithelialen
Tumorzellen in eine mesenchymale Form (EMT) wird oft als Ausgang der Metastasierung
beschrieben. Dazu gehért auch die reduzierte Expression von E-Cadherin, einem
transmembranen Glykoprotein aus der Familie der calciumabhéngigen Zelladhasionsmolekdlen
(CAM), und der als Folge eintretende Verlust der Zell-Zell-Kontakte. Die Mikroumgebung am
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Primértumor beinhaltet u.a. Matrix-Metalloproteasen (MMPs), welche z.B. die Degradierung der
extrazelluldren Matrix (EZM) und der Basalmembran (BM) verantworten [18,19]. Wahrend
MMP-7 eher proteolytische Eigenschaften aufweist, unterstiitzt MMP-9 zusétzlich die Bildung
neuer Blutgefale [20]. Weitere EMT-férdernde Signalmolekiile sind Transforming Growth
Factor beta (TGF-B), Epidermal Growth Factor (EGF) und Insulin-like Growth Factor (IGF).
Einige Untersuchungen zeigen jedoch eine partielle Transformation in die migrative
mesenchymale Form mit der Option, aufgrund externer Signale, in die epitheliale Form zurtick
zu wechseln [21]. Abhéngig von der Tumorart besteht die Moglichkeit der Migration in einem
Kollektiv oder aber auch als einzelne Tumorzelle. Fiir die gruppierte Migration ist dabei eine
gesteigerte Kontrolle Uber die EZM-Interaktion durch diverse Integrine und MMPs notwendig
[22].

EMT e
\\\

Abbildung 1:  Verbreitung des Primé&rtumors nach partieller EMT einzelner Tumorzellen mit Durchbruch der
BM, Migration durch die EZM und Einleitungder Invasionin den Blutkreislauf. Die Migration
kann dabei sowohl als Kollektiv in einem Cluster oder aber auch von einer einzelnen Zelle
ausgehen [21,22]

2.1.2 Intra- und Extravasation von Tumorzellen in der Metastasierung

Durch die Umstrukturierung des Zytoskeletts wahrend des EMT ist es den Tumorzellen méglich

die Endothelzellen zu Uberwinden. Sind die Tumorzellen in den systemischen Blutkreislauf

eingedrungen, istihre Uberlebenschance zunachst noch gering, da sie sowohl dem Scherfluss der

Blutstromung als auch der Lyse durch natirliche Killerzellen ausgesetzt sind [23]. Durch

thrombozytare Ummantelung schutzen sich die Tumorzellen vor dem Immunsystem und auch

vor mechanischen Kréaften direkt nach der Intravasation.

Durch Interaktionen mit den Thrombozyten und Leukozyten ist es ihnen nicht nur méglich sich
abzuschirmen, sondern auch mithilfe von Integrinen und Selektinen mit dem GeféaRendothel in
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Wechselwirkung zu treten [24]. Es kommt zu einem selektinvermittelten reversiblen Zellrollen
des Tumorzell-Thrombozyten-Leukozyten-Agglomerates an der Endothelwand, welche durch
die stérkere Bindung der Integrine stabilisiert wird [25]. Die Adhdsion der Tumorzellenan die

Endothelzelle ist Voraussetzung flr die Extravasation und ist gefolgt von der transendothelialen
Migration [26].

. Tumorzelle .(.\ Epithelzelle
/% Thrombozyt . NK-Zelle

= Erythrozyt . Makrophage

=@ Extrazellularraum

Abbildung 2:  Ubersichtsdarstellung der metastatischen Kaskade mit den Schritten der Migration, Invasion,
Intravasation, Extravasation, Kolonisation

Ahnlich der prametastatischen Nische vor der Intravasation bildet sich am Ort der Extravasation
ebenso eine Mikroumgebung, welche sich aber in ihrem Inhalt unterscheidet. Hier findet die
Anpassung der Tumorzelle an die neuen Anforderungen statt [27].
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2.2 Tumorzellassoziierte Thrombozytenaktivierung

In Kapitel 2.1.1 wurde die Bedeutung der Migration und Invasion als erster Schritt der
Metastasierung dargestellt. Die darauffolgende Phase der Intravasation in der metastatischen
Kaskade verdeutlicht die Notwendigkeit der Tumor-Mikroumgebung fiir das Uberleben der
Tumorzelle. Die unmittelbare Interaktion der Tumorzellen mit Thrombozyten und Leukozyten
ist ein essentieller Schritt der Metastasierung [23]. Thrombozyten besitzen physiologisch eine

Vielzahl bioaktiver Substanzen fir die spontane Einleitung der Blutgerinnung [28].

2.2.1 Die Rolle von Thrombozyten in der physiologischen Hamostase

Die diskoid geformten Thrombozyten stehen im Zentrum der primédren und sekundéren
Hamostase. Die kernlosen Zellen haben eine Lebenserwartung von 7 — 10 Tagen und besitzen
unterschiedliche Speichergranula, die nach Stimulation durch Exozytose zur Freisetzung
gelangen [29]. Bei einer Gefalverletzung dringen subendotheliale Strukturen in die Blutbahn,
und so kommt es zum Kontakt der Thrombozyten mit z.B. Kollagen, von-Willebrand-Faktor
(VWEF), Vitronectin, Laminin und Thrombospondin. Der Rezeptorkomplex GPIlb-XI-V
interagiert mit dem an das Kollagen gebundenen vWF und leitet die Thrombozytenadh&sionein
[30,31]. Eine Thrombozytenaktivierung startet mit dem kollagenvermittelten Kontakt am
Glykoprotein GPVI [32]. Das darauf in der Signalkaskade durch ein Inside-Out-Signaling
aktivierte Glykoprotein GPlIbllla, auch als a2ps Integrin bezeichnet, bindet nun zusatzlich an
Kollagen oder vWF. Diese Bindung verstarkt nicht nur die Adhé&sion, sondern fihrt zu einem
zusatzlichen Outside-In-Signaling, wodurch sich beim sog. shape change die Oberflache der
Thrombozyten durch Ausbildung von Pseudopodien vergréf3ert und so die Wunde abgedeckt
werden kann. Da Thrombozyten nicht zur Proteinproduktion befdhigt sind, besitzen sie drei
unterschiedlich ausgestattete Speicherorganellen. Die Granulasekretion nach Aktivierung der
Thrombozyten geschieht unter Verwendung der sog. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor (SNARE-Proteine), welche zum einen auf der zytosolischen Seite
der Thrombozyten (target-SNARE-Proteine) und zum anderen in der Granulamembran (vesicle-
SNARE-Proteine) lokalisiert sind. Uber eine Komplexbildung der SNARE-Proteine kommt es
zur Fusion der Granula mit der Thrombozytenmembran [33]. Die durch Formumwandlung
freigesetzte a-Granula sezerniert u.a. Fibrinogen, einige Gerinnungsfaktoren und es wird
weiterhin das GPIIbllla verstérkt in die Membran eingebaut. Durch die Bindung von GPIlbllla
an Fibrinogen kommt es schlussendlich zur Aggregation [34]. Die Rekrutierung weiterer
Thrombozyten wird durch die Degranulation der d-Granula sichergestellt. Diese beinhaltet u.a.

Adenosindiphosphat (ADP), und Thromboxan A, (TXA;), welche die autokrine und parakrine
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Aktivierung der Thrombozyten ermdglichen. Dabei bindet jeweils ADP an den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR) P2Y1, [35] und TXA2 an den Thromboxan Prostanoid a.-Rezeptor
(TPaR) [36].

Adhaision
A /
WE \ GPIb-vx  %2f ey, | Aktivierun

PS X .- 0.233 Fibrinogen
R e® e qummmmm Aktivierung EEEE——) <

% s
4 " PAR
" W
1 shape )
chan ge i
- P ® i Thrombin

Abbildung 3:  Darstellung eines Thrombozyten in Interaktion mit einer EndothelgefalRverletzung von der
Adhasion bis zur Aktivierung der Hdmostase

Die primére thrombozytare Blutstillung durch Bildung eines Thrombozytenaggregats ist
lediglich ein labiler Wundverschluss. Erst bei der sekundéren Hamostase mitdem plasmatischen
Gerinnungssystem sorgt das polymerisierte Endprodukt aus Fibrin fur einen stabilen Thrombus.
Durch eine Endothelverletzung wird ebenfalls der sich in der Tunica Media und Adventitia
befindliche tissue factor (TF), ein Glykoprotein auch bekannt als Gewebsthromboplastin (Faktor
1), in den Blutkreislauf freigesetzt. Dieser startet die extrinsische Gerinnungskaskade mit der
Aktivierung von Faktor VII, welches wiederum den Stuart-Prower-Faktor (FX) anstoRt. Bei der
intrinsischen Gerinnungskaskade spielen die Serinproteasen Faktor XII und Faktor XI eine
bedeutende Rolle, welche als Zymogen, also Vorstufen der aktiven Gerinnungsenzyme, bereits
im Blut vorhanden sind. Nach Aktivierung von Faktor IX und Faktor VIII sind diese féhig
mithilfe von Calcium und anionischen Phospholipiden ebenso FX zu aktivieren.

So spielt FXa eine zentrale Rolle in der sekunddaren Hdmostase und verbindet die intrinsische mit

der extrinsischen Blutgerinnung. Thrombin als Endprodukt der Gerinnungskaskade ist imstande
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das Fibrinogen zu spalten [37,38]. Die Serinprotease Thrombin aktiviert weiterhin durch die
proteolytische Spaltung der N-terminalen Exodoméne den GPCR Protease-aktivierten Rezeptor
(PAR) [39].
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Abbildung 4:  Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade bestehend aus dem intrinsischen und
extrinsischen System und die Auflésung der Thromben in der Fibrinolyse, eingeleitet durch
Plasminogen [40]

Diese Eigenschaft verdeutlicht die besondere Rolle von Thrombin bei sowohl der priméren als

auch der sekundaren Hamostase, welche zeitgleich und eng miteinander verflochten verlaufen.

Daher wird neben ADP auch das Thrombin-Rezeptor-Aktivierende-Protein (TRAP-6), ein

Hexapeptid, zur klinischen Prifung der Thrombozytenfunktion herangezogen [41].

2.2.2 Die tumorzellinduzierte Thrombozytenaggregation (TCIPA)

Die TCIPA st ein wiederholt beschriebener Schlisselfaktor der Metastasierung [42-45].
Patienten mit einer Pankreaskarzinomerkrankung besitzen eine erhéhte Wahrscheinlichkeit an
einer Venenthrombose zu erkranken. Die eng verstrickte Interaktion zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten resultiert in eine Hyperkoagulabilitat. So sagen Thromboembolien ein erhohtes

Risiko fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms voraus und fordern deren Metastasen [46].

Tabelle 1: Thrombozyten-sezernierte Mediatoren und deren Einfluss auf die Tumoraktivitat
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Mediatoren Einfluss
Losliche Faktoren | ADP Pos. Ruckkopplung tber P2Y1, Rezeptor [47,48]
der 0-Granula | Calcium Kofaktor fur Aggregation und Adhésion [49]
TXA2 Invasion und Tumormetastase [50,51]
PDMP Angiogenese und Tumormetastasen [52,53]
Wachstumsfaktoren | VEGF Angiogenese und Tumorvaskularisation[54,55]
der a-Granula | PDGF Proliferation und Invasion [56]
IGF Proliferation, Differenzierung, Migration [57,58]
Gerinnungsfaktoren | TF Thrombingenerierung, Tumorinvasion [59,60]
der a-Granula | Prothrombin Vorstufe Thrombin, Koagulation [61]
FV, FVIII, FXI Kofaktoren der Grinnungskaskade [62,63]
Adhésionsproteine | VWF Antimetastatisch [64,65]
der a-Granula | Fibronectin Tumorzelladhésion [66,67]
TSP-1 Antiangiogene & prometastatisch [68-70]
Antigenrezeptoren | P-Selektin Tumorzelladhé&sion, -metastasierung [71,72]
der a-Granula | GPlIbllla Tumorzelladhésion, -invasion [73,74]
GPlb-V-IX Tumormetastasierung [75,76]
GPVI Tumorzelladhésion, -invasion [77,78]

ADP = Adenosindiphosphat; TXA2 = Thromboxan A2; PDMP = Platelet-derived Microparticle; VEGF =
Vascular Endothelial Growth Factor; PDGF = Platelet-derived Growth Factor; IGF = Insulin-like Growth
Factor; TF = Tissue factor; vVWF = von Willebrand Faktor; TSP-1 = Thhrombospondin 1; GP = Glykoprotein

Ohne den Schutz der Thrombozyten in Form eines Thrombus sind die zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) der Zelllyse durch natirliche Killerzellen (NK-Zellen) frei ausgesetzt [24].
Durch Exprimierung des Haupthistokompatibilitditskomplex 1 (MHC 1) aus anhaftenden
Thrombozyten umgehen Tumorzellen den Aktivierungsmechanismus von NK-Zellen [79]. Sogar
die Extravasation der Tumorzellenist vereinfacht durch Rekrutierung von Granulozyten mithilfe
der von Thrombozyten stammenden Zytokine CXCL5 und CXCL7 [54]. Zusatzlich bieten die
Thrombozyten einen Schutzmantel vor dem Scherstress im Blutkreislauf [80]. Daher stellte sich
in der Vergangenheit eine kontinuierliche Behandlung von Patienten mit Aspirin als eine

PréaventivmaRnahme zur VVorbeugung von Metastasen heraus [81].

Wahrend klinisch relevante Risikofaktoren eindeutig sind, sind die molekularen Mechanismen
des erhodhten Gerinnungsstatus, die Tumor-Thrombozyten-Interaktion sowie die Aufklarung
einzelner mechanistischer Angriffspunkte und deren Inhibierung nur ungeniigend verstanden.
Eine Ubergeordnete Rolle bei der Krebsentstehung und Angiogenese spielt TF als wesentlicher

Bestandteil der Blutgerinnung.
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Abbildung 5:  Exemplarische Darstellung der molekularen Interaktionsmechanismen zwischen Tumorzellen
(unten) und Thrombozyten (oben) [82,83]

Der membrangebundene TF kann einen Komplex mit den Integrinen asP: oder agP: und

Faktor Vlla bilden, welcher seine zellulare Wirkung Uber den PAR-2 ausibt. Dies fuhrt zur

mitogen activated protein-kinases (MAP) oder phosphoinositide 3-kinase (PI3K) Aktivierung

und somit zum erhohten Zelllberleben, zur Umstrukturierung des Zytoskeletts und der Sekretion

proangiogener Faktoren wie VEGF, CXCL-1, IL-8 und vieles mehr [84-86].

Viele Tumorspezies, darunter auch Kolon- und Pankreaskarzinome, prasentieren TF auf ihrer
Zelloberflache, welche eine Thrombingenerierung initiiert [87,88]. Die tumorassoziierte TF
Expression fuhrt in vivo zur verstérkten Invasion und zum Wachstum des Primértumors [89].
Hingegen kann Thrombospondin 1 (TSP-1) an Tumorzellen und Thrombozyten gleichermafien
binden, wodurch der adh&sive Kontakt hergestellt und zusétzlich die Tumorzellinvasion
unterstiitzen wird. Ebenso kann aber matrixgebundenes TSP-1 (iber CD36 die Apoptose einleiten
und die Angiogenese inhibieren [90]. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Anwesenheit von
VWEF durch die Bindung an das Integrin avps zu einer Reduzierung der Metastasenbildung fiihrt,
jedoch nicht zu einem verringerten Tumorwachstum [91]. Bereits dieser kurze Einblick in den
multifaktoriellen ~ hamatogenen  Metastasierungsprozess  verdeutlicht  die  vielen
Eingriffsmdglichkeiten, was eine intensivere Erforschung der Mechanismen erforderlich macht.
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2.3 Beeinflussung der Aggregationsfahigkeit auf diversen Ebenen der
Thrombozyten durch multiple Wirkstoffgruppen

2.3.1 Lo6sliche Faktoren der a-Granula

Laut Leitlinie der Deutsche Gesellschaft fir Kardiologie (DGK) ist eine duale
Thrombozytenhemmung mit Acetylsalicylsédure (ASS) und einem P2Y1, Rezeptorblocker fir
Patienten mit koronarer Stentimplantation oder mit einem akuten Koronarsyndrom aufgrund der
erheblichen Reduktion schwerwiegender thrombotischer Ereignisse empfohlen [92]. Bei dem
P2Y1, Inhibitor Clopidogrel handelt es sich um ein Prodrug, welcher in zwei
Metabolisierungsschritten tiber den Cytochrom-P450-Enzymweg in seine aktive Form tberfihrt
wird [93]. Der Off-Label-Use von Clopidogrel gilt laut der Nationalen-Versorgungs-Leitlinie
(NVL) zur Thrombozytenaggregationshemmung trotz der fehlenden Zulassung als medizinischer
Standard [94]. Ein weiteres Thienopyridin ist Prasugrel, welches sich durch einen schnelleren
Wirkungseintritt u.a. aufgrund nur eines Metabolisierungsschrittes auszeichnet [95]. Ticagrelor
befindet sich bereits in seiner aktiven Form, im Gegensatz zu anderen ADP-Rezeptorblockern,
und inhibiertden P2Y 1, Rezeptor reversibel [96]. Auf den Thrombozyten befinden sich weiterhin
der von ADP aktivierte Gaq-Rezeptor P2Y1 und der von ATP aktivierte Rezeptor P2X, welcher
als lonenkanal fiir einen schnellen Ca?* Anstieg sorgt [97]. Jedoch sind diese P2-Rezeptoren nicht
von klinischer Relevanz. Ein synergistischer Effekt der ADP Rezeptoren konnte gezeigt werden
[98]. Mit Seratrodast existiert ein effektiver Antagonist des TPaR, welcher jedoch ebenso nicht
Klinisch eingesetzt wird [99]. Seratrodast besitzt einen Zusatznutzen bei der Behandlung von
Asthma mit Montelukast laut einer randomisierten, multizentrischen Vergleichsdoppelstudie und

war bereits 1997 zur Behandlung von leichtem Asthma in Japan zugelassen [100-102].

Wie schon zuvor beschrieben ist IGF-I in der a-Granula von Thrombozyten gespeichert und trégt
nach seiner Freisetzung zur Thrombozytenaktivierung bei. Der IGF-RI befindet sich auf der
Zelloberflache der Thrombozyten [103]. Zum Insulin-like Growth Factor System gehdren die
einstrangigen Polypeptide IGF-1 und IGF-1I mit einer strukturellen Homologie zum Proinsulin
[104]. Diese Wachstumsfaktoren regulieren die Proliferation und Differenzierung einer Vielzahl
von Zellen, weswegen Sie eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung sowie wéahrend des
gesamten postnatalen und adulten Lebens einnehmen [105]. Der Zusatz von IGF-1 zum
Kultivierungsmedium boviner Embryonen entfaltetet sogar einen anti-apoptotischen Effekt
[106]. Die Wachstumsfaktoren agieren tber den Typ-I IGF-Rezeptor (IGF-RI) und Typ-Il IGF-

Rezeptor (IGF-RII), sowie Uber einen hybriden IGF-Insulinrezeptor.
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Ahnlich wie der Insulinrezeptor besteht der heterotetramere IGF-RI aus zwei transmembranaren
B-Untereinheiten, welche mit zwei extrazelluldren a-Untereinheiten zwecks Bindung des
Liganden verbunden sind [107]. Aus einer Kombination der zu 70 % homologen Untereinheiten
des IGF-RI und des Insulinrezeptors entsteht ein Hybridrezeptor, an welchem sowohl Insulin als
auch IGFs die intrazellulare Signalvermittlung tber die Tyrosinkinase aktivieren konnen
[108,109]. Die Bindungsaffinitat von Insulin am IGF-RI ist um das 50-100 fache reduziert im
Verhaltnis zu den IGFs, wobei IGF-I eine starkere Bindungsaffinitat als IGF-Il an den IGF-RI
besitzt [110]. Insulin ist es hingegen nicht mdglich an den transmembranéren Glykoprotein IGF-
RIl zu binden und die Affinitat von IGF-II ist hier die starkste. Zusétzlich besitzt IGF-RII
insgesamt drei Erkennungsstellen fiir Mannose 6-Phosphat (M6P) [111,112]. Die hauptsachliche

Funktion von IGF-RII besteht in dem Transport lysosomaler Enzyme [113].
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Abbildung 6:  Schematische Darstellungdes Insulin-like Growth Factor Systems mit Insulin-like Growth Factor-
I (IGF-I), Insulin-like Growth Factor-11 (IGF-1I), Typ-1 IGF-Rezeptor (IGF-RI), Typ-Il IGF-
Rezeptor (IGF-RII), Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs), Mannose-6-Phosphat
(M6P), Acid Labile Subunit (ALS), Insulinrezeptor (Insulin-R) [114]
Der IGF-Spiegel wird vom growth hormone (GH) reguliert, indem es in der Leber die Synthese
und Sekretion steuert [115]. Die Aktivierung des IGF-RI durch IGFs fordert kanzerogene
Eigenschaften beziglich der Apoptose, Zelldifferenzierung und Zellproliferation [116,117].
Weiterhin fordert IGF-1 die integrinvermittelte Zellmigration eines Prim&rtumors und dessen
Invasion [118,119]. Die IGF Aktivitat wird in der Zirkulation von insgesamt sechs homologen
Proteinen reguliert. Alle Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) besitzen eine
hohe Bindungsaffinitat zu IGF-1 und IGF-II und sind in der Lage diese dadurch zu inhibieren

[120]. Die Nomenklatur der Bindungsproteine von IGFBP1 bis IGFBP3 wurden 1989 aufgrund
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des hohen Aufkommens in diversen Laboren festgelegt [121]. Die anfénglich als passive
Transporter beschriebenen Proteine spielen eine wesentliche Rolle sowohl extra- als auch
intrazellulér. Faktisch werden 75 % des im Serum befindlichen IGFs als ternédrer Komplex mit
IGFBP3 und einer sdurelabilen Untereinheit, der acid labile subunit, (ALS), transportiert.
IGFBP1, IGFBP2 und IGFBP4 binden die restlichen IGFs in Form eines dualen Komplexes
[122]. Eigenschaften wie die IGF-Bindungsaffinitat oder auch IGF-unabhéngige zelluldre Effekte
sind dabei von posttranslationalen Modifikation wie einer Glykosylierung oder Phosphorylierung
abhangig [123]. Die IGF-unabhéngige Wirkung von IGFBPs wird durch eigene Rezeptoren
vermittelt, so wie z.B. durch den IGFBP3-Rezeptor oder TGF-B-Rezeptor. Zudem sind IGFBPs
imstande nach Internalisierung in den Zellkern einzudringen und die Genexpression zu initiieren
[124].

Das am haufigsten exprimierte IGFBP in humanen Tumorentitéten ist das IGFBP2. Dieses spielt
eine Schlusselrolle bei der Regulation von Zellmigration und Invasion auch aufgrund seiner
Expression in Geweben mitschneller Zellteilung und Motilitat [125]. Neben der Expression von
IGFBP2 im Blutserum, konnte seine Anwesenheit auch im Tumorgewebe nachgewiesen werden.
Aufgrund seiner haufigen Korrelation mit der Tumoraggressivitat wird IGFBP2 daher ebenso als
prognostischer Biomarker anerkannt [126-128]. Eine der drei funktionellen Doménen von
IGFBP2 ist die Heparinbindungsdoméne (HBD) zur Erkennung von Glykosaminoglykanen.
Diese Doméne spielt eine wichtige Rolle bei der Bindung an Komponenten der EZM und
vermittelt die Zellproliferation und Migration [129]. Die Interaktion mit der extrazelluléren
Matrix ermoéglicht die Konzentrierung von IGF-gebundenem IGFBP2 und vermittelt so die
Freisetzung von bioaktivem IGF und die Modulation der Interaktion mit dem IGF-RI [130]. Zur
Ausubung von IGF-unabhangigen Effekten gewahrleistet die Kernlokalisationssequenz (NLS)
den Eintritt von IGFBP2 in den Nucleus [131]. Auf diese Weise wird die Genexpression induziert
und die Invasion von Tumorzellen gefordert [132]. Beispielsweise ist die dadurch gesteigerte
Expression von MMP-2 aufgrund der proteolytischen Aktivitat notwendig fur das Durchbrechen
der Basalmembran [133]. Ebenso unterstutzt die transkriptionell gesteigerte VEGF Expression

die Tumorzellangiogenese [114].
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2.3.2 Oberflachenproteine

Bereits 1978 entdeckten Gartner et al. ein sich auf der Thrombozytenoberflache befindliches
Protein mit einer Lektinaktivitat [134]. Hsu-Linetal. verwiesen ebenso auf ein 140 kDa schweres
Protein, welches lediglich nach einer Thrombinaktivierung signifikant nachzuweisen war [135].
Kurze Zeit spater wurde eben dieses Protein als platelet activation-dependent granule-external
membrane (PADGEM) bezeichnet, da sich die als Glykoprotein identifizierte Struktur in der a-
Granula befindet und erst nach Aktivierung der Thrombozyten sekretiert und in die Membran
eingebaut wird [136]. Das heute zu der Klasse der cell adhesion molecule (CAMs) gehdrende P-
Selektinist u.a. fir die GroRe und Stabilitat der Thrombozytenaggregate verantwortlich. Dessen
bevorzugter Bindungspartner P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) ist auch auf der
Oberflachenmembran der Thrombozyten integriert. Jedoch befindet sich die bis zu 100-fache
Menge des PSGL-1 auf Leukozyten [137,138]. Dadurch dient das Adhdsionsprotein ebenso der
Rekrutierung von Leukozyten bei GefaRverletzungen und Entziindungsreaktionen [139]. Das P-
Selektin vermittelt dabei das Zellrollen der Thrombozyten und Leukozyten auf aktivierten
Endothelzellen [140,141]. Trotz des Scherstresses ermdglicht eine hohe Assoziations- und
Dissoziationsrate des P-Selektins an das PSGL-1 in Kombination mit einer hohen Zugfestigkeit
das Zellrollen der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate [142].

SCR
CRD P-Selektin
SCR
CRD E-Selektin
SCR
CRD L-Selektin

Abbildung 7:  Struktureller Aufbau der verschiedenen Selektine (CD62) ausder calciumabhéngigen C-type lectin
family; COOH = Carboxylgruppe; Cyto = zytoplasmatische Domane zur Signaltransduktion, TM
= Transmembrandoméne zur Fixierung; SCR = short consensus repeats; EGF = Epidermal-
Growth-Factor-like Domane; CRD = Carbohydrate Recognition Domain bzw. Lektindoméane zur
Erkennung des Liganden [143]

In Abbildung 7 wird der schematische Aufbau der drei Selektine dargestellt, welche sich

entweder auf den Thrombozyten und Endothelzellen befinden kénnen (P-Selektin), auf der

Oberflache der Endothelzellen nach Stimulierung exprimiert werden (E-Selektin) oder in der

Membran der Leukozyten eingebaut sind (L-Selektin) [144]. P-Selektin besitzt im Vergleich zu
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den anderen beiden Selektinen die héchste Affinitat und Bindungsselektivitatzu PSGL-1 [145].
Dabei ist es bedeutend zu erwéhnen, dass das auf den Thrombozyten befindliche GPIb ebenso
eine Bindung mit dem P-Selektin eingeht, auch wenn diese eine geringere Affinitat besitzt [146].
Generell erkennt P-Selektin sialylierte und fucosylierte Kohlenhydrate [147]. Vor allem ist das
Tetrasaccharid Sialyl Lewis* (sLe*), bestehend aus N-Acetylneuraminsaure, Galaktose, N-
Acetylglucosamin und Fucose an einer Untereinheit des PSGL-1 und die Sulfatierung des N-
terminalen Tyrosins an der zweiten Untereinheit fur eine starke Adhasion notwendig [148-150].
Auf u.a. priméren Kolonkarzinomzellen wurde vielfach die Expression von Sialyl Lewis? (sLe?)
entdeckt [151,152]. Aufgrund der Ahnlichkeit seiner Struktur dient Heparin ebenso als
Angriffspunkt. Somit ist der Einsatz von Heparin zur antimetastatischen Therapie nicht
verwunderlich [153,154]. In invivo Analysen konnte die Metastasierung bei P-Selektin
defizienten Mdusen und bei Verwendung von Anti-P-Selektin Antikdrpern hochst signifikant
reduziert werden [147]. Ebenso zeigte der P-Selektin Inhibitor PSI-697 eine signifikante
Abnahme von Venenthrombosen bei Mdusen [155]. Eine neue Variante des Inhibitors in
Nanopartikelform zeigte in einer aktuellen Veroffentlichung verbesserte pharmakokinetische
Eigenschaften und einen besseren inhibitorischen Effekt [156]. Fur experimentelle Versuche in
dieser Arbeit wurde das small molecule Bimosiamose, ein synthetischer Pan-Selektin Antagonist,

verwendet.

Wieschon in Kapitel 2.2.1 erlautert ist das GPI1Ibllla essentiell fiir die Thrombozytenaggregation.
Das Integrin besteht aus den zwei nichtkovalent miteinander verkniipften a- und B-Einheiten.
Beide Untereinheiten sind mit einer transmembranen Region verankert und bestehen nach
erfolgter Exozytose aus einer groRBen extrazellulire Doméne mit zahlreichen kationischen
Bindungsstellen, welche kohasive Bindungen eingehen kann [157]. Uber die kleinere
zytoplasmatische Domine der B3 Untereinheit l14sst sich das Integrin nach Aktivierung der
Thrombozyten in seine aktivierte Form uberfihren [158]. Fiir den klinischen Gebrauch wurden
bereits 1999 drei verschiedene Arzneimittel von der Food and Drug Administration (FDA)
zugelassen. Der monoklonale Antikdrper Abciximab und das Peptid Eptifibatid erhielten eine
Zulassung fur die Anwendung einer perkutanen koronaren Intervention (PCI), sprich einer
Revaskularisierung der stenosierten Koronararterien, und fir die Indikation eines akuten
Koronarsyndrom (ACS), welcher von einer instabilen Angina pectoris bis hin zu einem
Myokardinfarkt reichen kann. Der oral zu verabreichende small molecule Wirkstoff Tirofiban ist

ebenso flr eine ACS zugelassen worden [159,160].
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Abciximab stellte sich im Vergleich zu den anderen Antagonisten als ein hochst effektiver
Inhibitor heraus v.a. aufgrund seiner Reaktivitdt zu zusétzlichen Oberflachenrezeptoren [161].
Aufgrund dessen wurde vermutet, dass Abciximab als Inhibitor fiir die Integrine GPIIbllla und
avp3 ebenfalls antiangiogenetische und antimetastatische Eigenschaften aufweist [162].
Allerdings wurde der Vertrieb von Abciximab (ReoPro®) im Jahr 2018 aufgrund von

Lieferengpdssen eingestellt [163].

N2
H s o
NH/\/S u
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Abbildung 8:  Chemische Struktur des Hexapeptids Eptifibatid zur parenteralen Verabreichung und des small
molecule Tirofiban als oraler GPlIbllla Inhibitor

Eptifibatid hingegen wird zusatzlich unter der Bezeichnung Integrilin® zu Heparin und

Acetylsalicylsdure bei instabiler Angina Pectoris und einer PCI laut dem Ausschuss fiir

Humanarzneimittel (CHMP) der EMA empfohlen [164].

Eine ebenso entscheidendes Oberflachenprotein ist das bei Patienten aufgrund mangelnder
Aggregation und Adhésion entdeckte GPVI [165]. Das transmembranére Protein aus der
Immunglobulin-Superfamilie besitzt zwei extrazellulare Bindungsdoménen fiir Kollagen. Das
positiv geladene Arginin im transmembranaren Teil ermoglicht die Assoziation des GPVI mit
dem Fc-Rezeptor y-chain (FcyRIIA, CD32A), einem Immunglobulin-Rezeptor [166,167]. Die
Bindung von GPVI Dimeren an Kollagen auf inaktiven Thrombozyten flihrt zu der Initiierung

der Signalkaskade und damit zur Aktivierung der Thrombozyten [168-170].
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2.3.3 Zellulare Pathways

Die Milztyrosinkinase (SYK) fordert als zentraler Immunmodulator die allergische
Atemwegsinflammation und fuhrt zudem zu einer Bronchokonstriktion [171]. Aktuell wird der
seit 2020 in Europa zugelassene SYK-Inhibitor Fostamatinib (Tavalisse®) zur Reduzierung einer
Antikorper-vermittelten Zerstérung bei einer Immunthrombozytopenie als Zweitlinientherapie
angewendet [172]. SYK spielt eine wesentliche Rolle bei der kollagenvermittelten
Thrombozytenaktivierung und -aggregation [173]. Die Aktivierung von GPVI fihrt zur Bindung
an den FcyRIIA, welcher Uber einen immunreceptor tyrosin-based activation motiv (ITAM)
verfligt [174]. Die Phosphorylierung von ITAM durch die Src family kinases (SFK) fihrt
wiederum zur Rekrutierung und Aktivierung von SYK [175]. Das Resultat dieser Signalkaskade
ist die Phosphorylierung diverser Proteine beispielsweise wie die phospholipase C y2 (PLCy2),
linker for T-cell activation (LAT) und PI3K und die schlussendliche Aktivierung der
Thrombozyten [176,177]. Neben FcyRIIA besitzt zudem der C-type lectin-like type Il receptor
(CLEC-2) die Moglichkeit SYK mithilfe des hemITAM zu aktivieren [178]. Der Ligand flr die
Aktivierung von CLEC-2 ist Podoplanin und wurde bereits mehrfach mit einem
Mundhohlenkarzinom in Verbindung gebracht [179-181].

Thrombozyten besitzen nennenswerter Weise auch die Mdglichkeit das in der Zellwand gram-
negativer Bakterien vorkommende Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) zu erkennen. Es wird
eine Ausschittung spezifischer Immunmodulatoren durch Thrombozyten nach Aktivierung des
Toll-like receptor 4 (TLR4) vermutet [182]. Eine verstarkte Bindung der Thrombozyten an
Fibrinogen ist auch eine Reaktion auf die Aktivierung von TLR4, jedoch ohne die Expression
von P-Selektin zu beeinflussen [183].
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2.4 Antikoagulanzien

Eine Ven6se Thromboembolie (VTE) ist eine h&ufig auftretende Komplikation der
Tumortherapie. Dazu gehdren die Krankheitsbilder der tiefen Beinvenenthrombose und der
Lungenarterienembolie. Eine Tumorerkrankung vervierfacht dabei bekanntermalien das Risiko
einer VTE und fur Tumorpatienten mit einer VTE ist die Mortalitat im Vergleich zu Patienten
ohne eine VTE sogar doppelt so hoch [184]. Aus diesem Grund wird die Wahrscheinlichkeit
einer tumorassoziierten VTE patientenspezifisch anhand des sog. Khorana score ermittelt [185].
Beispielsweise empfiehltdie DGK in der European Society Guideline bei einer bereits mittleren
Wabhrscheinlichkeit einer Lungenembolie die direkte Einleitung einer Antikoagulation [186]. Fur
die Standardtherapie kommen Unfraktioniertes Heparin (UFH), Niedermolekulare Heparine
(LMWH) und ebenso das synthetische Pentasaccharid Fondaparinux zum Einsatz. Arzneimittel
der Gruppe der Direkten Oralen Antikoagulanzien (DOACs) haben sich neben den klassischen
Antikoagulanzien in der Klinik aufgrund einer optimierten Dosierbarkeit und eines geringeren
Monitoringaufwandes bereits als sehr effizient und sicher herausgestellt [187]. Die Therapie mit
Antikoagulanzien geht jedoch auch einher mit der erhdhten Wahrscheinlichkeit eines

Blutungsrisikos bei Krebspatienten.

2.4.1 Indirekte Antikoagulanzien: Heparine

Als sog. multivalente Biomodulatoren besitzen Heparine neben der Hamostase ein breites
Wirkspektrum. Der Einfluss der Heparine belduft sich ebenso auf Entziindungsprozesse,
Angiogenese sowie der Tumormetastasierung [188]. Die Ursache der vielfaltigen Wirkung der
polysulfatierten Glykosaminoglykane, bestehend aus glykosidisch miteinander verknipften D-
Glucosaminen und Uronsauren, liegt in ihrer Ahnlichkeit zu den korpereigenen Strukturen der
Heparan-Proteoglykane [189]. So fuhrt z.B. der tumorassoziierte Einbau von Fibrin in die EZM
des primaren Tumors zur Bindung von unterschiedlichen Wachstumsfaktoren und infolgedessen
zur Unterstltzung der Adhésion, Proliferation und Migration. Durch Blockade des Fibrins und
Inhibierung von Enzymsystemen unterbinden Heparine den VVorgang der Migration und Invasion
[190]. Der antitumorale Effekt beruht u.a. auf Unterbindung der Thrombin-vermittelten
Aktivierung der Thrombozyten sowie dessen Wirkung als potenter Wachstumsfaktor [191].
Einen antiangiogenetischen und antiadhasiven Effekt weisen Heparine durch Stimulation des
tissue factor pathway inhibitor (TFPI) und dadurch die Runterregulierung von tissue factor (TF)
[192].
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Das unfraktionierte Heparin (UFH) besitzt ein Molekulargewicht von durchschnittlich
15.000 Dalton und besteht aus mehr als 18 Monomeren. Aufgrund der Gréfl3e und der starken
Bindung an diverse Plasmaproteine besitzt UFH eine geringe Bioverfiigbarkeit und Halbwertszeit
(HWZ) im Vergleich zu den niedermolekularen Heparinen (LMWH), welche durch chemische
oder enzymatische Modifikation hergestellt werden und nur noch aus 5-17 Monomeren bestehen.
Enoxaparin beispielsweise besitzt ein Molekulargewicht von 4500 Dalton und wird durch
alkalische Depolymerisation von Heparin-Benzylestern hergestellt [193]. Die biogenen Stoffe
UFH und LMWH steigern durch Bindung an das in der Leber gebildete Antithrombin 111 (ATIII)
dessen Aktivitat, welches physiologisch die Gerinnung durch Inhibierung der Serinproteasen lla
(Thrombin), Vlla, Xa (Stuart-Prower-Faktor), Xlaund Xlla hemmt. Die MolekiilgroRe korreliert
bekanntermalRen mit dem Anti-Flla Effekt der Heparine, sodass die kleineren LMWH nur einen
geringeren Anti-Flla Effekt, aber einen verhdltnisméRig hoheren Anti-FXa Effekt aufweisen.
Alle indirekten Antikoagulanzien haben ein spezifisches Pentasaccharid gemeinsam, welches fir
die Wirkung verantwortlich ist. Das auf dieser Basis synthetisch hergestellte Fondaparinux
besteht aus lediglich den fiinf notwendigen Monomeren, wie Sie in Abbildung 9 dargestellt sind.
Durch die chemische Synthese ist eine Chargenvariabilitat ausgeschlossen. Der Effekt auf
Thrombin und die direkte Wirkung auf Thrombozyten bleibt bei diesem synthetischen
Glykosaminglykan vollstandig aus. Anders als UFH und LMWH ist Fondaparinux
dementsprechend ein selektiver Faktor Xa Inhibitor und verstarkt die Aktivitat von Antithrombin

Il um das 300-fache, wohingegen UFH diesen um das 700-fache vervielfacht.
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Abbildung 9:  Grundbaugerist der indirekten Antikoagulanzien und somit die Struktur von Fondaparinux

Aufgrund ihrer Chargenvariabilitat und Unterschiede in ihrem Sulfatierungsgrad werden UFH
und LMWH in der international Einheit ihrer Aktivitat dosiert [194]. Die negative Ladung der
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Heparine erfordert eine subkutane Applikation. Eine Uberdosierung oder Kombination mit
weiteren Gerinnungshemmern fiihrt zu einer unerwiinschten Blutung und kann mit einer
Protamin-Gabe durch Komplexierung von UFH aufgehoben werden, da es sich bei Protaminum
ein polykationisches Protein handelt. Aufgrund der ebenfalls antikoagulativen Eigenschaften ist
die Dosierung von Protamin abhdngig von der Menge und des zeitlichen Abstands der
Heparingabe, wobei Protamin auch eine HWZ von sieben Minuten besitzt [195]. Die am
héaufigsten auftretende und somit nennenswerte Nebenwirkung einer Therapie mit Heparinen, v.a.
mit UFH mit einer Inzidenz zwischen 1 —5 %, ist die Heparin-Induzierte-Thrombozytopenie
(HIT) [196]. Beim HIT Typ Il werden Antikorper gegen das Heparin-Protein-Komplexe
gebildet, wobei besonders der Komplex aus Heparin und platelet factor 4 (PF-4) als auslésender
Faktor angesehen wird [197]. Als Folge kommt es zur Thrombenbildung im arteriellen und
venosen Blutsystem. Eine weitere Therapie mit Heparinen ist daher nicht mehr mdglich,

weswegen andere Gerinnungshemmer verwendet werden mussen.

2.4.2 Direkte Antikoagulanzien: DOAC

Bereits 1981 wurde Argatroban in Japan entwickelt und seit 1990 sowohl in Japan als auch in
Korea zur Therapie der arteriellen Verschlusskrankheit und spater auch zur Therapie akuter
zerebraler Thrombosen zugelassen. Die USA erteilte Argatroban im Jahr 2000 eine Zulassung
zur Behandlung von HIT Typ Il [198]. Der parenteral verabreichte und selektive
Thrombininhibitor wurde 2001 im Rahmen der ARG-911 Studie bei 304 Patienten mit
HIT Typ Il angewendet [199]. Aufgrund der Resultate soll auch heute noch Argatroban laut der
S3 Leitlinie zur Prophylaxe der VTE als wirksames Medikament bei HIT Typ Il eingesetzt
werden [200]. Der Struktur in Abbildung 10 ist zu entnehmen, dass L-Arginin das Grundgerdist
des sog. small molecule bildet. Dadurch entfaltet Argatroban seine inhibitorische Wirkung durch
reversible Bindung im aktiven Zentrum des Thrombins, der sog. katalytischen Triade bestehend
aus Serin-Histidin-Aspartat. Argatroban bindet frei zirkulierendes und an Fibrin gebundenes
Thrombin hochselektiv und hemmt somit die Umsetzung des l6slichen Fibrinogens zu Fibrin
[198]. Zur Kontrolle einer Heparin-Therapie und beim Einsatz von Argatroban beim HIT Typ II
wird die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und die aktivierte Gerinnungszeit (ACT)
herangezogen [201].
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NH =
CH, Cl

Abbildung 10: Argatrobanals direkter Thrombininhibitor (links) und Rivaroxaban als direkter FXa-Inhibitor
(rechts)
Rivaroxaban wurde 2008 zur Prophylaxe vendser Thromboembolien bei Erwachsenen in den
Markt eingefihrt. Es handelt sich dabei um einen direkten Faktor-Xa-Inhibitor. Hierdurch wird
die Gerinnungskaskade unterbrochen, jedoch blockiert es im Gegensatz zu Argatroban nicht die
thrombininduzierte Thrombozytenaggregation. In randomisierten Doppelblindstudien der
Phase Il (RCT), den sog. RECORD-Studien, wurde Rivaroxaban mit Enoxaparin verglichen in
Bezug auf die Prévention einer VTE. In allen vier Studien wurde eine relative Risikoreduktion
fir Rivaroxaban festgestellt [202—205]. Auch im Bereich der Sekundarprdvention von
Schlaganféllen bei &lteren Patienten mit Vorhofflimmern ist bereits seit 2016 nach europ&ischer
Leitlinie die bevorzugte Gabe von DOACs empfohlen. Die US-amerikanischen Leitlinien folgten
2019 diesem Beispiel. Die Entscheidung basiert auf den Ergebnissen der PROSPER-Studie, einer
retrospektiven Kohortenstudie mit insgesamt 11662 Patienten, bei der u.a. ein geringeres Risiko

fr kardiovaskulére Ereignisse und ein geringeres Sterberisiko gezeigt worden ist [206].

2.5 Kilinischer Einsatz von Heparin sowie Thrombozytenaggregationshemmern

Laut der aktuellen Empfehlung (05.10.2021) der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaft e.VV. (AWMF) sollen hospitalisierte Patienten mit COVID-19 in
Abwesenheit von Kontraindikationen eine standardmaélige medikamentdse
Thromboembolieprophylaxe mit LMWH erhalten. Alternativ kann Fondaparinux zur
Anwendung kommen [207]. Es konnte in einer retrospektiven, multizentrischen Kohortenstudie
mit 191 stationdren COVID-19-Patienten aus Wuhan gezeigt werden, dass das Vorhandensein
des Fibrin-Spaltprodukts D-Dimer eine 18-fach erhéhten Mortalitat zur Folge hat [208].

Die Bildung von Mikrothromboembolien in den BronchiengefaRen wird von McGonagle et al.
mit der Freisetzung von tissue factor auf Endothelzellen, Makrophagen und Neutrophile durch
eine COVID-19 Infektion in Verbindung gebracht. Dies fiihrt zu einer Thrombenbildung in den

Kapillaren der Bronchien und ist vermutlich der Grund fir einen starken D-Dimer Anstieg und
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der schlechten Mdglichkeit der Beatmung der Patienten [209]. Durch eine Heparinbehandlung
lasst sich laut einer Analyse mit 449 schwerkranken COVID-19 Patienten mit erhéhtem D-
Dimer-Wert die Mortalitatim Vergleich zu Patienten ohne Heparinprophylaxe signifikant senken
[210]. Erganzend wird auf die Notwendigkeit einer prospektiven Studie zur Bestatigung der

Ergebnisse hingewiesen.

Es konnte bei symptomatischen COVID-19 Patienten zudem eine erhdhte Bildung von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten festgestellt werden. Das auf den Thrombozyten
befindliche P-Selektin und Integrin GPIIb/Illa sind dabei die Ausléser fur die TF Expression
durch Monozyten und die anschlieende Aggregation. Beim Patienten resultiert dies in einer
thromboembolische Komplikation [211]. Eine Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1
konnte bereits sehr friih durch den small molecule antagonist PSI-697 unterbunden werden [212].
In einer randomisierten placebokontrollierten Doppelblindstudie konnte jedoch kein
inhibitorischer Effekt auf die Gerinnung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten festgestellt
werden, im Gegensatz zu gegen P-Selektin gerichteten Antikdrpern [213].

Der monoklonale Antikérper Crizanlizumab (Adakveo®) ist ein erfolgreicher P-Selektin
Inhibitor, welcher die Interaktion zwischen P-Selektin und Leukozyten signifikant unterbindet
[214]. Somit erhielt Novartis nach der doppelblinden, randomisierten und placebokontrollierten
Phase-11-Studie SUSTAIN an 198 Patienten mit der Sichelzellkrankheit (SCD) eine Zulassung
fur das Arzneimittel Adakveo® [215]. Bei SCD handelt es sich um eine autosomal-rezessiv
vererbte Erkrankung der Hamoglobinsynthese, bei der das Hdmoglobin unter Sauerstoffmangel
in eine Sichelform bergeht. Das Resultat ist ein schmerzhafter GefaRverschluss, einer sog.
vasookklusiven Krise (VOC), aufgrund erhohter Aggregatbildung. Crizanlizumab reduziert in
einer Zusatztherapie die Rate der VOC signifikant und wird von der Deutschen Gesellschaft fiir
Hamatologie und medizinische Onkologie (DGHO) empfohlen [216]. Weiterhin wurde bei
COVID-19 Patienten das acute respiratory distress syndrom (ARDS) mit einer erhdhten
Mortalitét festgestellt [217]. Bei ARDS Patienten ist das Level an 16slichem P-Selektin im Plasma
deutlich erhéht [218].
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2.6 MACC1

Solide Tumore entstehen durch vielfaltige genetische Mutationen aus den physiologischen Zellen
des betreffenden Gewebes. Aus funktioneller Sicht unterscheiden sich die Tumorzellen dann von
den gesunden Gewebezellen, was ihnen vielfaltige Uberlebensvorteile verschafft und die
Grundlage des invasiven Wachstums darstellt. Diese funktionellen Besonderheiten wurden in
einer bahnbrechenden Arbeit von Hanahan und Weinberg im Jahr 2000 erstmals als die
,, Hallmarks of Cancer” zusammengestellt. Auf dieser Basis existiert das Verstandnis einer
Anzahl an verschiedenen Regulierungsmechanismen fir die Transformation einer gesunden
Zelle in einen malignen Tumor. Unter der Annahme, dass fast alle Saugetierzellen &hnliche
molekulare Mechanismen zur Vermehrung, Differenzierung und dem Zelltod aufweisen, wurden
anfénglich insgesamt sechs relevante physiologische Anpassungen der Zellphysiologie fur das
bosartige Wachstum vermutet. Dazu gehOrt eine eigenstdndige Versorgung mit
Wachstumsfaktoren, Desensitivitat gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, Verhinderung
der Apoptose, unbegrenztes Vermehrungspotenzial, kontinuierliche Angiogenese und
letztendlich eine erfolgreiche Gewebsinvasion und Metastasierung [219]. Die Fahigkeiten zur
Tumorprogression wurden 2011 auf insgesamt zehn Eigenschaften erweitert und erst 2022 wurde
die ,, Hallmarks of Cancer: New Dimensions *“ veroffentlicht, in der weitere vier Charakteristika
hinzugefugt worden sind [220,221]. Zu den neuen tumorférdernden Eigenschaften gehdren u.a.

die Entschlusselung der phanotypischen Plastizitadt und polymorphe Mikrobiome.

Der Kolorektalkarzinom (CRC) ist die dritthdufigste Krebserkrankung und der zweittddlichste
Tumor weltweit [222]. Ein hoher Anteil von etwa 90 % der Krebstodesfalle ist auf die
metastatische Ausbreitung ausgehend vom Primartumor zuriickzufiihren. Das wichtigste
Instrument zur Friherkennung ist die Koloskopie und die auf hauptséchlich histopathologische
Untersuchungen begrenzte Patientenprognose. Die Erforschung molekularer Schlisselmolekile
kann die Effizienz der Diagnose, Prognose und Therapie signifikant steigern [223,224]. Ein 2009
identifizierter prognostischer Biomarker zur Metastasierungsprognose stellt das metastasis-
associated in colon cancer-1 (MACCL1) dar. Das MACC1-Gen istin Kolonkarzinomzellen und
deren Metastasen tiberexprimiert. Die Expressionder MACC1 mRNA im Primé&rtumor Korreliert
mit der metachronen Metastasierung. Wahrend Patienten ohne MACCL-Expression im
Primartumor eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 80 % aufweisen, liegt sie bei Patienten mit hoher
MACCL1-Expression bei 15 % [225].

23



Theorie

Patienten mit niedrigen MACC1-Werten zeigen zudem eine signifikant reduzierte Rezidivrate in
Hohe von 15 %, verglichen mit 69 % bei Patienten mit hohem MACC1-Wert [226]. Dartiber
hinaus konnte MACC1 auch bei einer Vielzahl von soliden Tumoren identifiziertwerden [227].
Zudem flhrt abhdngig vom MACCL1-Level eine Therapie von Darmkrebszellen gegenuber
Standardtherapeutika wie Doxorubicin zu einer Resistenzentwicklung. Eine Uberexpression von
MACCL1 erhoht namlich die Prasenz des Effluxtransporters ATP-binding cassette subfamily B
member 1 (ABCB1), welches das Zytostatika in den extrazellularen Raum befordert [228].

desregulierte unbegrenzte
Apoptose Proliferation
Anregung der Umgehung der
Angiogenese Wachstumshemmung
replikative Pro-Tumor
Unsterblichkeit Entziindungen
desregulierter Genomische Instabilitiit
Metabolismus & Mutationen

Invasion & Abschirmung vom
Metastasierung Immunsystem

Abbildung 11: Erweiterte Darstellung des Einflusses vom MACCL1-Protein auf die Charakteristika von Krebs
durch Beteiligung und Aktivierung verschiedener Signalmechanismen [229]
In Anlehnung an die von Hanahan und Weinberg 2011 erweiterte Darstellung der
Schlusselkomponenten fur die Transformation von normalem Gewebe in einen aggressiven
Tumor in ,, Hallmark of Cancer: Next generation* spielt das MACCL1-Gen eine zentrale Rolle
bei der Ausstattung von Zellen mit einem bosartigen Phanotyp [220,229]. Laut D. R. Welch ist
aufgrund der Komplexitat einer Tumorentstehung eine einzelne genetische Verénderung
unzureichend [230]. Das MACC1-Gen jedoch lost eine Vielzahl an charakteristischen
Fahigkeiten aus und fordert diese. Das daraus resultierende gleichnamige Protein ist mit seinen
852 Aminosauren insgesamt 97 kDa grof3 und befindet sich gréRtenteils im Zytoplasma, wobei
etwa 20 % im Zellkern lokalisiert sind [231]. MACC1 besitzt vielféltige Eigenschaften, u.a. als
Transkriptionsfaktor zur Deregulation der Apoptose Uber die Signal transducers and activators
of transcription 1/3 (STAT1/3) Signalwegaktivierung. Ein MACC1 knockdown erhohte in
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diesem Versuch die Empfindlichkeit der Tumorzellen fir eine durch den Fas-Rezeptor
vermittelte Apoptose, welcher zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie gehort [232]. Ein
relevantes transkriptionelles Ziel von MACC1 ist das Proto-Onkogen MET, welcher den
Rezeptor fiir den Liganden Hepatocyte Growth Factor (HGF) kodiert [233]. Die 50 kDa grof3e
extrazellulére a-Kette der Rezeptor-Tyrosinkinase (RTKs) c-Met ist iber eine Disulfidbricke mit
der 145 kDa B-Kette an die Membran gebunden [234]. Die MACC1 vermittelte Aktivierung des
HGF/c-Met Signalwegs ist eine wesentlicher Einflussfaktor fur die Ausbreitung von
Primarkarzinomen [235]. c-Met reguliert die Stimulierung der Zellproliferation und die
Angiogenese [236]. Die Uberexprimierte HGF/c-Met Signaltransduktion im CRC ist eine
treibende Kraft der Invasion und erhoht das Metastasierungspotenzial erheblich [237]. Der
HGF/c-Met Signalweg ist Teil der Embryogenese und der Wundheilung. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass hierdurch die Motilitat, Zellpolaritat und Adh&sion gesteuert wird [238].
Aktuelle Studien unterstutzen die bisherigen Erkenntnisse und zeigen, dass eine c-Met
Aktivierung eine EMT durch Hochregulierung des Chemokinrezeptors CXCR?7 fordert [239].

Trotz dieses umfassenden und zunehmenden Verstdndnisses zur Rolle von MACCL als
Malignitatsfaktor fur vielfaltige solide Tumore ist bisher véllig offen, ob die onkogene Wirkung
des MACCI, insbesondere zur Foérderung der Metastasierung, auch mit einer erhohten
Koagulabilitat und insbesondere durch eine verstarkte TCIPA gesteuert wird.
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3. Ziel der Arbeit

Thrombozyten tragen durch zahlreiche Mechanismen zur Krebsentwicklung und insbesondere
zur hdmatogenen Metastasierung von Tumoren bei. Die molekularen Mechanismen einer
Thrombozytenaktivierung durch Tumore kénnen sehr vielféltig und auch gewebespezifisch
unterschiedlich sein. Eine pharmakologische Hemmung der TCIPA hatte aber ein grof3es
Potenzial, die Progression von Tumoren und deren Metastasierung zu unterdricken. Inwieweit
dies durch die klassischen antikoagulativen Therapiestrategien erfullt wird, oder ob auch weitere
Targets adressiert werden mussten, bleibt bisher noch nicht in Zusammenhang gesetzt. In dieser
Arbeit soll anhand von in vitro Experimenten ein tieferer Einblick in die Tumorzell-
Thrombozyten-Interaktion v.a. beim Bauchspeicheldriisenkrebs gewonnen werden, um so
mogliche Targetierungsstrategien zu verdeutlichen. Dabei soll insbesondere der Ansatz einer
Kombinationstherapie unterschiedlicher Aggregationsmechanismen getestet werden, wodurch

wir Hinweise auf neue Biomarker erhalten kénnen.

Die fur diese Zwecke entwickelten Methoden sollen des Weiteren zur Untersuchung des
bekannten prognostischen Biomarker MACC1 angewendet werden. Ungeachtet der vielfaltigen
prometastatischen Effekte von MACCL1, ist dessen Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung
und die Interaktion mit den entsprechenden Tumorzellen weitestgehend unerforscht. Mogliche
Auswirkungen der MACC1 Aktivitat auf der Ebene der Blutzirkulation und Thrombozyten-

Interaktion sollen erdrtert werden

In Bezug auf der h&matogenen Metastasierung kommt ein weiteres Onkogen, namlich das
IGFBP2, in Betracht, welches tiberraschender Weise weder mit dem Biomarker MACC1 noch
mit der TCIPA bis dato in Verbindung gebracht worden ist. Die Erkenntnisse, welche im ersten
Schritt bei der Thrombozyten-Tumorzell-Interaktion gesammelt worden sind, werden zur
Herstellung eins systemischen Zusammenhangs zwischen MACC1 und dem bei CRC Patienten

bekannterweise Uberexprimierten IGFBP2 herangezogen [240].
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Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien

4.1.1 Chemikalien und Ausgangsstoffe

Substanzbezeichnung

Hersteller

Bacillol® AF

Biozym cDNA Synthesis Kit®
Blasticidin [10 mg*mL™"]
BSA, pH 7, >98%

Calcein-AM
Calciumchlorid-Dihydrat

CASYclean®

CASYton®

Clarity™ Western ECL Substrate Kit
Corn Trypsin Inhibitor, >95%
Corning® Collagen I Rat Tail

[10.80 mg*mL1]

Direct-zol™ RNA PreWash

DMEM w:4,5 g*L-1 Glucose, 3,7 g*L1 NaHCOs,
w/o: L-Glutamine, Sodium Pyruvate

DMSO, Dimethylsulfoxid > 99.5
Synthese

DNase/RNase-Free Water

% zur

DTT, Dithiothreitol

D-Luciferin

DPBS, 1%, w/o Ca und Mg, steril
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat, > 99 % USP

Paul-Hartmann AG, Heidenheim

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

InvivoGen, San Diego, USA

Sigma-Aldrich
Steinheim

Chemie GmbH,

VWR International, Pennsylvania, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt

Omni Life Science GmbH & Co. KG,
Bremen

Omni Life Science GmbH & Co. KG,
Bremen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Santa Cruz
Heidelberg

Biotechnology Inc.,

Discovery Labware Inc., Bedford, USA

Zymo Research, Irvine, CA, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Carl Roth GmbH & Co, KG, Karlsruhe

Zymo Research, Irvine, CA, USA

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold
Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Carl Roth GmbH & Co, KG, Karlsruhe
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Substanzbezeichnung Hersteller
. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Fetales Kélberserum F7524 .
Steinheim

Formaldehyd Losung, 37 %
Geneticin - G418 [100 mg*mL™]]
Gigasept® Instru AF

Glucose

Glycin

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail,100x (PIC)

HEPES [1 M]

Human IGF-I Quantikine® ELISA Kit
Human IGFBP2 Quantikine® ELISA Kit
Isopropanol, 100%

Kaliumchlorid

L-Glutamin Losung [200 mM]

Laemmli-Probenpuffer, 2x

Luciferase, firefly recombinant

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol, 100.0 %
Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Gels

Molecular Probes® ATP Determination Kit

Mycoplasma Off™
MycoSPY®

Natriumazid

Merck KGaA, Darmstadt

InvivoGen, San Diego, USA

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific

Langenselbold

GmbH,

Thermo Fisher
Langenselbold

Scientific GmbH,

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach

Carl Roth GmbH & Co, KG, Karlsruhe
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR International, Pennsylvania, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold
Minerva Biolabs GmbH, Berlin
Biontex Laboratories GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Substanzbezeichnung

Hersteller

Natriumcitrat-Dihydrat

Natriumchlorid
Natriumorthovanadat

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat

Natriumpyruvat [100 mM]

Penicillin-Streptomycin Ldsung
[10.000 U*mL-1/ 10 mg*mL-1]

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Pierce™ RIPA Buffer

Precision Plus Protein™ Unstained Standards

Precision Protein™

Conjugate

StrepTactin-HRP

Puromycin [10 mg*mL?]
RNA PreWash Buffer

RNA Wash Buffer

RPMI-1640®
w: L-Glutamine, w: 2.0 g*L-1 NaHCOs

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sterillium®

TRI Reagent®

TRIS-Base Pufferan® >99,9%
Triton® X 100

Trypan Blau Lésung [4,0 g*L1]

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Thermo  Fisher GmbH,
Langenselbold

Scientific

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Life Technologies Corporation, New
York, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Invivogen, Kalifornien, USA
Zymo Research, Irvine, CA, USA

Zymo Research, Irvine, CA, USA
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

AppliChem GmbH, Darmstadt

Bode Chemie GmbH, Hamburg

Zymo Research, Irvine, CA, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SAFC Biosciences,Buchs, Schweiz
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Substanzbezeichnung Hersteller

Tween® 20 AppliChem GmbH, Darmstadt

Trypsin / EDTA [0,05 % / 0,02 %] in DPBS

wio: Ca und Mg, w: Phenolrot PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Tabelle 2: Chemikalien und Ausgangsstoffe

4.1.2 Puffer und Loésungen

Bezeichnung Zusammensetzung Anteile
ADP Losung ADP 4,272 mg
[1 mM] Millipore® Wasser ad 10,0 mL
ATP Determination Kit Reaction Buffer (20x) 500 pL
Reaktionsldsung DTT SL 100 pL

D-Luciferin SL 500 pL

Luciferase, firefly (5 mg*mL-1) 2,5 L

Millipore® Wasser 8,9 mL
BCA Losung BCA Reagenz A, Puffer 196,1 pL

BCA Reagenz B, Kupfersulfat ad 10,0 mL
Blocking Lésung Magermilchpulver 509
Western-Blot DBPS ad 100,0 mL
Blocking Lésung BSA 300 mg
P-Selektin-Adhésion PBS+ ad 10 mL
BSA Losung, 3 % BSA 1,50 g

Natriumazid 0,05¢g

DPBS ad 50 mL
Calciumchlorid L6sung Calciumchlorid-Dihydrat 1,47 ¢
[0,5 mol*L1] Millipore® Wasser ad 100,0 mL
Caz*/Mg?+ - Losung Calciumchlorid-Dihydrat 3,675¢
[0,5 mol*L1] Magnesiumchlorid 2,380 g

Millipore® Wasser ad 50,0 mL
Calcein-AM Ldsung Calcein-AM 50,0 ug
[1 mmol*L-1] DMSO 50,0 pL
DTT Stammldsung DTT 25 mg
[0,1 mol*L-1] Millipore® Wasser 1mL
D-Luciferin Stammlésung D-Luciferin 3mg
[10 mmol*L-1] Reaction Buffer (1x) 1mL
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Bezeichnung Zusammensetzung Anteile
EDTA Lésung EDTA 326,8 mg
DPBS ad 1000 mL
Elektrodenpuffer, 1x Elektrodenpuffer, 10x 100,0 mL
Millipore® Wasser ad 1000,0 mL
Elektrodenpuffer, 10x Glycin 72,09
Tris-Base 1509
SDS 509
Millipore® Wasser ad 500 mL
Fixierungslosung Formaldehyd Lésung 37 % 40 pl
PBS ad 1,0 mL
Glycin Ldsung Glycin 0,375¢
[0,1 mol*L?] DPBS 50,0 mL
. hP-Selektin-Fc-Tag 50,0 ug
hP-Selektin SL [0,25ug/uL ] Millipore® Wasser 200 pL
Kryokonservierungs- FKS 45,0 mL
Medium DMSO 5,0 ml
Luminol-Peroxidlésung Clarity™ Luminol/enhancer 4,0 ml
solution 4,0 ml
Clarity™ Peroxid solution
PBS+ Ca?*/Mg?* - Losung 0,1 mL
DPBS ad 50,0 mL
Proteinstandard-Losung BSA 2mg
[0,2 mg*mL1] Aqua millipore Ad 10 ml
RIPA-Lysepuffer HALT™ PIC [100x] 20 pl
PMSF [200 nM] 10 pl
Natriumorthovanadat [100uM] 10 ul
Pierce™ RIPA Buffer ad 1000 pl
TBS Puffer, 1x TBS-Puffer 10x 100,0 ml
Millipore® Wasser ad 1000,0 ml
TBS Puffer, 10x Natriumchlorid 40,09
Tris-Base 6,060 g
Millipore® Wasser ad 500,0 ml
pH-Einstellung mit 1M Salzsédure
auf 7,3
TBS-T Puffer TBS-Puffer 10x 100 mL
Tween™ 20 2mL
Millipore® Wasser ad 1000 mL
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Bezeichnung Zusammensetzung Anteile
Thrombozyten Puffer HEPES [10 mM] 2,383 ¢
NaCl [136,7 mM] 7,989 ¢
KCI [2,6 mM] 0,194 ¢
MgCl; [1 mM] 0,095 g
NaHCO; [13,8 mM] 1,159 ¢
NaH,PO4 x 2 H,0 [0,36 mM] 0,050 g
Glucose [5,5 mM] 0,991 ¢
Millipore® Wasser 1000,0 ml
Transfer Puffer Transferpuffer 10x 100,0 ml
Millipore® Wasser ad 1000,0 ml
Transfer Puffer, 10x Glycin 72,09
TRIS-Base 1509
Millipore® Wasser ad 500,0 ml
TRAP-6 Stammldsung TRAP-6 5,0mg
[3,3 mmol*L?] Millipore® Wasser 2,0 mL
Triton® X 100 L6sung, 1 % Triton® X 100 109
(m/v) Millipore® Wasser ad 100,0 mL
Waschpuffer FACS, 0,5 % BSA 0,25¢g
Natriumazid 0,059
PBS ad 50 ml
Zellsuspension FACS BSA 0649
PBS ad 20 ml

Tabelle 3: Puffer und Ldsungen

4.1.3 Inhibitoren, Testsubstanzen und Proteine

Substanzbezeichnung Zielstruktur Hersteller

ADP, Aktivator POy Sigma-Aldrich Chemie
[50 uM1 2 GmbH,

Argatroban [MD-805] , MedChemExpress®,

[10 uM] Thrombin New Jersey, USA

SYK Inhibitor IV [BAY61- Spleen Tyrosin Kinase  Santa Cruz Biotechnology,
3606] (SYK) Heidelberg

[10 pM]

BPTU Prof. Mller,

[10 pM] P2Y1 Rezeptor Universitat Bonn
Enoxaparin Thrombin, Sanofi Aventis®,
[1IE*mLY] FXa, FVlla, Flla Frankfurt
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Substanzbezeichnung Zielstruktur Hersteller
Eptifibatid [HY-B0686] GPIIbIlla MedChemExpress®,
[10 pg*mL?] New Jersey, USA
IGF-1 [100-11] PeproTech Inc.,
(rekombinant, human) IGF-IR, IGF-1IR New Jersey, USA
IGFBP2 [674-B2] IGE R&D Systems, Inc.,

(rekombinant, human)

Kollagen Typ I, Aktivator
[5 pg*mL*]

Losartan [3798]
[20 pM]

PSB-18164
[10 pM]

P-Selektin-Fc-Tag [13025-

HO2H]
(rekombinant, human)

P-Selektin-Fc Chimera [137-PS]

(rekombinant, human)

PSGL-1-Fc Chimera [3345-PS]

(rekombinant, human)

Rivaroxaban [BAY 59-7939]

[0,5 nM]

RO-Heparin
[5 ug*mL?]

Seratrodast [AA 2414]
[10 pg*mL~]
Resatorvid [TAK-242]
[5 uM]

Bimosiamose [TBC-1269]
[100 pg*mL7]

Ticagrelor

[1pM]

TRAP-6, Aktivator
[42,5 uM]

U46619, Aktivator
[20 uM]

unfraktioniertes Heparin
[1 IE*mL?Y]

GPVI, GBIb-XI-V,
vWF

GPVI

P2X; Rezeptor

PSGL-1

PSGL-1
P-Selektine

Faktor Xa

P-Selektin

TPaR

Toll-like-Rezeptor 4
(TLR4)

E-, L-, P-Selektin

P2Y 1, Rezeptor
PAR

TPaR

Thrombin, FXlla,
FXla, FXa, FVlla,
FVa, Flla

Minneapolis, USA

Haemochrom Diagnostica
GmbH, Essen

Tocris Bioscience GmbH,
Bristol, UK

Prof. Muller,
Pharmazeutisches Institut,
Bonn

Sino Biological,
Eschborn

R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA

R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA

MedChemExpress®,
New Jersey, USA

Dr. Giangiacomo Torri,
Institut for Chemical and
Biochemical Research,
Milan, ltaly

MedChemExpress®,
New Jersey, USA

MedChemExpress®,
New Jersey, USA

Revotar
Biopharmaceuticals,
Hennigsdorf

Prof. Muller,
Universitiat Bonn

Tocris Bioscience GmbH,
Bristol, UK

Tocris Bioscience, GmbH,
Bristol, UK

Ratiopharm®
Ulm, Deutschland
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Tabelle 4: Inhibitoren, Testsubstanzen und Proteine

4.1.4 Antikorper

Antikorper Epitop Eigenschaften Hersteller

Human Factor IIl/TF ~ Mensch-1gG Ziege, polyklonal, R&D

[AF2339] IgG, primar

Human IGFBP2 Mensch-IgG Hase, monoklonal, Abcam plc,

[EPR18012-257] IgG, primar Cambridge, UK

Human IGFBP2 Mensch-1gG Maus, monoklonal, Santa Cruz

[sc-25285] IgG, primar Biotechnology Inc.,
Heidelberg

Human a-Tubulin Mensch-1gG Maus, monoklonal, Santa Cruz

[sc-5286] IgG primar Biotechnology Inc.,
Heidelberg

Donkey anti goat IgG  Ziegen-1gG Esel, polyklonal, Abcam plc,

[ab150129]

Goat anti-human IgG
[#62-8411]

Goat anti-mouse IgG
[BD554001]

Rabbit anti goat 1gG
[sc-2777]

Menschen-1gG

Maus-1gG

Ziegen-lgG

Alexa Fluor® 488,
sekundéar

Ziege, polyklonal,
FITC konjugiert,

sekundéar

Ziege, polyklonal,
FITC konjugiert,

sekundar

Hase, polyklonal,
FITC konjugiert,

sekundar

Cambridge, UK

Thermo Fisher
Scientific GmbH,
Langenselbold

BD Biosciences,
New Jersey, USA

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Heidelberg

Tabelle 5: Antikorper

4.2 Verwendete Gerate und Software

4.2.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialienbezeichnung

Hersteller

96F Non-Treated Black Microwell SH

APACT 4004 Kivetten

CASY® cups

CELLSTAR® sterile Zentrifugenrohrchen,

15mL

CELLSTAR® sterile Zentrifugenrohrchen,

50 mL

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen

Scharfe System GmbH, Reutlingen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Verbrauchsmaterialienbezeichnung

Hersteller

CELLSTAR® TC sterile Zellkulturflaschen
25 cm?, 50 mL, PS

CELLSTAR® TC sterile Zellkulturflaschen
75 cm?, 250 mL, PS

CELLSTAR® TC sterile Zellkulturflaschen
175 cm?, 550 mL, PS

Collection Tubes

CytoOne® 6-Well-Platte, TC-behandelt,
steril

CytoOne® 24-Well-Platte, TC-behandelt,
steril

CytoOne® 96-Well-Platte, TC-behandelt,
steril

Deckgléser Starke No. 1, eckig
Einmalspritzen Injekt® Solo, 10 mL
Einmalspritzen Injekt® Solo, 20 mL
Filterpapier 50/PKG, Mini T/B
Gel-Pipettenspitzen MpultiFlex Round
KryogefaRke Cryo.S®

Microplatte 96-Well, PS, U-bottom
Mini-PROTEAN® TGX™ stainfree
Mini Trans-Blot® Filter Paper
Multifly®-Kaniile Set 21 G 200 mm Léange
Nunc™ F96-MicroWell™, PS, schwarz

Nunc™ F96-MicroWell™, PS, weil}
Nunc-Immuno® MicroWell® 96-well solid
plates

Nunc MaxiSorp® flat-bottom

Nunc™ Polycarbonat-Membraneinsatze in
Multischalen, 24-well, 8 uM

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zymo Research, Irvine, CA, USA
Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Sorenson BioScience Inc., Utah, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold
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Verbrauchsmaterialienbezeichnung

Hersteller

Objekttrager Starke ca. 1 mm

PARAFILM® M

Pasteurpipetten, Glas

Pipettenspitzen TipOne®, 10 pL, natur
Pipettenspitzen TipOne®, 200 uL, gelb
Pipettenspitzen TipOne®, 1000 pL, blau

Pipettenspitzen, 5 mL, Plastibrand®, natur

Reagiergefale, 0,6 mL
Reagiergefale, 1,5 mL
Reagiergefale, 1,5 mL, SafeSeal, braun
Reagiergefale, 2,0 mL
ReagiergefaRe, 5,0 mL
Roti®-PVD, 0,45 um
S-Monovette® 8,2 mL 9NC
Serologische Pipetten, 10 mL
Serologische Pipetten, 25 mL
Spritzenvorsatzfilter steril, 0,2 um
Sterillium®

Zymo-Spin™ I1C Columns

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-
Konigshofen

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Berrytec GmbH, Harthausen

Bode Chemie GmbH, Hamburg
Zymo Research, Irvine, CA, USA

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

4.2.2 Gerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Absaugsystem BVC 21 NT
Absaugevorrichtung BVC professional
Accu-Jet®

Accu-Jet® pro

Analysenwaage Kern 770

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim
Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern
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Geratebezeichnung

Hersteller

Analysenwaage Sartorius Research
Analysenwaage Sartorius basic BA210S
APACT 4004

ChemiDoc™ XRS+ System
CO,-Brutschrank ICO 105

Colibri Microvolume Spectrometer

Cryogenic Freezer - MDF-C2156VANC-
PA

Excella E24 Incubater Shaker Series
Fluoroskan Ascent®

Guava® easyCyte HT Flow Cytometer
Laborschuttler KS-15

LAF Werkbank Holten Safe 2010
Lichtmikroskop Axiovert 25
Lichtmikroskop Axiovert 200
Lichtmikroskop Wilovert Standard HF/K

Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Blotting

Module mit PowerPac 300

Multiskan® EX

Multipette® M4

Multiwell Reader FLUOstar™ OPTIMA
Neubauer Improved® Zahlkammer
pH-Meter S20 SevenEasy™ pH
Pinzetten, diverse

Pipette (1-5 mL) Finnpipette®

Pipette (10 pL) Research® plus
Pipette (100 pL) Research® plus
Pipette (1000 pL) Research® plus

Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen
BioRad, Hercules, CA, USA

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwachbach

Titertek Berthold, Bad Wildbad
PHC Holdings Corporation, Tokyo

New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
USA

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold

Merck Chemicals GmbH,Darmstadt
Edmund Biuhler GmbH, Hechingen
Heto-Holton A/S, Allergd, Danemark
Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Zeiss, Oberkochen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen

Thermo Scientific GmbH, Langenselbold
Eppendorf AG, Hamburg

BMG Labtech GmbH, Ortenberg

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Langenselbold

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
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Geratebezeichnung

Hersteller

Pipette (10 pL) Transferpette® S
Pipette (100 pL) Transferpette® S
Pipette (100 pL) Transferpette® S
Pipette (200 pL) Transferpette® S-8
Pipette (200 pL) Transferpette® S-12

Pipette (200 pL) Transferpette® S-12
electr.

Purelab® Plus Wasseraufbereitungsanlage
Purelab® Flex Wasseraufbereitungsanlage
Spatel, diverse

SHP Laborautoklav LABOKLAYV 100-
Serie

Thermomixer comfort (IsoTherm 1,5 mL)
Trockenschrank 60°C
Ultraschallbad Sonorex® Super RK 103 H

Vortex-Genie 2

Zellzéhler CASY® 1 Model TT
Zentrifuge Mini Spin
Zentrifuge Universal 32 R

Zentrifuge Universal 320R

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

ELGA LabWater, Celle

ELGA LabWater, Celle

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schilof3

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Holding GmbH, Hanau

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin

Scientific industries, New York, USA
Scharfe System GmbH, Reutlingen
Eppendorf AG, Hamburg

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

Tabelle 7: Geréte

4.2.3 Software

Bezeichnung, Version

Urheber

APACT LPC-Software

ACD/ChemSketch
GraphPad Prism® 8

© LABIiTec GmbH, Ahrensburg,
Deutschland

© ACD/Labs, Toronto, Kanada

© GraphPad Software, San Diego, CA,
USA
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Bezeichnung, Version

Urheber

guavaSoft™ 3.1.1

ImageLab™ 6.0 Software

ImageJ

Inkscape 1.1
Microsoft 365:
. Microsoft® Excel
. Microsoft® PowerPoint
ZEN 3.0 (blue edition)
Zotero 5.0.96.2

© Merck Millipore, Burlington, MA,
USA

© Bio-Rad Laboratories 2010

Rasband, W.S., NIH, Bethesda, Maryland,
USA

Software Freedom Conservancy

© Microsoft Corporation, Washington, USA
e Microsoft® Visio
e Microsoft® Word

© Carl Zeiss GmbH, Oberkochen

© Roy-Rosenzweig-Center for History

and New Media

Tabelle 8: Software
4.3 Zellkultur

Zur Einhaltung der aseptischen Bedingungen und Vermeidung einer Kontamination mit
Bakterien und Pilzen werden alle zellul&dren Arbeiten unter einer Laminar-Air-Flow (LAF)
Werkbank durchgefiihrt. Es werden ausschliel3lich steril autoklavierte Arbeitsmaterialien und
70 % (VI/V) Isopropanol zur Desinfektion verwendet. Zur Vermeidung von Mykoplasmenwird

die Werkbank regelmaRig zu Beginn und zum Schluss mit Mycoplasma Off behandelt.

4.3.1 Zelllinien
Bereits 1975 wurden die Karzinomzellen MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™) von A. Yunis aus

dem Pankreasgewebe eines 65-jadhrigen Kaukasiers entnommen [241]. Die undifferenzierten
Tumorzellen besitzen eine Verdopplungszeit von 40 h und kennzeichnen sich durch einen

triploiden Chromosomensatz aus.

Die Pankreaskarzinomzellen AsPC-1 (ATCC® CRL-1682™) entstammen einer 62-jahrigen
Kaukasierin [242]. Die aus der Aszites entnommenen Zellen wurden in Nacktméausen
transplantiert und aus dem daraus resultierenden Tumor isoliert [243]. Im Vergleich zu den
MIA PaCa-2 Zellen bilden die AsPC-1 Zellen nach direkter Injektion in die Bauchspeicheldrise
von Nacktmausen kleinere Tumore aus [244]. Die Wahrscheinlichkeit einer Tumorentwicklung
bei AsPC-1 liegt bei 100% und bei den MIA PaCa-2 Zellen bei 83% [245].
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Die ebenfalls adharenten Adenokarzinomzellen Capan-2 (ATCC® HTB-80™) entspringen dem
Primértumor eines 56-jéhrigen Kaukasiers [246]. Im Gegensatz zu den AsPC-1 Zellen, welche
schlecht differenziert sind, besitzen die Capan-2 Zellen eine hohe Differenzierung mit einer

hohen Ubereinstimmung mit dem Ursprungsgewebe [247].

Bei den SW480 Zellen (ATCC® CCL-228™) handelt es sich urspriinglich um ein primares
kolorektales Adenokarzinom eines 50-jahrigen Kaukasiers [248]. Die Zelllinie wird nach der
Dukes-Klassifikation [249] ins Stadium B eingeordnet, da die Infiltration des Tumors bis zum
perirektalen Gewebe reicht. Die ebenfalls adharenten SW620 (ATCC® CCL-227™) entstammen
der Zelllinie SW480 nach erfolgter Metastasierung in den Lymphknoten [250]. Aufgrund dessen
werden die SW620 als Dukes Stadium C Zellen klassifiziert.

4.3.2 Revitalisierung und Subkultivierung

Zur Langzeitkonservierung werden die Zelllinien in KryogefélRe bei -196°C in fllissigem
Stickstoff oder bei -152°C in einem Tiefkihler gelagert. Diese werden zur Inkulturnahme bei
Raumtemperatur (RT) aufgetaut und schnellstméglich in 9 mL Zellkulturmedium in ein
Zentrifugenrdhrchen pipettiert. Nach Zentrifugation bei 450 g fiir 4 min bei 4°C wird das im
Uberstand befindliche DMSO, welches eine Zellschadigung verursachen kann, entfernt und das
Pellet wird in eine T75 Zellkulturflasche Gberfuhrt. Die Lagerung jeglicher Zellkulturflaschen
erfolgt im Inkubator bei 37°C und 5 % CO, Gehalt.

Die Zellkulturflasche wird nun téglich visuell und lichtmikroskopisch tberpriift. Das im
Zellmedium vorhandene Phenolrot zeigt dabei den pH-Wert des Mediums an und deutet damit
indirekt auf den Umsatz der Stoffwechselprodukte und die Nahrstoffkonzentration hin [251]. Bei
einer Gelbfarbung des Mediums muss dieses gewechselt werden. Dabei wird der Uberstand aus
der Zellkulturflasche abgesaugt, die adh&rente Monolayerkultur wird mit einem Phosphatpuffer
(DPBS) gewaschen und mit frischem Medium versehen. Sobald circa 80 % der gesamten
Wachstumsflache der Zellkulturflasche mit einem Zellrasen bedeckt ist, kdnnen die Zellen
passagiert werden. Dazu werden die Zellen nach einem Waschvorgang mit DPBS in einer
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02%) Losung bei 37°C fur ca. 5min inkubiert. Die
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) komplexiert dabei die fur die Zell-Zell-Bindung
notwendigen Calcium- und Magnesiumionen und das Trypsin als Endopeptidase 10st die Zell-
Matrix-Verbindung. Nach leichtem Abklopfen der Zellkulturflasche kdnnen die nun vom
Flaschenboden ersichtlich gelosten Zellen in Zellmedium aufgenommen werden. Das dem

Medium zugesetzte fetale Kalberserum (FKS) deaktiviert dabei das Trypsin. Zur Entfernung des
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EDTA aus der Losung wird dieses bei 450 g fiir 4 min bei 4°C zentrifugiert und das entstehende
Zellpellet wird in nahrstoffreichem Zellmedium resuspendiertund mit einer Konfluenz von 20 %
in eine neue Zellkulturflasche ausgesat.

Bei Untersuchungen von Oberflachenproteinen wird beim Losen der Zellen auf Trypsin
verzichtetund lediglich EDTA verwendet, um diese nicht zu zerstéren. Die Zellen werden dann

im Anschluss in DPBS statt in Medium aufgenommen.

Der gentechnische knock out des MACC1-Gens wurde im Max Delbriick Center for molecular
medicine (MDC) in Berlin mit der CRISPR/Cas-Technologie durchgefuhrt. Durch eine RNA-
vermittelte Verschiebung des Leserasters wird so der Genabschnitt deaktiviert. Zur Selektion der
erhaltenen transfizierten SW620 MACC1 Kontrollzellen und der SW620 KO-Variante wird in
regelméaBigen Abstanden das Medium mitdem Antibiotikum Blasticidin [10 pg*mL™] versetzt.
Da den transfizierten Zellen, sowohl der KO-Variante als auch den Kontrolzellen, der fur eine
Antibiotikaresistenz notwendige Genabschnitt hinzugefiigt worden ist, kénnen diese auch nach
mehreren Passagen der Subkultivierung von den urspriinglichen Zellen selektiert werden.
Ebenso wurde im MDC unter Verwendung von siRNA ein IGFBP2 knockdown Variante erstellt.
Dem Selektionsmedium der SW620 IGFBP2 Kontrollzellen und der KD-Variante wird das
Antibiotikum Puromycin [2 pg*mL™] hinzugegeben.

Tabelle 9: Zusammensetzung des fiir jede Zelllinie spezialisierten Kulturmediums

Zelllinie Kulturmedium-Bestandteile Volumina [mL]
MIA PaCa-2 DMEM Nahrmedium 500 mL
FKS 50 mL
Penicillin/Streptomycin-Ldsung 5SmL
L-Glutaminldsung (200 mM) 5mL
AsPC-1 & RPMI-1640 N&hrmedium 500 mL
Capan-2 FKS 50 mL
Penicillin/Streptomycin-Ldsung 5mL
SW620 DMEM Nahrmedium 500 mL
FKS 50 mL
L-Glutaminlésung (200 mM) 10 mL
Natriumpyruvat-Losung (100 mM) 5mL

4.3.3 Zellzahlbestimmung
Eine definierte Einstellung der Zellkonzentration ist in allen folgenden Untersuchungen
unabdingbar. Hierfir wird der Durchflusszytometer CASY® 1 Model TT Cell Counter
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verwendet. Das coulter principle, welches bereits in den 1940er Jahren von Wallace H. Coulter
zwecks Blutzellanalysen entwickelt wurde [252], beruht auf Widerstandsdnderungen zwischen
zwei Platinelektroden beim Durchtritt partikul&rer Teilchen [253]. Die Impedanzénderung ist
dabei proportional zum Volumen der Partikel und gibt damit nicht nur die Quantitét der Zellen
wieder, sondern auch die Vitalitat [254]. Die Technik zur Differenzierung zwischen toten und

lebenden Zellen wird auch als Stromausschlussverfahren (ECE®) bezeichnet.

Die Zellen werden geltst (s. Kapitel 4.3.2 ), in Medium aufgenommen und zentrifugiert. Von
der Suspension, bestehend aus einem Tumorzellpellet im Medium, werden nun 20 pL in 10 mL
einer steril filtrierten isotonischen Pufferldsung (CASYton®) tberfiihrt und vermessen. Aus der
GroRenverteilung lasst sich die Zellviabilitat in [%] und die Zellzahl in [counts*mL7]

bestimmen.
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4.3.4 Kontaminationen

Das Zellmedium wird stets zur Vermeidung von Kontaminationen mit Antibiotika versehen. Fir
gewohnlich wird eine Kombination aus Penicillin und Streptomycin verwendet. Zusatzlich
werden die Zellen regelmaRig lichtmikroskopisch untersucht. Jedoch besteht immer die Gefahr
einer Kontamination der Zellkultur mit Mykoplasmen. Diese Bakterien aus der Klasse der
Mollicutes [255] sind lichtmikroskopisch nicht erfassbar und resistent gegeniber
Standardantibiotika. Kontaminationsquellen kénnen tierische Produkte wie das FKS oder
Trypsin sein, oder aber auch das Laborpersonal selbst. Eine breites Spektrum verschiedener

Stamme lassen sich mithilfe des PCR-basierten Detektionskits MycoSPY® [256] bestimmen.

4.3.5 Kryokonservierung

Durch ein dauerhaftes Passagieren unter bestimmten Kultur- und Selektionsbedingungen nimmt
die Homogenitat einer Zelllinie durch z.B. genetischen Verénderungen ab [257]. Zur
Konservierung werden die Zellen geldst und quantifiziert (s. Kapitel 4.3.2 / 4.3.3). Nach
wiederholter Zentrifugation bei 450 g fir 4 min bei 4°C werden die Zellen in speziellem
Gefriermedium mit einer Zellkonzentration von 2x10° TC*mL? resuspendiert. Das im
Kryomedium enthaltene DMSO dient dem Schutz der Zellen vor einer Beschadigung aufgrund
einer Kristallbildung [258]. Ab einer Temperatur von -130°C laufen keine biochemischen
Reaktionen ab, weswegen die Lagerung bei -196°C in fllssig Stickstoff oder bei -152°C im
Tiefklhler stattfindet. Eine schrittweise Abkuhlung der Zellsuspension auf 0°C und

anschlief3end auf -80°C schont die Zellen vor der anschliellenden Langzeitlagerung.

4.4 Thrombozytengenerierung

Thrombozyten stellen ein zentrales Element der Untersuchungen dieser Arbeit dar. Eine
regelmaRige  Versorgung mit Thrombozytenkonzentrat (TKZ) war durch das
Universitdtsklinikum Bonn aus der Abteilung ,.Institut fiir Experimentelle Himatologie und
Transfusionsmedizin“ gewihrleistet. Nach Ubergabe der fiir Patienten nicht mehr geeigneten
TKZ werden diese bei 22°C und unter Gewéhrleistung von ausreichendem Gasaustausch und
stetiger leichter Bewegung gelagert. Die Konzentration der Thrombozyten wird bereits im
Universitatsklinikum ermittelt und vor jedem Versuch auf die Obergrenze der physiologischen
Konzentration [259] von 4x10° plt*mL* eingestellt. Dafiir wird das Konzentrat bei 670 g fiir 10
min bei RT zentrifugiert, vom Uberstand getrennt und in Thrombozytenpuffer (PFB)

resuspendiert.
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Das frisch hergestellte thrombozytenreiche Puffer (PRB) wird kurz vor dem Einsatz noch mit
einer Calciumchlorid-Lésung (CaClz) [0,5 mol*L-1] zu einer Endkonzentration von 1 mM

recalcifiziert.

Lediglich fir den Thrombingenerierungs-Assay sind frische Thrombozyten notwendig. Dazu
wird unter Einhaltung der aktuellen Leitlinie [260,261] eine Vollblutprobe entnommen. Auf ein
vollstandiges Befullen der S-Monovette und vorsichtiges Invertieren ist zu achten. Die erste
Monovette wird aufgrund des erhdhten Stresses an der Einstichstelle verworfen. Die Probe wird
anschlieBend bei 210 g fir 20 min bei 20°C zentrifugiert und die obere thrombozytenreiche
Schicht (PRP) wird vorsichtig isoliert. Ein Verschleppen von Leukozyten aus dem sog. ,,buffy
coat ist strengstens zu vermeiden. Bei jeder Entnahme handelt es sich bereits um eine
physiologische Konzentration. Zur Qualitatswahrung werden stets Kontrollmessungen

durchgefihrt.

Monovette
Fullmarkierung
DTRETS o —

Plasma mit Thrombozyten

Zentrifugation
Buffy Coat

Vollblut (Thrombozyten & Leukozyten)

Erythrozyten

N — —

Abbildung 12: Isolierung von PRP nach Zentrifugation und Auftrennung von Vollblut in seine Bestandteile

4.5 Thrombozytenaggregations-Assay

Thrombozytenfunktionsstérungen werden bereits in der Klinik mittels Aggregometer
diagnostiziert. Ein besonders wichtiger Parameter bei Interaktionen zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten ist somit die Ausbildung von Thrombozytenaggregate. Die TCIPA korreliert,
soweit bekannt ist, mit dem metastatischen Potenzial der jeweiligen Tumorzellen [262]. Die
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born basiert auf Messung einer sich zeitlich
andernden Lichttransmission mithilfe der im APACT 4004 eingebauten LED-Photometer
[263,264]. Der in einer Kuvette befindliche Magnetriihrer dient der Homogenisierung der
Thrombozytenldsung. Es lassen sich insgesamt vier Kuivetten mit max. 220 pL Lésungsvolumen

gleichzeitig und v.a. unabh&ngig voneinander vermessen.
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Die Kalibrierung einer 100%igen Transmission geschieht einmalig mit dem
Thrombozytenpuffer in einer separaten Kiivette. Das frisch hergestellte PRB (s. Kapitel 4.4)
definiert hingegen vor jeder Messung die 0%ige Transmission. Nach Zugabe eines bekannten
Induktors wie z.B. TRAP-6 (Abbildung 13) oder der jeweiligen Tumorzelle kommt es zu einem
charakteristischen Kurvenverlauf. Beim anfinglichen sog. ,shape change* nimmt die
Transmission aufgrund der OberflachenvergroRerung durch Ausbildung von Pseudopodien ab.

Darauf folgt die primére reversible und dann die sekundare Aggregation.
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Abbildung 13: Kalibrierung der Transmission (0%-Wert) und Messung des Transmissionsverlaufs nach
Induktorzugabe (A) und Darstellung des Kurvenverlaufs mit Shape Change (1), primérer (2) und
irreversibler (3) Aggregation (B)
Die Tumorzellenwerden fiir jede Versuchsdurchfiihrung mit DPBS gewaschen (s. Kapitel 4.3.2)
und ausschliel3lich mit EDTA gel6st, zentrifugiert und in gewunschter Konzentration in DPBS
resuspendiert. Es werden 20 puL der Tumorzelllésung zu 200 pL des PRB hinzugegeben. Die
Endkonzentration der Tumorzellen betragt 1x10* TC*mL™ in der Kivette. Der Induktor TRAP-
6 wird einmalig in einer Endkonzentration von 42,5 uM eingesetzt, um die Thrombozyten auf
Funktionsfahigkeit zu priifen. Die simultane Vermessung einer reinen PRB Ldsung dient stets

zum Ausschluss einer Spontanaggregation.

Zwecks Untersuchungen des Einflusses von Inhibitoren wird das frisch erstellte PRB mit einem
der Testsubstanzen aus Tabelle 4 flr insgesamt 30 min prdinkubiert. Sofern nichts anderes
erwéhnt wird, kann die eingesetzte Endkonzentration ebenfalls der Tabelle entnommen werden.

Eine Vergleichsprobe wird mit dem jeweiligen Losungsmittel behandelt.
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4.6 Granula-Sekretions-Assay

Ein weiterer Indikator fir die Thrombozytenaktivierung ist die thrombozytare Granulasekretion.
Das sich u.a. in der 8-Granula befindliche Adenosin-5‘-triphosphat (ATP) wird dabei unter
Verwendung des Enzyms Luciferase durch Bestimmung eines Bioluminszenssignals
quantifiziert. Das lichtemittierende Enzym Firefly-Luciferase stammt urspriinglich aus dem
Gluhwirmchen Photinus pyralis und erzeugt durch Umwandlung von D-Luciferin in
Oxyluciferin eine Biolumineszenz, welche in ihrer Intensitdt mit der ATP Konzentration

korreliert. Das Emissionsmaximum bei pH 7,8 liegt bei 562 nm [265].

HO - ; HO
\C[S Sj + ATP firefly luciferase \©:S Sj + AMP + PPi
/> <\ . /> <\ _
N N, O Mg’ N NTg PO

COH

D-Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 14: Chemische Umsetzung von D-Luciferin mithilfe des Enzyms Luciferase in Oxyluciferin und
Freisetzung eines zum ATP proportionalen Biolumineszenzsignals [266]
Zum Start werden, analog und simultan zur LTA (s. Kapitel 4.5), 20 uL der vorbereiteten
Tumorzelllésung zu 200 uL des PRB hinzugegeben. Die Inkubationszeit ist dabei
tumorspezifisch und wird beim Vergleich verschiedener Tumorzelllinien zuvor ermittelt. Nach
der Inkubationszeit wird das Gesamtvolumen auf drei Wells mit je 50 pL aufgeteilt und kurz vor
der Messung mit dem Reagenzgemisch aus dem ATP Determination Kit versetzt. Die
Lumineszenzmessung findet im Multiwell Reader FLUOStar™ Optima statt. Als Maximalwert
dient wiederum die TRAP-6 Zugabe zu 200 puL PRB in einer Endkonzentration von 42,5 uM

nach ca. 4 min Inkubationszeit. Die Vermessung einer reinen PRB Losung dient als Nullwert.

4.7 Thrombozyten-Adhasions-Assay

Hierbei handelt es sich um einen calceinbasierten Assay zur Ermittlung einer kontaktvermittelten
Thrombozytenaktivierung durch Tumorzellen [267]. Zur Vorbereitung auf diesen Versuch
werden Tumorzellen mit Trypsin geldst (s. Kapitel 4.3.2) und auf eine Konzentration von
1x10° TC*mL™? eingestellt. Von dieser Tumorzelllésung wird 1 mL pro Well fiir 72 h in eine
96-Well Platte ausgesat und kultiviert. Am Versuchstag wird TKZ mit 1 uL*mL"* Calcein-
Acetoxymethylester (Calcein-AM) versetzt und bei 37°C fir 30 min unter standig leichtem
Schatteln und Lichtausschluss inkubiert. In dieser Zeit passiert Calcein-AM die Plasmamembran

und wird von Esterasen der lebenden Zelle hydrolysiert [268].
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Das nun hydrophile, fluoreszierende Calcein verbleibt in der Zelle und markiert die
Thrombozyten [269], welche anschlieBend in einer Konzentration von 4x10° plt*ml das PRB
darstellen (s. Kapitel 4.4). Die mit Tumorzellen konfluent bewachsene 96-Well Platte kann nun
abgeklopft und einmal mit 200 uL DPBS gewaschen werden, bevor 1 mL des mit Calcein
gelabelten PRB vorsichtig hinzugegeben wird. Nach 15-min(tiger Inkubation unter leichtem
Schitteln wird die Platte zweimalig gewaschen, um nicht am Zellrasen adhérierte Thrombozyten
zu entfernen. Durch 15-miniitiger Inkubation mit 100 pL einer 1%igen Triton® X-Ldsung
werden jegliche Zellen in der 96-Well Platte lysiert und das freigesetzte Calcein wird in eine
schwarzen Nunc™ F96 MicroWell™ Platte tberfihrt und am FLUOstar™ OPTIMA Multiwell

Reader bei einer Emission von 519 nm (Exzitation 485 nm) quantifiziert.

4.8 P-Selektin-Adhasions-Assay

Aufgrund der besonderen Rolle von P-Selektin bei der TCIPA wird beim statischen
Adhésionsassay die Bindungsfahigkeit von Zellen an immobilisiertem P-Selektin ermittelt. Zur
Beschichtung einer Nunc MaxiSorp® F96 Platte mit einem besonders hohen
Proteinbindungsvermdgen werden 50 uL pro Well des rekombinanten humanen Proteins P-
Selektin-Fc-Tag [20 ng*uL™] pipettiert und Uber Nacht bei 4°C gelagert. Es folgt ein
Waschvorgang mit PBS+ und die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 3% (m/V)
Rinderserumalbumin (BSA) in PBS+ fir 1h bei RT. Die Tumorzellen werden in der
Zwischenzeit ausschlieBlich mit EDTA abgeldst und auf eine Konzentration von 4x10* TC*mL-
! eingestellt (s. Kapitel 4.3.2), bevor diese fiir 30 min mit 2 uL*mL* Calcein-AM inkubiert und
nach einem Waschvorgang auf eine Konzentration von 1x10° TC*mL*? in PBS+ eingestellt
werden (s. Kapitel 4.7). Nach Zugabe von 100 pL der Tumorzelllésung fiir eine Inkubationszeit
von 2 h bei 4°C und zwei darauffolgenden Waschvorgéngen mit 100 pL PBS+, kann die Anzahl
der mit Calcein gelabelten und adhérierten Tumorzellen quantifiziert werden. Die Messung
erfolgtam FLUOstar™ OPTIMA Multiwell Reader bei einer Emissionvon 519 nm (Exzitation
485 nm).

4.9 Durchflusszytometrie — FACS

Der Durchflusszytometer dient der Charakterisierung verschiedener Tumorpopulationen anhand
ihrer ZellgroRe und Oberflachenbeschaffenheit. Durch eine immer schmaler werdende
Messkapillare istes moglich Zellen zu vereinzeln, bevor sie einen Laserstrahl (488 nm) passieren
und dieses Licht in verschiedene Richtungen streuen. Das Vorwaértsstreulicht (FSC) definiert

dabei die ZellgroRe in einem Bereich zwischen 0,2 — 150 uM und das Seitwartsstreulicht (SSC),
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welches im 90° Winkel vermessen wird, charakterisiert die Granularitéat [270]. Zellen kénnen
ebenso beim FACS unter Verwendung eines Fluorophors differenziert werden, was es
ermdoglicht Zellen spezifisch zu isolieren. Der griine Xanthen-Farbstoff FITC (Fluorescein-5-
Isothiocyanat) ist ein haufig verwendetes Fluorophor, welches an diverse Antikdrper gekoppelt
werden kann, wodurch Oberflachenproteine auf der Zellmembran erfasst werden kdnnen. Das

Absorptionsmaximum betragt 488 nm und das Emissionsmaximum 525 nm [271].

Fluorophor gekoppelter Durchflusskammer
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Abbildung 15: Aufbau eines Durchflusszytometerszur Ermittlungder ZellgréRe, Zellgranularitat und Expression
von Oberflachenproteine

Die Strahlungsintensitét (gain), die Messzeit oder die Zahl der insgesamt gemessenen Ereignisse

(Count) sind einige Variablen, welche voreingestellt werden. So reduziert ein anfanglich

definierter Schwellenwert (treshold) das Hintergrundrauschen, indem abgestorbene

Zellbestandteile aus der Messung aufgrund ihrer Grof3e ausgeschlossen werden.

Fur die Versuchsdurchfiihrung zur Bestimmung der zellul&ren tissue factor Expression werden
Tumorzellenmit EDTA geldstund mit DPBS gewaschen (s. Kapitel 4.3.2). Dies wird zwei Mal
mit Waschpuffer (BSA-L6sung 0,5%) wiederholt, bevor die Zellen gezéhlt (s. Kapitel 4.3.3) und
5x10% TC*mL in 3%iger BSA-LGsung resuspendiert werden. Eine darauffolgende 15-minditige
Inkubation mit BSA dient der Absé&ttigung unspezifischer Bindungsstellen. Nach Aliquotierung
der Zellsuspension zu je 100 pL werden je Ansatz 1,25 pg des monoklonalen priméren gegen
tissue factor gerichteten Antikorpers hinzugegeben und die Zellsuspension wird unter

Lichtausschluss fur 45 min bei RT inkubiert. Zur Entfernung nicht konjugierter Antikorper
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werden die Tumorzellen in einem Waschschritt bei 600 g fiir 4 min und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wird in 100 pL Waschpuffer aufgenommen und mit 0,5 pg eines FITC-gelabelten
sekundéren anti-goat Antikorpers fir 45 min lichtgeschutzt bei RT inkubiert. Nach
abschlielenden zwei Waschschritten werden die nun vorbereiteten Zellen in 300 pL
Waschpuffer in eine 96-Well-Platte pipettiert und am Guava® easyCyte HT Flow Cytometer

vermessen.

Im sog. Dot-Plot, bei dem der FSC gegen den SSC aufgetragen wird, kann die Zellpopulation
mit einem gate selektiert werden und diese ausgewéhlten Counts werden in einem Histogramm
gegen die logarithmische Fluoreszenzintensitdt dargestellt. Lediglich mit sekundarem
Antikorper behandelte Tumorzellen dienen als Nullwert. Eine Expression des tissue factors bei
der Probe ist gekennzeichnet durch eine Verschiebung der GauR“schen Normalverteilung im

Vergleich zum Nullwert.

4.10 Thrombingenerierungs-Assay

Tissue factor stellt einen potenten Initiator der extrinsischen Gerinnungskaskade dar [272]. Das
aufgrund einer Endothelverletzung, Entziindung oder Hypoxie in den Blutkreislauf freigesetzte
Glykoprotein fihrt tber mehrere Stufen zur Aktivierung der Serinprotease Thrombin.
Hauptsachlich aktiviert dieses den GPCR PAR-4 und fungiert somit als Surrogatparameter fur
eine Thrombozytenaktivierung [273]. Der Thrombingenerierungs-Assay (TGA) nutzt die
Proteasefunktion von Thrombin zur Spaltung des fluorogenen Substrats Z-Gly-Gly-Arg-AMC

und das daraus resultierende Fluoreszenzsignal wird zur Quantifizierung herangezogen.

LN

HN 7-Amino-4-Methyl-
cumarin (AMC)
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Abbildung 16: Die Strukturformel der modifizierten TGA Substrat® Losung mit dem fiir das Fluoreszenzsignal
verantwortliche 7-Amino-4-Methyl-cumarin (AMC)

Fur die Versuchsdurchfihrung wird frisch gewonnenes PRP (s. Kapitel 4.4) eingesetzt. Zwecks

Hemmung der intrinsischen Gerinnungskaskade wird das PRP mit 50 pg*mL™ des spezifische
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Faktor Xlla-Inhibitors corn trypsin inhibitor (CTI) versetzt [274,275]. Tumorzellen werden mit
ausschlieflich EDTA gel6st und mit einer Konzentration von 2x10° TC*mL? vorbereitet (s.
Kapitel 4.3.2). Jede Messung beinhaltet eine Negativkontrolle, um Thrombozyten-aktivierende
Artefakte, z.B. durch verschleppte Erythrozyten, auszuschlieRen und eine Positivkontrolle zur
Sicherstellung der Funktionsfahigkeit der PRP-L6sung. Das dafur eingesetzte TGA-Reagenz C
High® (RCH) beinhaltet eine Mischung aus tissue factor und hoch konzentrierten Phospholipid-
Mizellen. Von besonderer Bedeutung fuir die Messung und im TGA-Substrat® ebenso enthalten
sind Ca?*-lonen [276]. Jede Tumorzelllinie wird ebenfalls ohne Thrombozyten als Nullwert

vermessen.

Tabelle 10: Pipettierschema fiir den Thrombingenerierungs-Assay

Reagenz Negativkontrolle Positivlgontroll Nullwert TC Probe TC
PRP 17 pl 17 pl - 17 pl
Tumorzellen - - 5ul 5ul
DPBS 33 ul 23 ul 45 pl 28 ul
TGA RCH® - 10 pl - -
TGA Substrat® 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
100 pl Gesamtvolumen

4.11 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Zur Quantifizierung spezifischer Gene in Tumorzellen wurde eine real time gPCR durchgefiihrt.
Die dafir notwendige RNA wurde aus den Tumorzellenunter Verwendung des RNA Isolations
Kits separiert. Hierflr wurden 3x10° TC fir 5 min bei 1000 g zentrifugiert und anschlieRend
unter Inhibierung der RNAse fiir 5 min mit 500 uL TRI Reagent® lysiert. Nach zweiminutiger
Zentrifugation bei 12.000 g wird die benétigte RNA im Uberstand isoliert und mit weiteren
500 pL 96%-igem Ethanol versetzt. Unter Verwendung der im Kit enthaltenen Zymo-Spin™
Saule wird die RNA durch dreimaliges waschen aufgereinigt und mit DNA/RNA-freiem Wasser
aus der Saule eluiert. Die Probe kann nun bei -80°C gelagert werden. Der Zielproteinkoeffizient
(Az60/A2s0) bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung am Colibri Microvolume

Spectrometer soll zwischen 1,90-2,10 liegen.

Nach Einstellung der Konzentration der isolierten RNA auf 50 ng*3 pL?* wird diese auf
insgesamt 20 pL aufgefillt mit 1,25 pM Random Hexamers, 1 mM dNTP Mixtur, 1 U*uL™?
RNase inhibitor, 10 U*uL™* MuMLV Reverse Transkriptase und 1XRT-Puffer. Die Reaktion zur
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Generierung der cDNA erfolgt fiir 10 minbei 30°C, fr 40 minbei 50°C, fiir 5 min bei 99°C und
wird abschlieBende auf 4°C abgekuhlt. GemalR Herstelleranweisung wird die erzeugte cDNA
mithilfe des HotStart DNA Master SYBR Green | Kit® beim genspezifisch PCR analysiert. Die
Vervielfaltigung der cDNA beginnt miteiner initialen Denaturierung bei 95°C (5 s). Der Primer
bindet nun beim sog. Annealing bei 60°C (45 s) an die in Einzelstrange geteilte Matrize und die
Polymerase synthetisiert den komplementaren DNA-Strang. Dieser Zyklus wird insgesamt
40fach wiederholt. Die fir die real time PCR verwendeten Primer sind in der u.a. Tabelle

wiedergegeben.

Tabelle 11: Zur genspezifischen real time PCR (rtPCR)verwendeten Primer

MACCI1 fow. S-TTCTTTTGA TTC CTC CGG TGA-3'

MACCI rev. 5-ACT CTG ATG GGC ATG TGC TG-3'

IGFBP2 fow. 5'-GCC CTC TGG AGC ACC TCT ACT-3'

IGFBP2 rev. 5-CAT CTT GCA CTG TTT GAG GTT GTA C-
3’

G6PDH fow. 5'-ATC GAC CAC TAC CTG GGC AA-3’

G6PDH rev. 5'-TTC TGC ATC ACG TCC CGG A-3’

Zur Quantifizierung wird eine Verdinnungsreihe der Zielgen-exprimierenden Zelllinien als
Standardkurve verwendet. Es wurden in jeder Versuchsdurchfiihrung Duplikate verwendet und
unter Verwendung des Housekeeping-Genes G6PDH normalisiert. Die Ergebnisse stammenvon

drei unabhangigen Durchgéngen.

4.12 Proteinanalytik

Durchgefiihrte Transfektionen beeinflussen die genetische Kodierung und somit auch die
Zusammensetzung des Proteoms. Zum Verstandnis der zelluldren Signalweiterleitung werden
ausgesuchte Proteine mittels Elektrophorese aufgetrennt und nach Ubertragung im Western-Blot
untersucht. Von Zellen sezernierte Proteine lassen sich mittels Enzym-linked-Immunosorbent-

Assay (ELISA) quantifizieren.

4.12.1 Generierung von Zelllysaten und Zelltberstanden

Die Isolierung der Proteine kann mechanisch, z.B. durch eine Ultraschall-Behandlung, oder auch
chemisch stattfinden. Letzteres bietet eine schonende Variante der Separation der
Zellbestandteile und wird im Folgenden durchgefihrt. Die verwendeten Detergenzienim RIPA-
Lysepuffer solubilisieren die Proteine und storen dabei die Lipid-Lipid-, Protein-Protein- sowie

Protein-Lipid-Interaktion [277]. Zur Vermeidung des enzymatischen Abbaus oder
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Desphosphorylierung findet die Herstellung des Lysats bei 4°C und unter Verwendung diverser
Protease-Inhibitoren (PIC, PMSF) und des Phosphatase-Inhibitors Natriumorthovanadat statt
[278].

Die Tumorzellen werden mit eiskaltem DPBS gewaschen und mit EDTA gel6st (s. Kapitel
4.3.2). Nach erneutem Waschschritt und Zellzahlung (s. Kapitel 4.3.3) wird das Pellet mit dem
fertigen Lysepuffer-Gemisch zu 5x10% TC*mL™ resuspendiert und fir 30 min bei 4°C mit
800 U*min?® im ThermoMixer® unter standigem Schutteln inkubiert. Die Losung wird
anschlieBend am Vortexer gemischt und bei 14.000 g bei 4°C fur 15 min zentrifugiert. Die im
klarem Uberstand befindlichen solubilisierten Proteine werden vorsichtig von den unléslichen

Zellbestandteilen getrennt und nach der Aliquotierung bei -80°C gelagert.

Wahrend der Erstellung des in Kapitel 4.4 beschriebenen PRB wird nach Zentrifugation des TKZ
bei 670 g fiir 10 min bei RT der Uberstand des Plasmas fiir weitere Untersuchungen abgezweigt.
Neben dem Thrombozytenplasma wird auch der Thrombozyteniiberstand vermessen, welcher
nach Recalcifizierung des frisch gefertigten PRB mit TRAP-6 in einer Endkonzentration von
42,5 uM aktiviert wird. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wird der Uberstand der aktivierten
und einer unbehandelten Probe durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 min bei RT vom Pellet
entfernt.

Zur Generierung von Zelltiberstanden von Tumorzellen werden 2x108 TC pro T75-
Zellkulturflasche ausgesét und nach 6 h wird das Medium entfernt, die Zellenwerden mit DPBS
gewaschen und es wird FKS-freies Medium hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 48 h bei
37°C und 5 % CO,-Gehalt wird der Uberstand vorsichtig entnommen, bei 14.000 g bei 4°C fiir
15 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend aliquotiert. Dieser kann fir insgesamt

6 Monate bei -80°C gelagert werden.

4.12.2 Gesamtproteinbestimmung

Zur anschlieBenden Bestimmung der Proteingesamtmenge wurde der Pierce™ BCA Protein
Assay Kit verwendet, um das VVolumen flr 20 pug Proteinmenge zu ermitteln. Peptide bilden im
alkalischen einen farbigen Chelatkomplex mit Cu?* lonen aus, vergleichbar mit der Biuret-
Reaktion. Bei 37°C reduzieren die Aminosauren Cystin, Cystein, Tryptophan und Tyrosin das
Cu?* zum einwertigen Kupfer lon. Bei 60°C findet die Reduktion der Cu?* lonen ebenfalls durch
Peptidbindungen statt, woraus sich eine verringerte Abhéngigkeit der Proteinkonzentration von
der Proteinzusammensetzung ergibt [279]. Das farbige BCA-Kupfer(l)-Komplex kann

photometrisch bei 570 nm vermessen werden.
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Abbildung 17: Farbreaktion von einwertigem Kupfer mit BCA zu einem violetten Komplex

Fur die Durchfihrung werden vier Verdiunnungen (1:10, 1:20, 1:50, 1:100), erstellt aus 20 puL
des zuvor hergestellten Lysats, in einer 96-Well Platte vermessen. Zur Quantifizierung wird eine
Kalibriergerade vom BSA in verschiedenen Konzentrationen (50/75/100/200/300/400 pg*mL™)
inkl. Nullwert erstellt. Als Qualitatskontrolle dienen drei Konzentrationen von BSA
(150/250/350 pg*mL1). Der Korrelationskoeffizient ist dabei > 0,99 und die Abweichung der
Qualitatskontrolle rangiert zwischen =5 % insgesamt. Alle Werte sind Mittelwerte eines
Duplikates. BCA-Reagenz und Kupfersulfat-Lésung werden in einem Verhéltnis von 50:1 zu
200 pL je Well hinzugefugt und fir 60 min bei 60°C unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Messung findet am Multiskan® EX Plattenleser bei RT statt.

4.12.3 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht eine
saubere Auftrennung der zuvor isolierten Proteine durch Anlegen eines elektrischen Felds [280].
Das SDS ist dabei zum einen fur die Denaturierung der Tertidr- und Sekundarstruktur der
Proteine notwendig, zum anderen maskiert es die Eigenladung der nun geradlinigen Proteinkette.
Dabei bindet in Abhéngigkeit der ProteingroRe eine definierte Menge SDS an das Protein und
bildet anionische Mizellen. Der Zusatz von Mercaptoethanol dient der zusatzlichen Reduzierung
der Disulfidbriicken. Das verwendete Gel fur die Elektrophorese wird aus den Bestandteilen
Acrylamid und N,N‘-Methylenbisacrylamid in einer radikalischen Polymerisation hergestellt,

wobei das Mischungsverhéltnis die Porengrofle bestimmt. Bei der durchgefiihrten
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diskontinuierlichen Elektrophorese wird die Probe im weitporigen Sammelgel aufkonzentriert,
indem der pH-Wert nahe dem isoelektrischen Punkt von Glycin liegt und eine abnehmende
Feldstarke bis zum Erreichen des Trenngels aufgebaut wird. Beim verwendeten Chlorid/Glycin-
Puffersystem dient dabei das neutrale Zwitterion Glycin mit einer geringen elektrophoretischen
Mobilitat ndmlich als Folge-lon, wahrend das Chlorid lon durch seine hohe Ladung das Leit-lon
darstellt. Beim Trenngel é&ndert sich der pH-Wert und damit auch die Ladung und
elektrophoretische Mobilitat von Glycin. Nun kénnen die aufkonzentrierten Proteine in einem
feinporigen Gel bei konstanter Feldstarke durch unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit
der ProteingroRe nach getrennt werden [281].

Mittels eines Standards bekannter Proteine 1&sst sich im Anschluss die ProteingroRe bestimmen.
In die Taschen werden 20 pug des Lysats oder 1,5 pL des Standards pipettiert. In der mit

Elektrophoresepuffer gefullten Trennkammer erfolgt die Trennung fiir 60 min bei 200 V.

Proteinstandard Kathode

@@ @. Proteinproben l
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o Sammelgel — p _::L(mﬂ;[_ "

Elektrophorese-Gel
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Elektrophorese-Gel

Elektrophorese-Puffer

Abbildung 18: Aufbau der Elektrophorese Apparatur und Durchfuhrung der Gelelektrophorese mit einem
diskontinuierlichen Polyacrylamidgel

Nach Trennung wird zur Normalisierung der Gesamtproteinmenge eine stain-free detektion

durchgefuhrt. Diese basiert auf die Verkniipfung kovalenter Bindungen zwischen Trihalogen-

Komponenten im Gel und der Aminosdure Tryptophan nach UV-Aktivierung, welche anhand

der erzeugten Fluoreszenz quantifiziert werden.

4.12.4 \Western-Blot

Zur Identifizierung der Proteine im Western-Blot werden Antikorper eingesetzt. Die sich im
Polyacrylamidgel befindlichen Proteine sind jedoch nicht zugénglich, weswegen diese auf eine

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (bertragen werden [282]. Zur Aktivierung der stark
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hydrophoben PVDF-Membran wird diese fir 20 s in Methanol inkubiert und im blotting-
sandwich, bestehend aus zwei Schwammen, zwei Filterpapieren, der Membran und dem Gel,
eingesetzt. Die Migration der Proteine erfolgt bei 100 V fir 1 h unter Verwendung des
Transferpuffers (TBS-T). AnschlieRend werden unspezifische Bindungsstellen mit einer 5%igen
(m/V) Magermilchlésung in TBS-T fur 1 h blockiert und nach drei Waschvorgangen mit TBS-
T folgt die Inkubation des priméaren gegen IGFBP2 gerichteten Antikdrpers tiber Nacht. In einem
einstiindigem Zeitintervall bindet ein mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierter
sekundarer Antikorper an die rezeptorbindende Doméne (RBD) des Fc-Fragments des priméaren
Antikorpers. Uberschiissige Antikorper werden nach jeder Inkubation in einem dreifachen
Waschvorgang mit TBS-T entfernt. Die Detektion im letzten Schritt erfolgt durch Zugabe eines
Luminol-Peroxidreagenz zur PVDF-Membran fir finf Minuten. Durch die von HRP katalysierte
Oxidation des Luminol geht das Zwischenprodukt 3-Aminophtalat-Dianion hervor. Das dabei
erzeugte Chemolumineszenz-Signal bei 430 nm wird vom ChemiDoc™ XRS+ System

visualisierte [283].

HRP 0

O
HRP konjugierter ! B
NH O
sekundirer Antikiirpe-r‘l( | + H,0, 4+ 2H,0+ 2N,
NH (@]
primérer Antikorper J:L}\ NH, O NH, O
Luminol 3-Aminophtalat-
[ Zielprotein I Dianion

Abbildung 19: Detektion des IGFBP2 mittels priméren und HRP-konjugierten sekundéren Antikdérper und die
durch Luminol als Substrat ausgeléste Chemolumineszenz

Zur Auswertung erfolgt zunéchst die Normalisierung der Gesamtproteinmenge mittels stainfree

detection. Weiterhinwird als interner Standard neben dem Zielprotein das von der Behandlung

einer Zelllinie unbeeinflusste, zytosolische housekeeping Protein o-Tubulin eingesetzt.

Aufgrund seines Molekulargewichts von 50 kDa kommt es mit IGFBP2, dessen

Molekulargewicht bei 33 kDa liegt, zu keiner Uberlappung. Die Auswertung erfolgt mit der

Software ImageLab.

4.12.5 Sandwich-ELISA

Der enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) erlaubt im Vergleich zum Western-Blot die
zusatzliche Quantifizierung von Proteinen aus dem Zelllberstand (sup.). Eine 96-Well Platte ist
dafiir mit einem monoklonalen Antikorper beschichtet, an welches das Zielprotein wéhrend einer

zweistiindigen Inkubationszeit bindet. Nach dreimaligem Auswaschen der nicht gebundenen
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Bestandteile wird ein mit HRP konjugierter polyklonaler Antikorper zur Bindung an dasselbe
Zielprotein hinzu pipettiert. In der einsttindigen Inkubationszeit ergibt sich ein sog. sandwich, in
dem z.B. das human IGFBP2 zwischen den zwei Antikorpern eingebunden wird. Sobald das
Well dreifach gewaschen wurde, kann nun durch Zugabe des Substrats die enzymatische
Farbreaktion starten. Die vorher frisch hergestellte Substratlosung ist eine Kombination aus
Wasserstoffperoxid und dem eigentlichen Substrat 3,3,5,5¢-Tetramethylbenzidin (TMB),
welches durch das Enzym HRP oxidiert wird. Als Stoppldsung fiir die enzymatische Reaktion

und zur Einstellung des pH-Werts wird eine 1 M Schwefelsdureldsung eingesetzt.

HRP konjugierter HRP
polyklonaler Antikérper

H4C CHs HiC, CHs
HoN O O NH, + HZOZ HN CC NH + ZHZO
Zielprotein
=
R\ HC CH, HsC

CHy
monoklonaler Antikérper ﬁ T™MB Tetramethyl-diphenochinon-diimin

Abbildung 20: Sc_hematischerAufbau eines sandwich-ELISA und Darstellung der enzymatischen Farbreaktion
mit TMB

Fir den Assay wurde das Quantikine® ELISA-Kit von R&D System verwendet, welche eine

ausfuhrliche Herstelleranweisungen enthalt. Zur Erstellung einer Kalibriergerade wurden sieben

Konzentrationen in der Spanne zwischen 20 ng/mL bis 0,313 ng/mL vermessen. Als Nullwert

dient zusétzlich der sog. Calibrator Diluent RD5-20, welcher auch fir die Verdinnungsreihe

eingesetzt wurde.
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4.13 Wundheilungs-Assay

Der Wundheilung- oder Scratchassay ist ein einfaches und anerkanntes Verfahren, um die
Migrationsféhigkeit von Zellen in einer zweidimensionalen Betrachtung zu detektieren [284]. Da
Migrationsmechanismen einzelner Zellen aus dem Primartumor in der Bewegung zum Blut- und
Lymphsystem erfolgen miissen [22], spielt die Migration und der Ubergang von der epithelialen
in die mesenchymale Form der Zellen eine besondere Rolle bei der Metastasierung. Die
Aufzeichnung einer zweidimensionalen WundschlieBung ist eine bedeutende und standardisierte
in vitro Methode in der Zellbiologie, durch die ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Faktoren widergespiegelt werden kann [285]. Bereits 1968 wurde beim Prozess der Wundheilung
am Hornhautepithel festgestellt, dass die als lateral sliding beschrieben Migration noch vor der
Zellproliferation auftritt [286]. So wird die Migration als limitierender Faktor neben der

Proliferation beschrieben [287].
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Abbildung 21: Darstellung der Durchfiihrung des Wundheilungs-Assay
Fur die Durchfuhrung werden Tumorzellen geldst (s. Kapitel 4.3.2) und in eine 24-Well-Platte
mit 6x10° TC*mL™*Well! fir 24 h bei 37°C mit 5% CO. inkubiert. Nach Erreichen einer
Konfluenz von mindestens 80 — 90 % kann mithilfe einer 200 pL Pipettenspitze eine kunstliche
Wunde induziert werden (scratch). Die Pipettenspitze wird dazu senkrecht mit ausreichend
Druck diagonal durch das Well gezogen und erzeugt eine 50 um breiten Spalt, welcher von

Zellen befreit ist. Nicht adhasive und abgestorbene Zellen kénnen nun mit DPBS® gereinigt

werden, bevor 1 mL FKS-freies Medium jedem Well hinzugefugt wird. Die Abwesenheit von
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FKS reduziert den Proliferationsprozess und hebt den Migrationseinfluss auf die Wundheilung
hervor [288]. Direkt im Anschluss erfolgt zum Zeitpunkt t=0 eine Aufnahme der Wundfl&che mit
dem Lichtmikroskop Axiovert 200 unter Verwendung dazugehorigen Software ZEN®. Die
Bewegung des Wundrandes wird in regelméfigen Abstanden mikroskopisch dokumentiert. Zur
Auswertung wird die Reduktion des Wundraums mit ImageJ® bestimmt und mit GraphPrism®
als rel. Flache (%) gegen die Zeit (h) aufgetragen. Dabei entspricht die Anfangsflache (t=0) dem
100 %-Wert.

4.14 Invasions-Assay

Die Bestimmung einer zweidimensionalen Migration kann die Bewegung von Tumorzellen und
deren Invasion in das Gewebe nur ungeniigend simulieren. [289]. Die Zellbeweglichkeit und
Invasivitat einer Tumorzelllinie wird im Folgenden mit dem Invasions-Assay analysiert. Hierbei
wird eine gerichtete Zellmigration durch eine extrazelluldre Matrix unter dem direkten Einfluss
eines chemoattractant vermessen [290]. Die sog. Boyden-Kammer wurde urspringlich zur
Untersuchung der Leukozyten-Chemotaxis entwickelt und dient als Grundlage fir das
verwendete Zwei-Kammernsystem [291], welche ein Polycarbonat-Membraneinsatz besitzt.
Diese mit Corning® Collagen beschichtete Membran stellt die Matrix-Barriere dar, durch welche

die Tumorzellen aufgrund der unterschiedlichen Konzentration an Wachstumsfaktoren

migrieren [292,293].
,‘ Tumorzelle

Collagen

Membraneinsatz

24-Well-Platte

chemoattractant (FKS)

8 um Pore

Abbildung 22: Aufbau eines Zwei-Kammernsystems zur gerichteten Zellmigration

Zum Einsatz kommen die Kultureinsatze Nunc™ von Thermo Fisher mit einer PorengroRe von
8 um, einer Porendichte von 0,85x10° Poren*cm2 und einer Flache von 0,47 cm? [294]. Die
Einsatze werden zuvor mit Kollagen Typ | mit einer Endkonzentration von 15 pg*cm verdinnt
in DPBS® zu je 50 uL beschichtet. Nach Trocknung unter der LAF wird die Kollagenschicht mit
nochmals 50 pL DPBS® gewaschen. Tumorzellen werden mit EDTA gelost (s. Kapitel 4.3.2)
und quantifiziert zu 5x10° TC*200 pL? in FKS-freies Medium (s. Kapitel 4.3.3). Jeder Einsatz
wird mit 200 pL der Tumorzellsuspension befullt und in die 24-Well-Platte gepackt. Nach den
abgeschlossenen Vorbereitungen kann die 24-Well-Platte mit 500 pL Medium (5% FKS) gefllt
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werden. Es folgt eine Inkubation tiber 3 h bei 37°C im Inkubator. Die Zellzahl der oberen und
unteren Kammer wird am Durchflusszytometer Guava® easyCyte HAT quantifiziert. Die Inserts
werden mit 200 uL DPBS® gewaschen und die an der Membran haftenden Zellen mit
Formaldehyd fixiert. Nach zwei Waschschritten wird Trypanblau zur Féarbung der Zellen
eingesetzt. Der Uberschuss wird nach 20 min entfernt und die Membran nochmals gewaschen.
Die Visualisierung geschiehtam Lichtmikroskop Axiovert 200. Fur die Auswertung werden die

reziproken counts (count?) in ein Balkendiagramm aufgetragen.

4.15 Statistik

Alle im folgenden durchgefiihrten Experimente dieser Arbeit wurden mindestens mit einer
Stichprobenzahl (n) vondrei durchgefuhrt. Jeder Versuch wurde an einem unterschiedlichen Tag
unter Verwendung unterschiedlicher Proben in einem identischen Versuchsaufbau durchgefiihrt.
Die  Proben fir die Versuche zur  Granulasekretion, P-Selektin-Adhdsion,
Thrombozytenadhdsion und Wundheilung wurden in Triplikaten vermessen. Die Proben fir die
Versuche zur Thrombozytenaggregation, Durchflusszytometer, Thrombingenerierung,
Western Blot, Sandwich-ELISA und Invasion wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Die jeweilige
Darstellung der Versuchsergebnisse zur Thrombozytenaggregation, Thrombingenerierung,
Durchflusszytometrie und Western Blot ist reprasentativ. Die weitere Darstellung der
Versuchsergebnisse als Histogramm représentiert den Mittelwert der gesamten Stichprobenzahl
sowie die Standardabweichung. Sofern eine Normalisierung notwendig war, wurde diese stetsin
der versuchsbezogenen Stichprobe durchgefihrt. Die Signifikanz wurde miteinem ungepaarten
T-Test geprift. Die errechneten Signifikanzen sind mit Sternen (*) dargestellt. Dabei gilt:
*p < 0,05 (signifikant); **p < 0,01 (hoch signifikant); ***p < 0,001 (hochst signifikant).
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5. Ergebnisse und Diskussion

Wahrend einige der flr die TCIPA verantwortlichen Signalwege bereits identifiziert wurden,
bleiben einzelne Wege und vor allem deren Zusammenwirken noch unerforscht [295]. Die enge
Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten ist fur die Blutgerinnung von
Patienten mit Bauchspeicheldrisenkrebs hochst relevant. Insbesondere kdnnten Ansétze, die
verschiedene Hemmstrategien kombinieren, dazu beitragen die synergistischen Signalwege bei

der Thrombozytenaktivierung aufzukléren.

Zu Beginn des Ergebnisteiles wird eine Thrombozytenaktivierung zellunabhangig durch
verschiedene Aktivatoren induziert und der Einfluss diverser bekannter und experimenteller
Gerinnungshemmer auf die Thrombozytenaggregation und die Granulasekretion untersucht.
Dadurch soll eingangs ein Einblick in die Relevanz und das Zusammenwirken der

Aktivierungswege gewonnen werden.

Zwecks Evaluierung der molekularen Mechanismen der TCIPA werden drei unterschiedliche
Pankreaskarzinomzellen herangezogen, welche in Differenzierungsgrad und Malignitat
variieren. Das primare Ziel ist die Beeinflussung der Interaktion zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten anhand einer gezielten Kombinationstherapie der Testsubstanzen. Die
verwendeten Inhibitoren und Aktivatoren mit der jeweiligen Zielstruktur sind in Tabelle 4

Zusam mengefasst.

Dariiber hinaus sollen die Erkenntnisse auf Kklinisch relevante Biomarker in der Onkologie
angewendet und der molekulare Einfluss der Thrombozyten wahrend der Metastasierung
erforscht werden. Hierflr wird das an der Pathogenese des CRC beteiligte Onkogen MACC1
herangezogen, welches die Motilitadt und Metastasierung bekanntermafien beeinflusst.

Der Fokus wird neben der fir die Metastasierung relevanten Koagulation auch auf
kontaktvermittelte Umstrukturierung der epithelialen Tumorform gesetzt. Die gesammelten
in vitro Daten aus den Thrombozytenaktivierungs-Assays und Migrations-Assays sollen mithilfe
eines mausbasierten invivo Versuchs kontrolliert werden, um Puzzleteile der

Metastasierungsfrage zu beleuchten.
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5.1 Etablierung eines Messsystems zur Untersuchung der TCIPA

5.1.1 Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die Thrombozytenaggregation und
Granulasekretion

Zu Beginn bildet die Etablierung eines geeigneten Testsystems die Grundlage fir weitere
Versuchsdurchfiihrungen. Zu diesem Zweck wurden, unabhangig von den Tumorzellen, die in
Kapitel 2.3 und 2.4 dargestellten Inhibitoren auf ihr Interaktionspotenzial mit der
Thrombozytenaktivierung untersucht. Der Einfluss der Testsubstanzen auf die
Thrombozytenaggregation wurde parallel zur ATP-Freisetzung durchgefuhrt, sodass der Prozess

der Thrombozytenaktivierung simultan auf zwei Ebenen beurteilt werden kann.

Die Prainkubation der Thrombozyten mit Seratrodast als TPa-R Inhibitor zeigte in der
Abbildung 23 B einen eindeutig inhibitorischen Effekt auf die Thrombozytenaggregation,
sofern die Induktion durch U46619, einem TPa-R Aktivator, geschieht. Eine Hemmung des TPa-
R zeigt jedoch keine Wirkung bei Einsatz eines PAR-Aktivators, wie in Abbildung 23 A
deutlich wird. Die Abbildung 23 C bildet die parallel ablaufende ATP-Freisetzung aus der
Granula ab. Die Granulafreisetzung der Thrombozyten angestoRen durch U46619 wird aufgrund
der Inhibierung durch Seratrodast auf die Halfte reduziert, kann jedoch nicht ganzlich blockiert
werden. Die Rolle der positiven Ruckkopplung wird hier durch den Fokus auf die
Granulasekretion deutlich, denn die Aktivierung von mit Seratrodast vorbehandelten
Thrombozyten lasst sich nach Einsatz des PAR-Aktivators signifikant leicht reduzieren, hat aber
keinen Einfluss auf die zuvor erwéhnte Thrombozytenaggregation. Durch Hemmung des TPa-R
kann eine Granulasekretion stark genug reduziert werden, sodass auch die Aggregation sichtlich

beeinflusst wird.
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Abbildung 23: Einfluss des TPa-R Inhibitors Seratrodast auf die Aggregation nach Aktivierung der
Thrombozyten miteinem PAR Aktivator (TRAP-6) (A) und einem TPa-R Aktivator (U46619)
(B) mit der dazugehorige ATP-Freisetzung (C); n=5; statistische Signifikanz: *** p < 0.001

62



Ergebnisse und Diskussion

Diese Versuchsergebnisse deuten bereits auf eine Korrelation zwischen der ATP-Freisetzung
und der Aggregation der Thrombozyten hin, welche nicht zwingend direkt verlaufen muss. Es
wird die Vermutung aufgestellt, dass fur die Thrombozytenaktivierung sowohl die 16slichen
Faktoren als auch der direkte Kontakt eine wesentliche Rolle fur die Bildung von Aggregaten
spielen. Im o.g. Beispiel wird die Granulafreisetzung in jedem Fall nach Aktivierung durch

I6sliche Faktoren angestolRen. Eine Aggregation kann jedoch unter bestimmten Umsténden
verschoben werden.

Die Relevanz der kontaktvermittelten Thrombozytenaktivierung wird durch die Ergebnisse aus
Abbildung 24 verdeutlicht, in denen die Inhibierung des Oberflachenproteins P-Selektin unter
Verwendung der Testsubstanz Bimosiamose sowohl die Thrombozytenaggregation als auch die
Granulafreisetzung héchst signifikant hemmt. So scheint das auf den Thrombozyten befindliche
P-Selektin eine zentrale Rolle bei der Thrombozytenaktivierung zu spielen. Eptifibatid hingegen,
welches als GPIIbllla Inhibitor eingesetzt wird, reduziert zwar die Thrombozytenaggregation
deutlich, die Granulafreisetzung wird jedoch absolut nicht beeinflusst. Das grof3tenteils in seiner
inaktiven Form vorliegende GPIIbllla geht nach einer initialen Aktivierung inseine aktive Form
Uber, in der es gehemmt werden kann. Durch das Outside-In-Signaling des Glykoproteins jedoch
wird die Aktivierung weiterhin verstarkt und es kommt zu keiner Beeinflussung der

Granulafreisetzung, auch wenn die Bildung von Aggregaten eingeschrankt ist.
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Abbildung 24: Aktivierung der Thrombozyten mit einem PAR Aktivator (TRAP-6) und der Einfluss des P-
Selektin Inhibitors Bimosiamose auf die Aggregation (A) und der Einfluss des GPlibllla
Inhibitors Eptifibatid auf die Aggregation (B) mit der dazugeh6rige ATP-Freisetzung (C); n=5,
statistische Signifikanz: ns p >0,05, *** p < 0.001
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Durch die Blockierung des GPVI mithilfe von Losartan kann, wie in Abbildung 25 zu sehen ist,
ebenso effektiv eine Thrombozytenaggregation gehemmt werden, wenn diese durch den
Induktor des GPVI, nicht aber durch einen PAR Agonisten ausgeltst worden ist. Eine
Granulafreisetzung konnte durch Kollagen als Agonisten fiir GPVI nicht ausgeldst werden. Dies
kdnnte darin begrindet liegen, dass es sich hier um spezifisches Kollagen vom Typ | handelt,
wahrend das im Blutsystem freigesetzte Kollagen eine Mischung verschiedener Typen
repréasentiert, die in Kombination mit dem vWF die Granulafreisetzung durch Thrombozyten
fordert. Unabhéngig davon dient Kollagen selbstverstandlich, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben,
zur Vernetzung der Thrombozyten. Aus dem Versuchsresultat kann gefolgert werden, dass es
sich bei der Thrombozytenaggregation und auch der Granulafreisetzung nicht um einen
isolierten Prozess handelt, sondern diverse Faktoren zusammenspielen und in Synergie eine

erfolgreiche Gerinnung auslésen.
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Abbildung 25: Einfluss des GPVI Inhibitors Losartan auf die Thrombozytenaggregation nach Aktivierung mit
dem Agonisten fiir PAR (TRAP-6) (A) und dem Agonisten fur GPVI (Kollagen Typ ) (B) und
gfgi'eweils zugehdrige Granulafreisetzung (C); n=>5, statistische Signifikanz: nsp >0,05,**p <

Zur abschlielenden Optimierung der Untersuchungsmethode wurde jeweils der Einfluss des

P2Y1, Antagonisten Ticagrelor, des experimentellen P2Y; Antagonisten BPTU und des P2X;

Inhibitors PSB-181604 auf die Thrombozytenaggregation untersucht. Entgegen der

Literaturbeschreibung spielt der P2Y: Rezeptor keine untergeordnete Rolle in der

Thrombozytenfunktion und die Inhibierung beeinflusst die Aggregation dementsprechend im

Versuchsaufbau erheblich. Dahingegen ist eine Hemmung des P2X; Antagonist bei einer ADP-

vermittelte Aggregation der Thrombozyten beinah ausbleibend, im gegensatz zum bekannten

P2Y 1, Inhibitor Ticagrelor.
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Abbildung 26: Einfluss desP2Y12 Antagonisten Ticagrelor (A), des P2 X1 Antagonisten PSB-181604 (B) und des
P2Y1 Antagonisten BPTU (C) nach Aktivierung der Thrombozytenaggregation mit ADP als

P2Y1, Agonisten; n=5
Die regulatorischen Maoglichkeiten einer Thrombozytenaktivierung sind vielféltig. Eine
kontaktvermittelte Aktivierung scheint obligatorisch fir die Granulasekretion und Aggregation.
Ebenso spielen jedoch l6sliche Faktoren eine immense Rolle bei der Granulafreisetzung,
wodurch eine Vielzahl an Adhasionsmolekile freigesetzt werden kdnnen.
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5.1.2 Madglichkeit der konzentrationsabhangigen Verstarkung der Aktivierung der
Thrombozyten durch Einsatz von IGF-I

Die Einleitung der Aggregation ist von der Konzentration verschiedener Faktoren abhéngig. So
kann eine anfangliche Thrombozytenaggregation durch den starken PAR-Agonisten TRAP-6
durch die Zugabe von IGF-1 zusatzlich verstarkt werden. Dadurch ist eine geringere
Konzentration an TRAP-6 zum Auslésen der Aggregatbildung notwendig. Hierzu wurde eine
reduzierte Konzentration von TRAP-6 [10 uM] zu einer mit IGF-I prainkubierten Probe im
Vergleich zu einer unbehandelten Probe zugegeben, um eine Aggregation anzustof3en. IGF-I
besitzt die Besonderheit, dass es alleinig keine Thrombozytenaggregation auszuldsen vermag.
Eine Préainkubation der Thrombozyten mit IGF-1 jedoch erhoht deutlich das Aggregationsniveau,
wie in Abbildung 27 A zu sehen ist. Da sich IGF-1 auch in der Granula befindet, ist es moglich
nach Prdinkubation der Thrombozyten mit IGFBP2 sowohl die Aggregation als auch die
Granulasekretion konzentrationsabhangig zu reduzieren.

>
w
@]

IGFBP2 )
30 150 +0.20 ng/m 150
- IGF-1+ PAR +0.26 ngmi z | —
,\3. — PAR .\3. — +0.53 ng/ml S HhRK ik KRRk RREK dokkk
=) =) o
= 204 Plts —1009 =— +1.05ng/ml c 1004
c c 5
S S R
< T © g =
814 N\ 8 501 & T 50-
= (= s (T
(=)} > + o
< < l o
< .
- 0] «-&——= 0
i 4 8 12 5 10 15 dJo & &~ & & o
\S
Zeit [min] Zeit [min] TRV T
Q7 Q7 Q7
ORI
AN

Abbildung 27: Einfluss von IGF-I als Kostimulator fiir die Thrombozytenaggregation nach Aktivierung der
Thrombozyten mit TRAP-6 in einer Konzentration von 10uM (A) und die
konzentrationsabhdngige Blockierung der 42,5 uM TRAP-6 induzierten
Thrombozytenaggregation (B) und Granulasekretion (C) durch die Zugabe des rekombinanten
IGFBP2; n=5, statistische Signifikanz: **** p < 0.0001

Eine Konzentration von 1,05 ng*mL* des Bindeproteins IGFBP2 zeigt in Abbildung 27 B, C

eine fast vollstandige Hemmung der durch TRAP-6 induzierte Thrombozytenaggregation und

ATP-Freisetzung. Das IGFBP2 ist wahrscheinlich imstande das von den Thrombozyten

sezernierte IGF-1 zu binden und eine Aggregation und Granulasekretion signifikant zu

reduzieren.
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5.2 Untersuchung der Rolle von Thrombozyten bei der hamatogenen
Metastasierung von Pankreaskarzinomzellen

5.2.1 Einfluss von Pankreaskarzinomzellen (PCC) auf Thrombozytenaktivierung und
TCIPA

Um einen Einblick in die Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten zu erhalten,
wurden im Folgenden drei verschiedene Zelllinien herangezogen. In Abbildung 28 wurde die

flr eine Thrombozytenaggregation notwendige Konzentration der AsPC-1, MIA PaCa-2 und
Capan-2 PCC ermittelt.
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Abbildung 28: Représentative Kurven zeigen die Thrombozytenaggregation als Reaktion auf ansteigende
Konzentrationen der PCC AsPC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) und Capan-2 (C) oder zum Vergleich
mit TRAP-6 fur einen Zeitintervall von 20 bzw. 50 min; n=5

Die Zugabe von TRAP-6 l6st zur Kontrolle der Funktionsfahigkeit der Thrombozyten in jedem

Fall eine sofortige Thrombozytenaggregation aus, wohingegen die Tumorzellen abhangig von

der Zelllinie unterschiedlichen Aggregationszeiten aufweisen. Die AsPC-1 Zellen bendtigen in

der hochsten Konzentration von 1x10°*mL* lediglich 4 min zum Triggern einer Aggregation.

Abhangig von der Konzentration kann es jedoch auch bis zu 10 min dauern. Noch starker sind

die Capan-2 Zellen befahigt eine Aggregatbildung anzustoRen, bei denen bereits die geringste

Konzentration von 1x10°*mL? in weniger als 5 min eine volle Aggregation erreicht wird.
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Lediglich den MIA PaCa-2 Zellen gelingt keine Indizierung einer Thrombozytenaggregation,

auch nach einer Gesamtdauer von 50 min in maximaler Konzentration.
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Abbildung 29: Représentative Darstellung der Quantifizierung der freigesetzten ATP-Konzentration aus
Thrombozyten nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen der PCC AsPC-1 (A), MIA PaCa-
2 (B) und Capan-2 (C) in Abhangigkeitvonder Inkubationszeit und der zusétzlichen vermessung
von TRAP-6 als Positivkontrolle und PBS als Nullwert; n=3
Die Ergebnisse spiegeln sich in der konzentrations- und zeitabhédngigen Messung der ATP-
Freisetzung wider. Hierzu wurde zu verschiedenen Inkubationszeiten mit den PCC die
sezernierte ATP-Konzentration aus den Thrombozyten quantifiziert. Eine Konzentration von
1x10*%*mL? der AsPC-1 Zellen l6st bereits eine ausreichend starke ATP-Freisetzung aus,
weswegen in allen weiteren Versuchen diese Konzentration standardmafig verwendet wurde.
Bei der anschlieRenden Quantifizierung der ATP-Freisetzung ergab der Einsatz von 1x10%*mL
! MIA PaCa-2 PCC eine ATP-Konzentration von 50 % im Vergleich zu TRAP-6, welches
maoglicherweise aus den MIA PaCa-2 Zellen stammt. Eine geringere Zellzahl hatte hier keinen
Effekt. Diese Erkenntnis verstarkt die Annahme, dass die MIA PaCa-2 im Vergleich zu den
AsPC-1 offensichtlich unzureichende Thrombozytenaktivatoren sind. Abgeleitet von den
Aggregationsdaten der Capan-2 Zellen, sind diese in ihrer Fahigkeit eine Granulasekretion
auszuldsen nahezu unabhdngig von der Konzentration und besitzen unter den verwendeten PCC

die hochste Potenz in Bezug auf die Thrombozyteneinfluss. Aquivalent zu den AsPC-1 Zellen
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wurde in den folgenden Versuchsdurchfiihrungen lediglich die Konzentration von 1x10**mL™*

verwendet.

5.2.2 Untersuchung der molekularen Mechanismen unter Verwendung unterschiedlicher
inhibitorischer Angriffspunkte mithilfe des Thrombozytenaggregation-Assay

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wird der Fokus auf die Inhibierung der Interaktion
zwischen PCC und Thrombozyten unter Verwendung der AsPC-1 Zellen in einer mittleren
Konzentration von 1x10**mL gesetzt. In einem breit angelegten Screening wird hierfir jeder
potenziell aktive Inhibitor individuell auf den Einfluss auf die Thrombozytenaggregation
untersucht. Aufgrund der Variabilitdt der Thrombozyten wird flr jede Testsubstanz die
unbehandelte Tumorzellprobe als Vergleichskontrolle parallel vermessen. In der Regel liegt die
durchschnittliche Zeit bis zum shape change fur die AsPC-1 Zellen zwischen 5 bis 10 min und

flhrt zu einer 100 %-igen Aggregation.

Ein positiver Funktionstest der Thrombozyten mit TRAP-6 und einer unbehandelten Nullprobe
laufen als QualitatssicherungsmaBnahme simultan zur Messung, werden jedoch zum Erhalt der
Ubersicht nicht in den Abbildungen dargestellt.

Der klinisch relevante GPIIbllla Inhibitor zeigte bereits in Abbildung 30 A einen fir die
Substanz spezifischen Kurvenverlauf. Durch die dreiBigminitige Prainkubation der
Thrombozyten mit Eptifibatid stagnierte nach Zugabe der AsPC-1 Zellen der Kurvenanstieg
nach der priméren Aggregation und es kam zur Ausbildung eines Plateaus. Durch die Blockade
des GPlIbllla kann also eine primére Aggregatbildung unterdriickt werden. Da die
Granulafreisetzung jedoch trotz des Einsatzes von Eptifibatid uneingeschrankt stattfinden kann,
so wie es in Kapitel 5.1.1 bereits beschrieben wurde, konnten auch weitere molekulare

Mechanismen angestoRen werden, was eine sekundére irreversible Aggregation zu Folge hatte.

Ubereinstimmend mit den bereits erhaltenen Ergebnisse aus Kapitel 5.1.1 konnte Bimosiamose
durch Inhibierung von P-Selektin auf den Thrombozyten erfolgreich eine starke Verschiebung

der Aggregation hervorrufen, so in Abbildung 30 C.

Die Blockierung des GPVI in Abbildung 30 B hatte ebenso wenig einen Einfluss auf die
Interaktion zwischen AsPC-1 Zellenund den Thrombozytenwie der Einsatz von Seratrodast als
TPa-R Inhibitor in Abbildung 31 A.
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Abbildung 30: Inhibierungder AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation. Reprasentative Darstellung
der Aggregationskurven von unbehandelten Thrombozyten mit 1x104*mL* (schwarze Kurve)
oder préinkubierten Thrombozyten (rote Kurve) mit Eptifibatid (A), Losartan (B) oder

Bimosiamose (C); n=5
Die absolut gréRte Verschiebung der halbmaximalen Aggregation ging in Abbildung 31 B und
C von Argatroban und Rivaroxaban als DOAK aus. Daraus wird ersichtlich, dass die TCIPA
durch die PCC AsPC-1 nicht nur abhéngig von der kontaktvermittelten Aktivierung der

Thrombozyten ist, sondern entscheidend auch durch die klassische Gerinnungskaskade induziert
wird.
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Abbildung 31: Inhibierungder AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation. Reprasentative Darstellung
der Aggregationskurven von unbehandelten Thrombozyten mit 1x104*mL-! (schwarze Kurve)
oder prainkubierten Thrombozyten (rote Kurve) mit Seratrodast (A), Argatroban (B) oder

Rivaroxaban (C); n=5
Unter der Familie der Purinorezeptoren konnte eine Verschiebung des Kurvenverlaufs einzig
von Ticagrelor in einem geringen Mal3 induziert werden. So kdénnen die molekularen
Aktivierungsmechanismen durch die AsPC-1 aus Abbildung 32B, C uber ADP/ATP
Rezeptoren vernachléssigt werden. Das Ergebnis aus der Abbildung 32 A stimmt jedoch mit der
Theorie von P.Ballerini und Co., dass neben Thrombozyten auch Tumorzellen zu einer ADP
Sezernierung imstande sind, tiberein. Zudem wird von zusatzlichen P2Y1, Rezeptoren auf den

Tumorzellen ausgegangen. Weitere Untersuchungen wéren an diesem Punkt notwendig.
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Abbildung 32: Inhibierungder AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation. Représentative Darstellung

der Aggregationskurven von unbehandelten Thrombozyten mit 1x104*mL* (schwarze Kurve)
oder préinkubierten Thrombozyten (rote Kurve) mit Ticagrelor (A), PSB18164 (B) oder BPTU

(C); n=5
Die abschliefende Untersuchung des SYK Inhibitors und Resatorvid zeigt im Verhaltnis zur
Vergleichskontrolle eine identische Zeit bis zum Erreichen der halbmaximalen Aggregation und
somit keinen relevanten Hemmeffekt.
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Abbildung 33: Inhibierungder AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation. Reprasentative Darstellung

der Aggregationskurven von unbehandelten Thrombozyten mit 1x104*mL! (schwarze Kurve)
oder prainkubierten Thrombozyten (rote Kurve) mit SYK Inhibitor IV (A) oder Resatorvid (B);

n=5
In Abbildung 34 sind alle bisher erdrterten Ergebnisse zusammengefasst. Hierbei wurde das
Verhaltnis zwischen der Zeit, die eine mit Inhibitor behandelte Probe zum Erreichen der

halbmaximalen Aggregation benétigt, im Verhaltnis mit der jeweiligen ausschlieflich mit
Tumorzellen behandelte Variante gesetzt.

Bei der halbmaximalen Aggregation handelt es sich um den Zeitpunkt, in dem 50 % der
Aggregation erreicht worden ist. Die Darstellung der relativen Inhibierung der Aggregation als
ratio zeigt anschaulich tUber welche molekularen Mechanismen die AsPC-1 Zellen eine
Thrombozytenaggregation vorzugsweise induzieren. Die Aktivierung der koagulativen
Mechanismen tber Thrombin und Faktor Xa und die kontaktvermittelte Aggregatbildung tber
P-Selektin dominieren bei der TCIPA durch die PCC AsPC-1.
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rel. Inhibierung
der Aggregation

Abbildung 34: Inhibierung der AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation. Darstellung der
Auswirkungen der verschiedenen o.9g. Hemmstoffe auf die Thrombozytenaggregation als
Verhéltnis der Zeit bis zur halbmaximalen Aggregation der behandelten gegenuber den
unbehandelten Thrombozyten

Zumindest auf die Thrombozytenaggregation besitzen Hemmstoffe von P2X- und P2Y-

Rezeptoren keinen ausschlaggebenden Einfluss. Ebenso ist der Einsatz von SYK-Inhibitoren zu

Unterbindung der Aggregation zu vernachlassigen.

5.2.3 Erorterung der molekularen Mechanismen diverser Inhibitoren mithilfe des
Granula-Sekretions-Assay

Zur Bestatigung der oben aufgefiihrten Resultate wurden Daten zur Quantifizierung der aus
AsSPC-1 Zellen freigesetzten ATP-Konzentration nach Inkubation mit dem jeweiligen Inhibitor
erhoben. Die Untersuchung der Thrombozyten fand parallel zu der Thrombozytenaggregation

stat, sodass eine direkte Abhangigkeit der Daten besteht.

Die absolute ATP-Konzentration nach Inhibierung durch die jeweiligen Inhibitoren wurde in
Abbildung 35 in Verhéltnis zu der Vergleichsprobe, in der die Tumorzellen uneingeschrankt
eine Thrombozytenaktivierung auslosen, gesetzt. Die Vergleichsprobe stellt hierbei eine 100%-
ige relative Aktivierung der Thrombozyten dar. Zur Funktionsfahigkeit der Thrombozyten

wurde stets TRAP-6 als Aktivator eingesetzt.
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Abbildung 35: Inhibierung der AsPC-1 zellinduzierte Thrombozyten-Granulafreisetzung. Quantifizierung der
ATP-Freisetzungvon unbehandelten, mit 1x10**mL-1 AsPC-1Zellen inkubiertenoder mit TRAP-
6 aktivierten Thrombozyten nach 20 min Eine Préinkubationder Thrombozyten mitdem Inhibitor
far GPlIbllla, GPVI, P-Selektin, TPa-R, Thrombin, Faktor Xa, P2Y12, P2X1, P2Y1, SYK und
TLR4 erfolgte 30 min vor Zugabe der AsPC-1 Zellen; n=5, statistische Signifikanz: * p < 0.05,
**x 1 < 0.001, **** p < 0.0001
Durch eine P-Selektin Inhibierung konnte die freigesetzte ATP-Konzentration um 90 % und im
Falle einer Thrombinhemmung durch Argatroban um 60 % im Vergleich zu unbehandelten
durch AsPC-1 aktivierten Thrombozyten reduziert werden. Das Ergebnis stimmt mit einem in
vivo Versuch an P-Selektin defizienten Mdusen Uberein, welche nach Inkubation mit B16
Melanomzellenim Vergleich zum Wildtyp eine verringerte Konzentrationan VEGF aufwiesen
[296]. Bedenkt man, dass VEGF ebenso aus der Thrombozytengranula nach Aktivierung
freigesetzt wird, so spielt der Kontakt Giber P-Selektin eine wesentliche Rolle bei der TCIPA. Es
konnte ebenso dargelegt werden, dass Eptifibatid eine wesentliche Rolle bei der
Aggregatbildung spielt, jedoch nicht die Granulafreisetzung zu beeinflussen vermag. Der
hauptséchlich auf Thrombozyten vorkommende ADP-Rezeptor P2Yi, hingegen besitzt
verstandlicherweise eine grofiere Rolle in der Freisetzung l6slicher Mediatoren als fir die
Aggregatbildung. Eine weitere Erdrterung der onkologischen Mechanismen ist daher weiter zu

verfolgen, v.a. mitdem Hintergrund der klinischen Relevanz von Ticagrelor in der Hamatologie.
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5.2.4 Quantifizierung der Expression von P-Selektin und tissue factor auf PCC mittels
Durchflusszytometrie und die Bedeutung ftir die Koagulation

Aus Klinischer Sicht korreliert die TF Expression mit dem Differenzierungsgrad von
Tumorzellen. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten fur schwach differenzierte PCC
eine TF Expression, wohingegen stark differenzierte Tumorzellen eine geringe TF
Expressionsrate aufweisen. Eine erhdhte TF Expression geht einher mit einem aggressiveren
Subtyp. So gilt TF flr das Pankreaskarzinom als Biomarker und relevantes Target hinsichtlich
der Hyperkoagulabilitdt und Tumorprogression. Die obligatorische Expression von TF fiir die
Thrombingenerierung wurde bereits in Kapitel 2.2.1 erldutert. Zur Bestatigung, inwieweit die
Gerinnungskaskade maoglicherweise an  der AsPC-1 und Capan-2 induzierten
Thrombozytenaktivierung beteiligt ist, wurde mittels Durchflusszytometrie die TF-Expression
auf den jeweiligen Zelllinien detektiert und mit den MIA PaCa-2 Zellen verglichen. Aus dem
Experiment geht, wie in Abbildung 36 zu sehen ist, eine erhéhte Expression von TF auf der
Zellmembran der AsPC-1 und Capan-2 Zelllinien hervor. Die Abwesenheit von TF auf der
Zelloberflache der MIA PaCa-2 bestatigt die bisherigen Ergebnisse.
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Abbildung 36: Quantifizierung der TF Expression auf den AsPC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) und Capan-2 (C).
Représentative Darstellung aus funf identischen Experimenten, n=5
Das durch die Gerinnungskaskade generierte Thrombin fuhrt zur Fibrinspaltung, sorgt aber auch
Uber den PAR-Rezeptor fir eine verstarkte Faktor X Aktivierung. Zur Untermauerung der
Bedeutung der TF-Expression als Ausloser fiir die nachgeschaltete Thrombinbildung wurde der
Thrombingenerierungs-Assay durchgefuhrt. Das Ergebnis in Abbildung 37 A verdeutlich eine
induzierte schnelle Thrombinbildung bereits flinf Minuten nach Zugabe der PCC, die von AsPC-
1 und Capan-2 Zellen ausgehen. Im Gegensatz dazu zeigten MIA PaCa-2 Zellen eine langsame

und geringe Thrombinbildung, die erst 40 min nach der Zugabe der Tumorzellen einsetzte.
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Abbildung 37: Quantifizierung der Thrombingenerierung durch die AsPC-1, MIA PaCa-2 und Capan-2 in PRP

ohne Recalcifizierung (A) und Quantifizierung der P-Selektin Liganden aufden AsPC-1, Capan-

2 und MIA PaCa-2 PCC durch den P-Selektin-Adhdsions-Assay durch Einsatz wvon

immobilisierten, rekombinanten humanem P-Selektin (B). Abbildung A stellt eine repréasentative

Darstellung aus finf identischen Experimenten dar und Daten der statischen Adhé&sion in

Abbildung B bestehen aus dem Mittelwerte von n=5 (£SD); statistische Signifikanz: * p < 0.05
Zur ndheren Untersuchung der kontaktvermittelten Aktivierung von Thrombozyten durch PCC
wurde zusatzlich ein statischer Adhdsions-Assay durchgefiihrt. Aufgrund der starken
Inhibierungseffekte auf die Thrombozytenaktivierung nach Blockierung von P-Selektin wurde
der Fokus auf diesen Adhésionsrezeptor gesetzt. Offensichtlich nimmt P-Selektin eine
Schlusselrolle bei dem Prozess der TCIPA ein und ist seit geraumer Zeit ein bekannter Mediator
fur die Interaktion zwischen Thrombozyten und Tumorzellen [297-299]. Immer mehr Beweise
deuten auf eine Signalfunktion des P-Selektins hin, welche (ber den Beitrag zur
Aggregatbildung und -stabilitat hinausgeht und den Status der Thrombozytenaktivitat reguliert.
Aus Abbildung 37 B geht deutlich hervor, dass die AsPC-1 Zelllinie im Vergleichzu den in der
Thrombozytenaggregation inaktiven MIA PaCa-2 Zellen eine signifikant hohe P-Selektin-
Bindung aufweisen. Der Ausschluss thrombozytérer Einflusse bei diesem Versuchsaufbau ist
hervorzuheben. Das P-Selektin-Bindungsvermégen der Capan-2 Zellen bestatigt die besonders

ausgepréagte Fahigkeit zur Aktivierung von Thrombozyten.

5.2.5 Kombinatorische Inhibition von Thrombin und P-Selektin

Alle bisher gesammelten Daten deuten auf einen individuellen Beitrag von P-Selektin und
Thrombin auf die Thrombozytenaktivierung durch PCC hin, weshalb die kombinatorische
Inhibierung der Zielstrukturen die Thromobozytenaktivitat effektiv hemmen konnte. Daraus
resultiert die Fragestellung nach einer synergistischen oder einer additiven Verstarkung der

jeweiligen Effekte, sofern eine Korrelation besteht. Abhangig davon soll die Option einer
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vollstandigen Hemmung der durch AsPC-1 oder Capan-2 induzierten Thrombozytenaktivierung
erortert werden.

Eine vollstdndige Blockierung der Aggregation konnte durch die Kombination der beiden
Hemmstoffe flir mind. 60 min bei den AsPC-1 Zellen und den Capan-2 Zellen erfolgreich
durchgefiihrt werden, wie in der rot dargestellten Kurve in Abbildung 38 gezeigt ist. Folglich
ist das Resultat der Kombination aus Adhasionsblockade mittels Bimosiamose und Hemmung
der plasmatischen Gerinnungskaskade durch Argatroban eine wahrscheinlich synergistische
Wirkung auf die Verringerung der Thrombozytenaggregation durch beide PCC.
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Abbildung 38: Einfluss einer kombinatorischen Inhibierung der Thrombozytenaggregation. Représentative
Aggregationskurven nach Thrombozytenaktivierung mit 1x104*mL- AsPC-1 Zellen (A) oder
Capan-2 (B) mitunbehandelten Thrombozyten (schwarz), préinkubiert mit lediglich Bimosiamose
als P-Selektin-Inhibitor, mit lediglich Argatroban als Thrombininhibitor oder einer Kombination
beider Testsubstanzen (rot), n=5
Die gleichzeitige Hemmung von P-Selektin sowie von Thrombin erscheint durch die
Anwendung von Heparin realisiert, da Heparin als Glycosaminoglycan eine bekannte
Bindungsfahigkeit fur P- und L-Selektin aufweist und durch seine antikoagulatorische Aktivitat
auch die Thrombinbildung hemmt [300]. Fur das weitere Vorgehen wurden UFH, das oxidativ
reduzierte RO-Heparin und das LMWH Tinzaparin herangezogen. Fur Tinzaparin wurde bereits
eine abschwéchende Thrombozytenaktivierung in Bezug auf metastatische Nischenbildung
erortert [301]. Im Vergleich zu den LMWH besitzt UFH jedoch eine hohere Bindungsaffinitat
[302,303]. In in vivo Versuchen konnte unter Verwendung von P-Selektin-defizienten Mausen

die Bindung von P-Selektin durch UFH gezeigt werden [153], wie schon in Kapitel 2.3.2
angesprochen.
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In Abbildung 39 zeigen UFH und das LMWH Tinzaparin eine vollstandige Blockierung der
Thrombozytenaggregation ausgeldst durch die AsPC-1 und Capan-2 Tumorzellen. Die
Hemmung durch die Monotherapie mit den Heparinen, welche sowohl Thrombin/Faktor Xa als
auch P-Selektin inhibieren, hielt Gber die maximale Messdauer von 60 min an. Durch Oxidation
des UFH mit Periodat und die darauffolgende Reduktion mittels Borhydrid ergibt sich das sog.
reduced oxyheparin, also RO-Heparin [304,305]. Das RO-Heparin ist aufgrund der chemischen
Modifikation stark in seinen antikoagulatorischen Fahigkeit eingeschrankt, es stellt aber
weiterhin einen potenten P-Selektin Inhibitor da. Als Ergebnis wird die TCIPA durch den
konzentrationsaquivalenten Einsatz von RO-Heparin verzOgert, wie es zuvor durch die

Testsubstanz Bimosiamose der Fall war, jedoch nicht blockiert.
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Abbildung 39: Einfluss einer kombinatorischen Inhibierung der Thrombozytenaggregation. Reprasentative
Aggregationskurven nach Thrombozytenaktivierung mit 1x10“*mL-1 AsPC-1 Zellen (A) oder
Capan-2 (B) mit unbehandelten Thrombozyten (schwarz), préinkubiert mit UFH oder Tinzaparin
oder RO-Heparin, n=5
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die TF-Expression auf den PCC
und die anschlieRBende Bildung von Thrombin zu einem prokoagulierenden zelluldren Phanotyp
beitragen. Dariiber hinaus tragt die Expression von P-Selektin auf Tumorzellen méglicherweise
zur Interaktion mit Thrombozyten und der anschlieenden Thrombozytenaktivierung bei. Die
Vorstellung einer direkten antikoagulativen Funktion von Rivaroxaban oder Argatroban wurde
durch die Versuchsdurchfiihrungen bestétigt, jedoch konnte eine Aggregatbildung nicht
vermieden werden. Der Einsatz von Heparin bietet eine vielversprechende antikoagulatorische
Behandlungsoption fir Pankreastumorpatienten durch die simultane Blockierung des

juxtakrinen Kontaktes und der plasmatischen Gerinnungskaskade.
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5.3 MACC1, ein prognostischer und préadiktiver Biomarker fir
Tumorprogression und Metastasierung
Der Biomarker Metastasis Associated in Colon Cancer 1 nimmt eine Schlusselrolle in der
Malignitat von CRC ein. Inzwischen ist der Biomarker als prognostischer und pradiktiver Faktor
flr Metastasierung bei mehr als zwanzig verschiedenen soliden Krebsarten akzeptiert [229]. Die
Vermehrung und das Zellwachstum werden durch die Aktivitdt entweder als
Transkriptionsfaktor oder als zelluldres Anpassungsprotein gefordert. So tragt es zur
Therapieresistenz oder zur Dysregulation der Apoptose bei [228,232]. Eine erhohte Invasivitat
der Zellenwird durch die transkriptionell aktivierte EMT hervorgerufen [306]. Die mitder EMT
verbundenen Veranderung der extrazelluldren Matrix ist wahrscheinlich die Folge einer
intensivierten Kommunikation mit der Mikroumgebung. Wie bereits ausgefiihrt, ist die
Interaktion des Tumors mit seiner Mikroumgebung beispielsweise durch die Sekretion
bioaktiver Molekule eine Voraussetzung, um die verschiedenen Schritte in der komplexen
Kaskade der hdmatogenen Metastasierung zu erfillen. Vor allem nach der Invasion in die
Blutpassage sind die Tumorzellen auf die zellularen Komponenten in der Umgebung
angewiesen, um ein gunstiges Milieu fir den Schutz vor der Immunabwehr und den Scherkraften

sicherzustellen.

5.3.1 Einfluss von MACC1 auf die Interaktion zwischen CRC und Thrombozyten

Obwohl MACC1 bekanntermafen die Tumormetastasierung auf verschiedenste Wege fordert,
bleibt dessen Rolle in der Kommunikation der CRC mit ihrer Mikroumgebung offen. Dies gilt
insbesondere bei der Kontaktvermittlung und der anschlieBenden Aktivierung der
Thrombozyten. Aus diesem Grund wird der Fokus zu Beginn auf den Einfluss der CRC auf die
Thrombozytenaggregation gesetzt. Hierzu wurden die MACC1 positiven SW620 CRC
(MACCL Ctrl) verglichen mit der MACC1 knockout Variante der SW620 Tumorzellen
(MACC1 KO). Das zuvor validierte Thrombozytenaggregations-Assay gilt als wertvoller
Indikator fiir die Uberwachung der durch Tumorzellen ausgeldsten Thrombozytenaktivierung.
Ein Funktionstest der Thrombozyten mit dem PAR Aktivator und eine unbehandelte Probe
wurden stets parallel vermessen, jedoch nicht mit abgebildet. Es ist tberraschend, dass als
Resultat die SW620 MACCL1 Ctrl Zellen im Vergleich zu den MACC1 KO Zellen eine geringere

Aktivitat zur Auslosung der Thrombozytenaggregation aufweisen.

78



Ergebnisse und Diskussion

Dies spiegelt sich in einem zeitlich verzdgerten Auslosen der Aggregation durch die
MACC1 Ctrlim Vergleich zu den MACC1 KO wider, wie in Abbildung 40 A dargestellt. Beide
Zelllinien erreichen abschlieRend ein identisch hohes Aggregationslevel.
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Abbildung 40: Abhéangigkeit der Thrombozytenaktivierung durch SW620 CRC von der MACC1 Expression.
Darstellung der mit je 1x104*mL-1 verwendeten SW620 MACC1 positiven Kontrollzellen
(MACC1Ctrl) und SW620 MACC1 knockout Zellen (MACCLKO) als reprasentative
Aggregationskurven von Thrombozyten (A), als ATP-Quantifizierung nach Granulafreisetzung
durch Thrombozyten (B) und der Thrombozytenadhésion wie im Thrombozyten-Adhésions-
Assay beschrieben (C), n=5; statistische Signifikanz: ** p <0.01, ***p < 0.001
Das Ergebnis der Thrombozytenaggregation kann durch die parallele Quantifizierung der
freigesetzten ATP-Konzentration aus der dichten Granulader Thrombozyten in Abbildung 40 B
bestatigt werden. Bei der Versuchsdurchfiihrung dienen die unbehandelten Thrombozyten als
Kontrollgruppe und die PAR Aktivierung durch TRAP-6 als Positivkontrolle. Die signifikant
hohere ATP-Freisetzung durch die SW620 MACC1 knockout Zellen widerspricht einer
bekannten Korrelation zwischen Metastasierungspotenzial und Thrombozytenaktivierung. Dies

hat die Aufklarung des zugrundeliegenden molekularen Mechanismus zum Anlass.

Den Fokus auf einen molekularen Mechanismus gerichtet, durch den sich das erhohte Potenzial
zur Thrombozytenaktivierung durch die MACC1 KO Variante erkléren lasst, soll differenziert
werden zwischen dem Auftreten einer hemmenden, l6slichen Komponente in den MACC1
positiven Zellen und einer gestdrten physikalischen Kontaktvermittlung. Durch den statischen
Thrombozyten-Adhasions-Assay wurde Letzteres adressiert. Dabei werden beide Varianten der
SW620 Tumorzellen in einer konfluenten Zellschicht fixiert und mit fluoreszenzmarkierte
Thrombozyten versetzt. Die Abbildung 40 C erbringt dabei den Beweis einer signifikant
erhohten Bindungsfahigkeit der MACC1 positiven SW620 Zellen.
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Das Defizit zur Adhésionsfahigkeitan Thrombozyten durch SW620 MACC1 KO schlief3t somit
eine gestorte Kontaktvermittlung seitens der SW620 MACCL Ctrl aus und begriindet nicht die
abgeschwachte Thrombozytenaktivierung. Somit bleibt es nun bei der Uberpriifung des
Uberstandes der Tumorzellen. Um einen vermuteten inhibitorischen Effekt nachzuweisen,
wurde das PRB mit dem jeweiligen Uberstand prainkubiert. Die Zugabe einer reduzierten TRAP-
6 Konzentrationvon 8,5 uM fihrt zu einer unvollstandigen Thrombozytenaggregation von etwa
70 % des Maximallevels, wie in Abbildung 41 A gezeigt.
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Abbildung 41: Beeintrachtigung der Thrombozytenaktivierung durch Préinkubation des PRP mit dem
Zelluberstand von SW620 CRC in Abhéngigkeit von der MACC1 Expression. Darstellung der
Zugabe von TRAP-6 [8,5 uM] zu unbehandelten Thrombozyten, zu den mit dem Uberstand
(supernatant) von SW620 MACC1 positiven Kontrollzellen (s. MACCL Ctrl) und SW620
MACCL knockout Zellen (s. MACC1KO) behandelten Thrombozyten als reprasentative
Aggregationskurve (A) und als ATP-Quantifizierung nhach Thrombozyten-Granulafreisetzung

(B), n=5; statistische Signifikanz: *** p < 0.001
Wahrend der Uberstand selbst keinen Einfluss auf die Aggregatbildung aufweist, kann die durch
TRAP-6 ausgeldste Aggregationskurve deutlich auf etwa 50 % reduziert werden. Der bei der
Aggregation tendenziell starkere inhibitorische Effekt von MACC1 Ctrl Zellen wird erst bei der
Granulafreisetzung deutlich. In Abbildung 41 B zeigt sich eine durch MACC1 Ctrl signifikant
starkere Hemmung der ATP-Freisetzung aus den Thrombozyten. Obwohl der molekulare
Mechanismus noch immer unklar ist, kann mit Sicherheit behauptet werden, dass eine 16sliche

Komponente im Uberstand der MACCL1 Ctrl Zellen die Thrombozytenaktivierung beeinflusst.
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5.3.2 Proteinanalytik von IGFBP2 in MACCL1 Uberexprimierten SW620 CRC

Zur Eingrenzung einer Zielstruktur, welche einen eindeutigen Einfluss auf die TCIPA besitzt,
wurde eine vollstandige Transkriptomanalyse durchgefuihrt. Die Suche wurde dabei ausgerichtet
auf die Interaktionsschnittstelle zwischen Tumorzellen und Thrombozyten. Unter den noch
wenigen signifikant deregulierten Genen besaR das Insulin-like growth factor binding protein-2
(IGFBP2) die grote Relevanz im Kontext mit Thrombozyten und erscheint als naheliegendster
Kandidat. Es zeigt sich in der Transkriptomanalyse eine 2,86-fache Reduktion vpn IGFBP2 in
den MACC1 KO Zellen gegeniiber den MACCL1 positiven SW620 Zellen. IGFBP2 ist ein
bekannter Malignitats- und Aggressivitatsfaktor in verschiedenen Tumorentitaten und fungiert
daher ebenso als Biomarker. Zudem scheint IGFBP2 als bekannter Modulator von IGF-1 und
IGF-11 eine wesentliche Rolle in der Thrombozytenaggregation und -sekretion zu spielen, da ein
Einfluss von IGF-1 als Koaktivator bei der Thrombozytenaktivierung bereits gezeigt werden
konnte [58,307,308]. Zur Bestatigung der Ergebnisse aus der Transkriptomanalyse wurde vorerst
die IGFBP2 Expressionauf mRNA Ebene mittels gPCR beleuchtet. Beachtlich war die um 40 %
reduziert IGFBP2 Expression bei MACC1 KO Zellen in Abbildung 42 A. Dies weist auf eine
gewisse, aber nicht exklusive, Transkriptionskontrolle von IGFBP2 durch MACCL.
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Abbildung 42: Darstellung der rel. IGFBP2 mRNA Menge bei MACCL1 Ctrl vs. MACC1 KO Zellen mittels
gPCR (A), des Gesamtproteinlevels an IGFBP2 in den SW620 CRC und dem jeweiligem
Uberstand mittels Sandwich-ELISA (B) und der rel. IGF-1 Proteinmenge im thrombozytenfreiem
Plasma, Thrombozyteniiberstand und dem Uberstand der CRC-Varianten mittels Sandwich-
ELISA (C); n=5, statistische Signifikanz: *** p < 0.001

Die darauffolgenden Untersuchungen auf der Proteinebene in Abbildung 42 B und C konnten

die Ergebnisse sogar bestarken. So tritt in den mittels ELISA erfassten Uberstanden und
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Zelllysatender SW620 Zellen ein hchst signifikanter Unterschied in der Gesamtproteinmenge
auf. Der starke Uberschuss am IGFBP2 Protein im Uberstand der MACC1 Ctrl Zellen wird
besonders deutlich. Abschlielend konnte das IGF-1 Proteinlevel in einem hohen Mafe im
Thrombozytenplasma und -(iberstand gemessen werden, wihrend der Uberstand beider SW620
CRC-Varianten kein IGF-1 aufweist.

Die tumorférdernde Aktivitdt von IGFBP2 beruht entweder auf IGF-I unabhangigen
Mechanismen und/oder auf die Modulation der Aktivitat von IGF-I als Transporter. Letzteres
erscheint aufgrund des Ergebnisses in Abbildung 27 A sehr wahrscheinlich. Demnach verstérkt
IGF-1 nachweislich eine unvollstandige Thrombozytenaggregation nach Induzierung durch
6,5 UM TRAP-6, wahrend die alleinige Zugabe von IGF-I keinerlei Effekt aufweist.

Die bereits dargestellten Daten aus Abbildung 27 B und C, in dem das PRB mit zunehmender
Konzentration von rekombinantem IGFBP2 prdinkubiert wurde, kdnnen zur abschlieRenden
Beweisfuhrung fur die Beziehung von IGFBP2 zu Thrombozyten und seiner antagonistischen
Funktion  herangezogen  werden. In  diesem  Versuchsaufbau  konnte  eine
konzentrationsabhangige Blockierung der Thrombozytenaggregation und Granulasekretion
durch IGFBP2 nach einer 42,5 uM TRAP-6 Zugabe demonstriert werden.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse steigt die Wahrscheinlichkeit fur eine Korrelation zwischen
der Uberexpression von MACC1 und IGFBP2, weswegen IGFBP2 als mdgliches

Funktionsprotein von MACCL1 angesehen werden kann.
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Abbildung 43: Erfassung des IGFBP2 Proteins bei SW620 CRC in Abhangigkeit des IGFBP2 Gens. Darstellung
der mit je 1x10**mL-1verwendeten SW620 IGFBP2 positiven Kontrollzellen (IGFBP2 Ctrl) und
SW620 IGFBP2 knockdown Zellen (MACC1KD) als Quantifizierung der rel. IGFBP2
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Proteinmenge mittels Western Blot (A) und Quantifizierung der IGFBP2 Gesamtproteinmenge
bei den IGFBP2-Varianten und des dazugehérigen Uberstandes mittels ELISA (B); n=3,
statistische Signifikanz: * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001
Zur Entkopplung von MACCL1 von der IGFBP2 Aktivitat wurde in den etablierten SW620
MACC1 Ctrl Zellen IGFBP2 durch shRNA downreguliert. Dies erlaubt die Verschiebung des
Schwerpunkts auf die Regulierung der Sekretionsproteine durch IGFBP2 bei gleichbleibender

MACC1 Konzentration.

Ein signifikanter IGFBP2 knockdown der Zelllinie konnte im Western Blot bewiesen werden,
wie in Abbildung 43 A dargestellt. Eine Uberexpression von IGFBP2 wurde sowohl bei den
Uberstanden als auch bei den Lysaten der IGFBP2 Ctrl im Vergleich zu den IGFBP2 KD im
ELISA bestétigt werden, unabhéngig vom MACCL1-Level.
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5.3.3 Einfluss von IGFBP2 auf die Interaktion zwischen CRC und Thrombozyten

Nach erfolgter Validierung des SW620 IGFBP2 KD im Vergleich zu den SW620 IGFBP2
positiven Zellen, wurde, in Anlehnung an die ersten Versuche mit den MACC1-Varianten, der
Einfluss der Tumorzellen auf die Thrombozytenaggregation und Granulasekretion wiederholt.
Bemerkenswerterweise ergab sich bei der IGFBP2 KD-Variante des SW620 CRC ein hohes
Thrombozytenaktivierungspotenzial, was sich in einer schnellen Induktion der Aggregation in
Abbildung 44 A und einer signifikant hoheren ATP-Freisetzung aus den Thrombozytengranula
in Abbildung 44 B im Vergleich zu den SW620 IGFBP2 Ctrl widerspiegelt. Dies bestatigt nicht
nur die bisher vermutetet Theorie {ber den Einfluss von IGFBP2 auf die
Thrombozytenaktivierung durch den SW620 CRC, sondern verdeutlicht die Relevanz von
IGFBP2 als funktionell nachgeschaltete Komponente von MACCL1 in den Tumorzellen.
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Abbildung 44: Thrombozytenaktivierung durch SW620 CRC in Abhangigkeit von der IGFBP2 Expression.
Darstellung der mit je 1x104*mL1 verwendeten SW620 IGFBP2 positiven Kontrollzellen
(IGFBP2 Ctrl) und SW620 IGFBP2 knockdown Zellen (IGFBP2 KD) als représentative
Aggregationskurven von Thrombozyten (A) und als ATP-Quantifizierung nach
Granulafreisetzung durch Thrombozyten (B); n=5, statistische Signifikanz: *** p < 0.001
Selbstverstandlich missen die Ergebnisse in einem breiteren Kontext als der
Thrombozytenaktivierung betrachtet werden. Es stellt sich die Frage, ob und wie IGFBP2 als
downstream Komponente der MACC1 Aktivitdt wirkt und wie diese beiden bekannten

onkogenen Marker in einer funktionellen Beziehung zueinanderstehen.
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5.3.4 IGFBP2 als funktionell nachgeschaltete Komponente von MACC1 mit Einfluss auf
die Zelldynamik

IGFBP2 wurde urspringlich in einem onkologischen Kontext als Regulator der IGF-Funktionen
im perizelluldren Raum entdeckt und identifiziert. Eine ungewohnliche Expression von IGFBP2
konnte in den letzten Jahrzehnten bei einer Vielzahl von Tumorarten festgestellt und mit der
Forderung wichtiger onkogener Prozesse assoziiert werden. In diesem Sinne ist eine IGF-
unabhéngige Wirkungsweise in der Tat denkbar, was eine intrazelluldre und nukledre
regulatorische Aktivitat voraussetzt [309]. Daher wird im Folgenden die MACC1-abhangige
IGFBP2 Aktivitdt auf die Zellumstrukturierung in den Mittelpunkt gestellt, indem die
Zellmigration und Zellinvasion der SW620 CRC (ber mind. 48 h vermessen wurde. Neben dem
Vergleich zwischen der MACC1- bzw. IGFBP2-Varianten, wurde der zuséatzliche Einfluss von

Thrombozyten auf die Zellmigration untersucht.
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Abbildung 45: Einfluss von MACC1 und IGFBP2 auf die Zelldynamik. Detektion der Zellmigration und der
Einfluss von Thrombozyten auf die Migration im Wundheilungs-Assay unter Verwendung von
MACC1-Varianten (A) und IGFBP2-Varianten (B). Untersuchung des Einflusses von MACC1
oder IGFBP2 auf die Transmigration im Invasions-Assay (C); n=3; statistische Signifikanz: *p <
0,05,**p<0.01

Den Ergebnissen aus Abbildung 45 A nach sind die MACC1 KO Tumorzellen mit einer

verminderten Zellmigrationsdynamik verbunden, was friihere Erkenntnisse tber eine erhohte

Zellmotilitdt von MACC1 positiven Zellen bestéatigt. In Abbildung 45 B wird der Einfluss von

IGFBP2 auf die Migration dargestellt, wobei der Ausgangspunkt beider Varianten die MACC1

positiven Tumorzellen sind. Interessanterweise zeigt der IGFBP2 KD ein identisches

Erscheinungsbild wie zuvor die MACC1 KO Tumorzellen, was die Vermutung bestarkt, dass

IGFBP2 als Funktionsprotein von MACCL1 fungiert und die Zellmigration vermittelt.
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Zusétzlich steigert die Prdinkubation der Tumorzellen mit Thrombozyten insgesamt die
migratorischen Eigenschaften, unabhéngig von der Variante der Tumorzellen. So ist das Level
der erhéhten Zellmigration durch Thrombozyten identisch bei MACC1 Ctrl und IGFBP2 Citrl,
sowie bei den Varianten MACC1 KO und IGFBP2 KD. Die fehlende Regulierung durch
MACCL/IGFBP2 wird durch die Anwesenheit der Thrombozyten beziglich der Motilitat

vollstéandig ausgeglichen.

Der funktionelle Zusammenhang zwischen MACC1 und IGFBP2 wird durch die Daten zur
Transmigration in Abbildung 45 C bestétigt. Es kann die Behauptung aufgestellt werden, dass
die hohere Invasivitit der MACC1 Zellen mit der IGFBP2 Aktivitat korreliert. Der Verlust von
MACCL1 ist mit einer verringerten Invasion verbunden, wahrend der IGFBP2 KD, trotz der
Gegenwart von MACCL, ebenso eine deutliche Reduzierung der invasiven Eigenschaften zur
Folge hat, wodurch IGFBP2 als Schlisselmolekil fir die gesteigerte Zelldynamik
hervorzuheben ist.
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Abbildung 46: Untersuchungder koagulativen Eigenschaftenvon MACC1- und IGFBP2-Varianten. Einflussauf
die Thrombinbildung von MACCL Ctrl im Vergleich zu MACC1 KO (A) und von IGFBP2 Ctrl
im Vergleich zu IGFBP2 KD (B) im Thrombingenerierungs-Assay. Vergleich der TF Expression
auf der Zelloberflache von SW620 MACC1 Ctrl und MACC1 KO mittels Durchflusszytometrie
(C); n=3, statistische Signifikanz: ns p >0,05

Um einen detaillierten Eindruck wéhrend der Metastasierung zu gewinnen, wurden die

thrombogenen Eigenschaften der Zelllinien untersucht. Die Thrombozytenaktivierung ist ein

entscheidender Faktor, der zur tumorzellinduzierten Gerinnung beitragt, waéhrend die

Thrombinbildung durch den TF/FVII Signalweg hauptsachlich zur Férderung der Gerinnung und

damit der Metastasierung beitragt. In Abbildung 46 A und B ist eine nahezu identische

Kapazitat der Thrombingenerierung von MACC1 KO und IGFBP2 KD zu den jeweiligen
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Kontrollen zu beobachten. Unterstutzt wird das Resultat durch die Daten zur TF Expression in
Abbildung 46 C. Die Datenlage beweist, dass die ermittelte geringere Thrombozytenaktivierung
durch die MACC1/IGFBP2-Achse keine funktionelle Auswirkung auf die Gerinnungsféhigkeit
hat und somit nicht im Widerspruch zu dem héheren metastatischen Potenzial steht, welches mit
MACCL assoziiert ist. Eine abschlieRende in vivo Studie zur experimentellen Metastasierung in

Méusen soll die Relevanz von IGFBP2 fiir das Metastasierungspotenzial bestétigen.

5.3.5 Invivo Ergebnisse

Um die Wirkung von IGFBP2 auf die Fahigkeit von Tumorzellen zur Bildung von Metastasen
invivo zu testen, wurde die IGFBP2 KD Variante des SW620 CRC mit der IGFBP2 Ctrl
Zelllinie bezulglich des metastatischen Verhaltens verglichen. Die humanen Zellenwurden in die
Milz der Mé&use xenotransplantiertund hinsichtlich Tumorwachstum und Metastasenbildung
beleuchtet. Der Tierversuch wurde beendet, sobald der ethische Endpunkt beim ersten Tier
erreicht war, was einem Tumorvolumen von etwa 0,5 mm? entspricht. Fir die molekulare
Analyse wurde die Leber verwendet. Im Kryozustand wurde das Gewebe sektioniert und die
DNA isoliert. Die quantifizierte menschliche Satelliten-DNA in der Mauseleber dient als Marker
fur die erfolgte Metastasierung der humanen Zellen. Im Vergleich zu den Kontrollzellen war die
menschliche DNA-Last nach IGFBP2 KD reduziert, wie in Abbildung 47 A dargestellt. In
Abbildung 47 B bestétigt die immunhistochemische Darstellung des 40 kDa grofen humanen
Typ | Keratin (KRT19) die verringerte Anzahl von Metastasen in der Leber. Die deutlich
reduzierte Menge menschlicher Zellen in der Mausleber nach Ausschaltung von IGFBP2 spricht
eindeutig fur den Einfluss von IGFBP2 auf die Verstarkung des metastatischen Verhaltens von
SW620 CRC.
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Abbildung 47: IGFBP2 als metastatischer Faktor bei der in vivo Untersuchung; Metastasenbildung durch den
IGFBP2 KD im Vergleich zu den IGFBP2Ctrl nach Xenotransplantation der SW620
Tumorzellen dargestellt durch die Quantifizierung der menschlichen Satelliten-DNA in der
Mauseleber (A) und der immunhistochemischen Farbung von KRT19 (B)
Die vorangegangen Daten beziehen sich auf gezielte invitro Untersuchungen der Interaktion
zwischen Tumorzellen und Thrombozyten, wobei der Unterschied im Aktivierungspotenzial
beispielsweise durch den Zeitpunkt des Aggregationsbeginns hervorgehoben wird. Den daran
anschliellendenin vivo Daten tragen mehrere Faktoren zuséatzlich zur Thrombozytenaktivierung
bei. Fundamentale Bestandteile wie beispielsweise das subendotheliale Kollagen, welches im
Verlauf der Tumor-Intravasation in die Blutbahn gelangt, kann den Prozess der

Thrombozytenaktivierung fordern.

Somit konnte in der vorliegenden Studie der Nachweis fir IGFBP2 als Funktionsprotein von
MACC1 in CRC erbracht werden. Dadurch wird deutlich, dass IGFBP2 eine erhohte
Zellmobilitat und Metastasierung bewirkt. Auf diese Weise konnten MACCL1 und IGFBP2, zwei
anerkannte Biomarker fir erhohte Malignitét, Invasivitat und Metastasierung verschiedener
solider Tumore, zum ersten Mal in einem kombinierten Ansatz und in ihrer funktionellen
Beziehung aufgefuhrt werden. Auch wenn nicht alle molekularen Mechanismen im
Zusammenspiel zwischen MACC1 und IGFBP2 geklart wurden, so konnte ein grundlegender

Teilaspekt zum Verstandnis der MACCL1 Funktion bei der Krebserkrankung aufgeklart werden.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von TF und dem P-Selektin
Liganden auf der Zelloberfliche wvon Pankreaskarzinomzellen im Prozess der
Thrombozytenaggregation und Granulasekretion eng miteinander verbunden ist. Zum Nachweis
der gerinnungsfordernden Eigenschaften der Pankreaskarzinoma AsPC-1, MIA PaCa-2 und
Capan-2 wurde der Fokus auf die TF Expression durch Tumorzellen als positiver Faktor der
plasmatischen Gerinnungskaskade gesetzt. Ein hohes Level an TF konnte auf den AsPC-1 und
Capan-2  Zelllinien nachgewiesen werden und korrelierte mit einer erhohten
Thrombingenerierung und verstdrkten Thrombozytenaktivierung. Die Blockade der
Gerinnungskaskade mit Thrombin oder Faktor Xa als Zielstrukturen fuhrte zu einer verzdgerten
Aggregation und reduzierten ATP-Freisetzung. Zudem konnte aufgrund der nachgewiesenen
hohen Bindungsaffinitat der AsPC-1 und Capan-2 PCC an P-Selektin durch Einsatz des Pan-
Selektin-Inhibitors Bimosiamose die Aggregatbildung und Sekretion eingeschrénkt werden.
Zuvor konnte bereits von Kollegen der Einfluss von P-Selektin durch Brustkrebszelllinien auf
die Thrombozytenaktivierung unter Beteiligung von Src-family kinases FYN und HCK, protein
kinase B (Akt) und extracellular signal-regulated kinase (Erk) demonstriert werden [72]. P-
Selektin besitzt demnach eine umfassende Funktion bei der Adhdsion, intrazellularen
Signallbertragung und der Rezeptorinteraktion bei Thrombozyten. Eine Kombination der beiden
molekularen Signalwege verhinderte die Thrombozytenaggregation und -sekretion vollstandig.
Die beinah absolute Abwesenheit von TF und des P-Selektin Liganden auf den MIA PaCa-2

Zellen erklart die Unfahigkeit einer Initiierung der Aggregation und Granulasekretion.

Nichtsdestotrotz  kdnnen  Untersuchungen  weiterer  Pankreaskarzinomzellen neue
Kombinationsmoglichkeiten der molekularen Mechanismen zur Thrombozytenaktivierung
enthullen. Verglichen zu unseren Untersuchungen ist die in vivo Situation wesentlich komplexer
aufgrund der Anwesenheit weiterer Zellverbande, wie beispielsweise Endothelzellen und
Leukozyten mit einem enormen Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung. Ungeachtet dessen
heben unsere Daten die Rolle von Heparin aufgrund der antithrombotischen und antiadhdsiven
Eigenschaften hervor und bieten ein Argument fur den Einsatz in der antitumoralen Therapiein

der klinischen Anwendung.
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Nach Anwendung der bisherigen Erkenntnisse, erhielten wir ein unerwartet inverses Ergebnis
bei der Untersuchung der Thrombozytenaggregation und Granulasekretion von MACC1
positiven SW620 CRC Zellen, einem anerkannten Biomarker fir erhdhte Malignitat, im
Vergleich zum MACC1 knockout. Durch ndhere Untersuchungen Kkristallisierte sich der
inhibitorische Effekt, ausgehend vom Uberstand der Tumorzellen, aus. IGFBP2 wurde stark im
Uberstand von MACC1 positiven SW620 CRC exprimiert und zeigt offensichtlich sowohl IGF-
abhangige als auch IGF-unabhangige Aktivitaten. Was Ersteres betrifft, so war die
abgeschwachte Thrombozytenaktivierung durch die MACC1 positiven Tumorzellen ein
unerwarteter Befund, der schlieBlich zur Identifikation von IGFBP2 als verantwortliches
Funktionsprotein im Zelllberstand verhalf. Ein Zusammenspiel von IGFBP2 und der
Thrombozytenaktivierung wurde bisher noch nicht berichtet. Die Daten deuten auf einen
Abfangmechanismus fur IGF-1 und damit auf eine abgeschwéchte Thrombozytenaktivierung
aufgrund der Uberexpression von IGFBP2. Bedenkt man, dass die Thrombozytenaktivierung ein
Schltsselfaktor fur die Ausbreitung von Metastasen darstellt, scheint eine reduzierte
Thrombozytenaktivierung durch IGFBP2 nicht der erhohten Malignitat von MACC1-regulierten
Zellen aus diversen Griinden zu widersprechen. Die Deregulierung von MACC1/IGFBP2 hat
beispielsweise keinen Einfluss auf die tumorzellinduzierte Thrombinbildung, die fir die

tumorbedingte Thrombose und Metastasierung von ubergeordneter Bedeutung ist.

Die IGF-unabhangigen Aktivitaten von IGFBP2 scheinen sehr komplex in einem onkogenen
Netzwerk verstrickt zu sein. Sie beeinflussen in einer Reihe von Signalwegen Tumorwachstum
und -progression. Es konnte bereits eine von IGFBP2 abhangige verringerte Migration beim
Kolonkarzinom gezeigt werden, dhnlich zu unseren Ergebnissen [310]. Obwohl der molekulare
Mechanismus noch unerforscht ist, scheinen Integrine Schlisselmediatoren fur die
Mechanotransduktion der IGFBP2-bezogenen Effekte zu sein. So werden Integrine beschrieben
als Kollektoren fiir extrazellulares IGFBP2 zwecks Ubertragung des tumorférdernden Signals in
die Zelle, beispielsweise durch Hemmung der Tumorsuppressoraktivitat von PTEN [311,312].
In diesem Zusammenhang wurde berichtet, dass IGFBP2 die nukledre Translokation und
Aktivierung von NF-«xB (ber den PI3K/Akt Signalweg induziert [313]. Hinzu kommt die
Entdeckung von IGFBP2 als ein nachgeschaltetes Ziel von Uberexprimiertem HSP27 in
hepatozellularen Karzinomzellen, welches vermitteltdurch Vimentin, dem Transkriptionsfaktor
Snail and B-Catenin die Tumorprogression fordert [314]. Die funktionelle Beziehung zwischen
IGFBP2, NF-xB und B-Catenin, die den Wnt-Signalweg begunstigt, wurde auch bei CRC
nachgewiesen [315,316]. Folglich ist das Spektrum der wahrscheinlichen IGFBP2-Aktivitét
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breit gefachert und eine Aufklarung des Mechanismus zur metastatischen Ausbreitung von
SW620 Zellen erfordert weitere Studien.

Wie dem auch sei, die funktionelle Kombination von IGFBP2 und MACC1 wirft ein neues Licht
auf frihere Studien, die entweder IGFBP2 oder MACCL in ihrer individuellen Rolle als
prognostische Biomarker bei verschiedenen soliden Tumorarten hervorgehoben haben. Es wird
interessant sein zu kldren, ob andere Tumorzellen IGFBP2 und MACCL1 als tumorfdrdernde

Mediatoren in synergistische Weise nutzen.
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8. Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Verbreitung des Primdrtumors nach partieller EMT einzelner Tumorzellen mit
Durchbruch der BM, Migration durch die EZM und Einleitung der Invasion in
den Blutkreislauf. Die Migration kann dabei sowohl als Kollektiv in einem
Cluster oder aber auch von einer einzelnen Zelle ausgehen [21,22]
Ubersichtsdarstellung der metastatischen Kaskade mit den Schritten der
Migration, Invasion, Intravasation, Extravasation, Kolonisation

Darstellung  eines  Thrombozyten  in  Interaktion  mit  einer
Endothelgefalverletzung von der Adhdsion bis zur Aktivierung der Hamostase
Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade bestehend aus dem
intrinsischen und extrinsischen System und die Auflésung der Thromben in der
Fibrinolyse, eingeleitet durch Plasminogen [40]

Exemplarische Darstellung der molekularen Interaktionsmechanismen
zwischen Tumorzellen (unten) und Thrombozyten (oben) [82,83]
Schematische Darstellung des Insulin-like Growth Factor Systems mit Insulin-
like Growth Factor-1 (IGF-1), Insulin-like Growth Factor-11 (IGF-II), Typ-I
IGF-Rezeptor (IGF-RI), Typ-1l1 IGF-Rezeptor (IGF-RII), Insulin-like Growth
Factor Binding Proteins (IGFBPs), Mannose-6-Phosphat (M6P), Acid Labile
Subunit (ALS), Insulinrezeptor (Insulin-R) [114]

Struktureller Aufbau der verschiedenen Selektine (CD62) aus der
calciumabhéngigen C-type lectin family; COOH = Carboxylgruppe; Cyto =
zytoplasmatische Doméne zur Signaltransduktion, TM = Transmembrandomane
zur Fixierung; SCR = short consensus repeats; EGF = Epidermal-Growth-
Factor-like Doméne; CRD = Carbohydrate Recognition Domain bzw.
Lektindomane zur Erkennung des Liganden [143]

Chemische Struktur des Hexapeptids Eptifibatid zur parenteralen
Verabreichung und des small molecule Tirofiban als oraler GPlIbllla Inhibitor
Grundbaugerust der indirekten Antikoagulanzien und somit die Struktur von
Fondaparinux

Argatroban als direkter Thrombininhibitor (links) und Rivaroxaban als direkter
FXa-Inhibitor (rechts)
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Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:
Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:
Abbildung 23:

Abbildung 24:

Erweiterte Darstellung des Einflusses vom MACC1-Protein auf die
Charakteristika von Krebs durch Beteiligung und Aktivierung verschiedener
Signalmechanismen [229]

Isolierung von PRP nach Zentrifugation und Auftrennung von Vollblutin seine
Bestandteile

der  Transmission und des

Kalibrierung (0%-Wert)

Induktorzugabe (A) und Darstellung des

Messung
Transmissionsverlaufs nach
Kurvenverlaufs mit Shape Change (1), primérer (2) und irreversibler (3)
Aggregation (B)

Chemische Umsetzung von D-Luciferin mithilfe des Enzyms Luciferase in
Oxyluciferin  und  Freisetzung eines zum ATP  proportionalen
Biolumineszenzsignals [266]

Aufbau eines Durchflusszytometers zur Ermittlung der ZellgroRe,
Zellgranularitat und Expression von Oberfldchenproteine

Die Strukturformel der modifizierten TGA Substrat® Lésung mit dem fir das
Fluoreszenzsignal verantwortliche 7-Amino-4-Methyl-cumarin (AMC)
Farbreaktion von einwertigem Kupfer mit BCA zu einem violetten Komplex
Aufbau der Elektrophorese Apparatur und Durchfiihrung der Gelelektrophorese
mit einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel

Detektion des IGFBP2 mittels primdren und HRP-konjugierten sekundéren
Antikorper und die durch Luminol als Substrat ausgeldste Chemolumineszenz
Aufbau sandwich-ELISA

enzymatischen Farbreaktion mit TMB

Schematischer eines und Darstellung der
Darstellung der Durchfiihrung des Wundheilungs-Assay

Aufbau eines Zwei-Kammernsystems zur gerichteten Zellmigration

Einfluss des TPa-R Inhibitors Seratrodast auf die Aggregation nach Aktivierung
der Thrombozyten mit einem PAR Aktivator (TRAP-6) (A) und einem TPa-R
Aktivator (U46619) (B) mit der dazugehorige ATP-Freisetzung (C); n=b5;
statistische Signifikanz: *** p < 0.001

Aktivierung der Thrombozyten mit einem PAR Aktivator (TRAP-6) und der
Einfluss des P-Selektin Inhibitors Bimosiamose auf die Aggregation (A) und der
Einfluss des GPlIbllla Inhibitors Eptifibatid auf die Aggregation (B) mit der
dazugehorige ATP-Freisetzung (C); n=5, statistische Signifikanz: nsp > 0,05,
*** < 0.001
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Abbildung 25:

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

Abbildung 30:

Abbildung 31:

Abbildung 32:

Einfluss des GPVI Inhibitors Losartan auf die Thrombozytenaggregation nach
Aktivierung mit dem Agonisten fur PAR (TRAP-6) (A) und dem Agonisten fr
GPVI (Kollagen Typ I) (B) und die jeweils zugehdrige Granulafreisetzung (C);
n=>5, statistische Signifikanz: ns p > 0,05, ** p < 0.01

Einfluss des P2Y1, Antagonisten Ticagrelor (A), des P2Y1 Antagonisten PSB-
181604 (B) und des P2X; Antagonisten BPTU (C) nach Aktivierung der
Thrombozytenaggregation mit ADP als P2Y 12 Agonisten; n=5

Einfluss von IGF-I als Kostimulator fur die Thrombozytenaggregation nach
Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 in einer Konzentration von 10 pM
(A) und die konzentrationsabhéngige Blockierung der 42,5 uM TRAP-6
induzierten Thrombozytenaggregation (B) und Granulasekretion (C) durch die
Zugabe des rekombinanten IGFBP2; n=5, statistische Signifikanz: **** p <
0.0001

Reprasentative Kurven zeigen die Thrombozytenaggregation als Reaktion auf
ansteigende Konzentrationen der PCC AsPC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) und
Capan-2 (C) oder zum Vergleich mit TRAP-6 flr einen Zeitintervall von
20 bzw. 50 min; n=5

Reprasentative Darstellung der Quantifizierung der freigesetzten ATP-
Konzentration aus Thrombozyten nach  Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen der PCC AsPC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) und Capan-2 (C) in
Abhéngigkeit von der Inkubationszeit und der zusatzlichen vermessung von
TRAP-6 als Positivkontrolle und PBS als Nullwert; n=3

Inhibierung der AsPC-1  zellvermittelten Thrombozytenaggregation.
Reprasentative Darstellung der Aggregationskurven von unbehandelten
Thrombozyten mit 1x10**mL?* (schwarze Kurve) oder prainkubierten
Thrombozyten (rote Kurve) mit Eptifibatid (A), Losartan (B) oder Bimosiamose
(C); n=5

Inhibierung der AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation.
Reprasentative Darstellung der Aggregationskurven von unbehandelten
Thrombozyten mit 1x10**mL*? (schwarze Kurve) oder préainkubierten
Thrombozyten (rote Kurve) mit Seratrodast (A), Argatroban (B) oder
Rivaroxaban (C); n=5

Inhibierung der AsPC-1  zellvermittelten Thrombozytenaggregation.

Reprasentative Darstellung der Aggregationskurven von unbehandelten
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Abbildung 33:

Abbildung 34:

Abbildung 35:

Abbildung 36:

Abbildung 37:

Abbildung 38:

Thrombozyten mit 1x10**mL? (schwarze Kurve) oder préinkubierten
Thrombozyten (rote Kurve) mit Ticagrelor (A), PSB18164 (B) oder BPTU (C);
n=5

Inhibierung  der AsPC-1  zellvermittelten Thrombozytenaggregation.
Reprasentative Darstellung der Aggregationskurven von unbehandelten
Thrombozyten mit 1x10**mL? (schwarze Kurve) oder préinkubierten
Thrombozyten (rote Kurve) mit SYK Inhibitor IV (A) oder Resatorvid (B); n=5
Inhibierung der AsPC-1 zellvermittelten Thrombozytenaggregation.
Darstellung der Auswirkungen der verschiedenen 0.g. Hemmstoffe auf die
Thrombozytenaggregation als Verhdltnis der Zeit bis zur halbmaximalen
Aggregation der behandelten gegenliber den unbehandelten Thrombozyten
Inhibierung der AsPC-1 zellinduzierte Thrombozyten-Granulafreisetzung.
Quantifizierung der ATP-Freisetzung von unbehandelten, mit 1x10%*mL™*
AsPC-1 Zellen inkubierten oder mit TRAP-6 aktivierten Thrombozyten nach
20 min Eine Prainkubation der Thrombozyten mit dem Inhibitor fir GPlIbllla,
GPVI, P-Selektin, TPa-R, Thrombin, Faktor Xa, P2Y12, P2X1, P2Y1, SYK und
TLR4 erfolgte 30 min vor Zugabe der AsPC-1 Zellen; n=5, statistische
Signifikanz: * p < 0.05, *** p <0.001, **** p < 0.0001

Quantifizierung der TF Expression auf den AsPC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) und
Capan-2 (C). Repréasentative Darstellung aus funf identischen Experimenten,
n=5

Quantifizierung der Thrombingenerierung durch die AsPC-1, MIA PaCa-2 und
Capan-2 in PRP ohne Recalcifizierung (A) und Quantifizierung der P-Selektin
Liganden auf den AsPC-1, Capan-2 und MIA PaCa-2 PCC durch den P-
Selektin-Adhésions-Assay durch Einsatz von immobilisierten, rekombinanten
humanem P-Selektin (B). Abbildung A stellt eine repréasentative Darstellung aus
finf identischen Experimenten dar und Daten der statischen Adhé&sion in
Abbildung B bestehen aus dem Mittelwerte von n=5 (£SD); statistische
Signifikanz: * p <0.05

Einfluss einer kombinatorischen Inhibierung der Thrombozytenaggregation.
Reprasentative Aggregationskurven nach Thrombozytenaktivierung mit
1x10*mL? AsPC-1 Zellen (A) oder Capan-2 (B) mit unbehandelten

Thrombozyten (schwarz), prainkubiert mit lediglich Bimosiamose als P-
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Abbildung 39:

Abbildung 40:

Abbildung 41:

Abbildung 42:

Abbildung 44:

Selektin-Inhibitor, mit lediglich Argatroban als Thrombininhibitor oder einer
Kombination beider Testsubstanzen (rot), n=5

Einfluss einer kombinatorischen Inhibierung der Thrombozytenaggregation.
Représentative Aggregationskurven nach Thrombozytenaktivierung mit
1x10**mL* AsPC-1 Zellen (A) oder Capan-2 (B) mit unbehandelten
Thrombozyten (schwarz), prainkubiert mit UFH oder Tinzaparin oder RO-
Heparin, n=5

Abhéngigkeit der Thrombozytenaktivierung durch SW620 CRC von der
MACC1 Expression. Darstellung der mit je 1x10**mL"* verwendeten SW620
MACCL1 positiven Kontrollzellen (MACC1 Ctrl) und SW620 MACC1 knockout
Zellen (MACC1 KO) als reprasentative Aggregationskurven von Thrombozyten
(A), als ATP-Quantifizierung nach Granulafreisetzung durch Thrombozyten (B)
und der Thrombozytenadhédsion wie im Thrombozyten-Adhédsions-Assay
beschrieben (C), n=5; statistische Signifikanz: ** p < 0.01, *** p < 0.001
Beeintrachtigung der Thrombozytenaktivierung durch Préinkubation des PRP
mit dem ZellUberstand von SW620 CRC in Abhangigkeit von der MACC1
Expression. Darstellung der Zugabe von TRAP-6 [8,5 uM] zu unbehandelten
Thrombozyten, zu den mit dem Uberstand (supernatant) von SW620 MACC1
positiven Kontrollzellen (s. MACC1 Ctrl) und SW620 MACCL1 knockout Zellen
(s. MACC1 KO) behandelten Thrombozyten als reprasentative
Aggregationskurve (A) und als ATP-Quantifizierung nach Thrombozyten-
Granulafreisetzung (B), n=5; statistische Signifikanz: *** p <0.001
Darstellung der rel. IGFBP2 mRNA Menge bei MACC1 Ctrl vs. MACC1 KO
Zellen mittels gPCR (A), des Gesamtproteinlevels an IGFBP2 in den SW620
CRC und dem jeweiligem Uberstand mittels Sandwich-ELISA (B) und der rel.
IGF-1 Proteinmenge im thrombozytenfreiem Plasma, Thrombozyteniberstand
und dem Uberstand der CRC-Varianten mittels Sandwich-ELISA (C); n=5,
statistische Signifikanz: *** p <0.001

Erfassung des IGFBP2 Proteins bei SW620 CRC in Abhangigkeit des IGFBP2
Gens. Darstellung der mit je 1x10**mL? verwendeten SW620 IGFBP2
positiven Kontrollzellen (IGFBP2 Ctrl) und SW620 IGFBP2 knockdown Zellen
(MACCL1 KD) als Quantifizierung der rel. IGFBP2 Proteinmenge mittels
Western Blot (A) und Quantifizierung der IGFBP2 Gesamtproteinmenge bei
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Abbildung 45:

Abbildung 46:

Abbildung 47:

Abbildung 48:

den IGFBP2-Varianten und des dazugehdrigen Uberstandes mittels ELISA (B);
n=3, statistische Signifikanz: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
Thrombozytenaktivierung durch SW620 CRC in Abhéngigkeit von der IGFBP2
Expression. Darstellung der mit je 1x10**mL™ verwendeten SW620 IGFBP2
positiven Kontrollzellen (IGFBP2 Ctrl) und SW620 IGFBP2 knockdown Zellen
(IGFBP2 KD) als représentative Aggregationskurven von Thrombozyten (A)
und als ATP-Quantifizierung nach Granulafreisetzung durch Thrombozyten
(B); n=5, statistische Signifikanz: *** p < 0.001

Einfluss von MACC1 und IGFBP2 auf die Zelldynamik. Detektion der
Zellmigration und der Einfluss von Thrombozyten auf die Migration im
Waundheilungs-Assay unter Verwendung von MACC1-Varianten (A) und
IGFBP2-Varianten (B). Untersuchung des Einflusses von MACC1 oder
IGFBP2 auf die Transmigration im Invasions-Assay (C); n=3; statistische
Signifikanz: * p < 0,05, ** p<0.01

Untersuchung der koagulativen Eigenschaften von MACC1- und IGFBP2-
Varianten. Einfluss auf die Thrombinbildung von MACCL1 Ctrlim Vergleich zu
MACC1 KO (A) und von IGFBP2 Ctrl im Vergleich zu IGFBP2 KD (B) im
Thrombingenerierungs-Assay. Vergleich der TF Expression auf der
Zelloberflache von SW620 MACCL1 Ctrl und MACC1 KO mittels
Durchflusszytometrie (C); n=3, statistische Signifikanz: ns p > 0,05

IGFBP2 als metastatischer Faktor bei der invivo Untersuchung;
Metastasenbildung durch den IGFBP2 KD im Vergleich zu den IGFBP2 Ctrl
nach Xenotransplantation der SW620 Tumorzellen dargestellt durch die
Quantifizierung der menschlichen Satelliten-DNA in der Mé&useleber (A) und
der immunhistochemischen Farbung von KRT19 (B)
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