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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Jahr 2021 jahrt sich am 1.Oktober der internationale Tag des Brustkrebses zum dreiRigsten Mal.
Institutionen, Vereine, 6ffentliche Einrichtungen und auch die Medien nutzen diesen Tag, um
verstarkt auf die Moglichkeiten der Préavention, Friherkennung und Therapie dieser
Krebserkrankung aufmerksam zu machen. Laut dem aktuellen Bericht ,Krebs in Deutschland® des
RKI ist Brustkrebs mit rund 69.000 Neuerkrankungen pro Jahr die mit Abstand haufigste
Krebserkrankung bei Frauen. Etwa eine von acht Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs (1).

Trotz modernster Moglichkeiten der Friherkennung, wie Mammographie-Screenings, und
innovativer Behandlungsmadglichkeiten sterben jahrlich rund 18.000 Frauen in Deutschland infolge
einer Brustkrebserkrankung. Die relative Uberlebensrate nach fiinf Jahren bei Patientinnen, bei
denen ein lokal begrenztes Mammakarzinom (UICC-Stadium-I) diagnostiziert wurde, lag 2017 bei
101 %. Im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung war diese Rate also sogar leicht erhéht, wohl auch
aufgrund einer intensiven medizinischen Betreuung. Ganzlich anders verhalt sich die
Uberlebensrate nach fiinf Jahren fir Patientinnen, die unter metastasierendem Brustkrebs (UICC-
Stadium-IV) litten. Sie betrug 2017 lediglich 29 %. Diese massive Reduktion der Uberlebensrate
unterstreicht die Bedeutung der Bildung von Metastasen, die oft einen Wendepunkt im

Krankheitsverlauf von Krebspatienten darstellt.

Metastasen entstehen, nachdem sich Krebszellen aus dem Gewebeverbund des Primartumors
herauslésen. Im Falle der hamatogenen Metastasierung migrieren sie durch das umliegende
Gewebe in Blutgefal3e und gelangen durch diese zu entfernten Organen. Dort wandern sie in das
umliegende Gewebe ein und etablieren schlielich unter speziellen, prometastatischen
Bedingungen eine Metastase. Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Arzneistoffe, die gezielt in diese
metastatische Kaskade eingreifen und so die Ausbildung von sekundaren Tumoren verhindern

kdnnten.

Die metastatische Kaskade ist von einer engen Interaktion der Krebszellen mit ihrer zellularen
Mikroumgebung abhangig. Thrombozyten gehéren zu den ersten Zellen, mit denen Tumorzellen
direkt nach ihrem Eintritt in die Blutbahn in Kontakt kommen (2). Die essentielle Rolle der
Thrombozyten in der hdmatogenen Metastasierung wurde im Mausmodell durch die reduzierte
Anzahl von Metastasen in der Lunge in Folge einer Thrombozytopenie gezeigt (3). Die Interaktion
von Tumorzellen mit Thrombozyten induziert eine Aktivierung der Thrombozyten und die Bildung
von Aggregaten aus Tumorzellen, Thrombozyten und Leukozyten. Innerhalb dieser Aggregaten
werden Tumorzellen, geschitzt vor dem Scherstress in den BlutgefalRen, hin zu entfernten Organen

transportiert.



Der prometastatische Einfluss von Thrombozyten geht jedoch Uber einen mechanischen Schutz der
Tumorzellen hinaus. Die Thrombozyten fordern eine EMT und unterdriicken die Immunantwort des
Korpers (4—6). Zusatzlich fordern sie Gber die Ausschuttung l6slicher Mediatorstoffe die Aktivierung
des Endothels und die Extravasation der Tumorzellen sowie die Bildung einer metastatischen Nische

und eines proangiogenetischen Milieus (7-10).

Neben diesen prometastatischen Effekten fiihrt die Interaktion zirkulierender Tumorzellen mit
Thrombozyten zu hamostaseologischen UnregelmaRigkeiten, die der franzdsische Arzt Armand
Trousseau bereits 1865 beschrieb.

Das Risiko einer vendsen Thromboembolie ist flr Krebspatienten um das Vier- bis Sechsfache
erhoht. Eine entsprechende Diagnose ist fur die Patienten mit einem signifikant schlechteren
Gesamtiberleben assoziiert (11,12). Typischerweise zeigen Thrombosen bei Tumorpatienten einen
aggressiveren Verlauf als bei Patienten ohne maligne Grunderkrankung. Hierzu tragen sowohl ein
gesteigertes thromboembolisches Rezidivrisiko als ein einem deutlich erhéhtes Blutungsrisiko
wahrend einer antikoagulatorischen Therapie bei (13). Klinische Studien zeigten, dass die Gabe von
Antikoagulantien, wie beispielsweise Aspirin, die Wahrscheinlichkeit der Neubildung von Tumoren
reduziert und dem Fortschreiten einer bestehenden Tumorerkrankung sowie besonders der Bildung
von Metastasen entgegenwirkt. Antikoagulantien erhdhen jedoch besonders fir multimorbide

Patienten das Risiko fiir Blutungen, unter anderem infolge einer operativen Tumortherapie (14-16).

Vor dem beschriebenen Hintergrund stellt ein Eingriff in die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung ohne eine Beeintrachtigung des Hamostasesystem einen
vielversprechenden Ansatz fur die Unterbrechung der tddlichen Symbiose aus metastasierenden
Tumorzellen und aktivierten Thrombozyten dar. Ein solcher Eingriff erfordert eine detaillierte
Aufklarung der Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten. In der wissenschatftlichen
Literatur sind zahlreiche Aktivierungsmechanismen fir unterschiedliche Tumorentitaten
beschrieben, systematische Untersuchungen der relevanten Aktivierungsmechanismen fir einzelne

Tumorentitaten sind hingegen nicht verfiigbar.

Die vorliegende Arbeit umfasst die systematische Untersuchung der molekularen Grundlagen der
Interaktionen zwischen Thrombozyten und Mammakarzinomzellen. Hierzu wird zunachst ein
universell einsetzbares in vitro Testsystem entwickelt. In diesem kdnnen die zu untersuchenden
Interaktionen unter kontrollierten Bedingungen stattfinden. Mehrere im Anschluss etablierte
Methoden dienen der Durchfiihrung eines Screenings der potentiell an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung beteiligten Oberflachenrezeptoren.

Weitere, sich an das Screening anschliel3ende Untersuchungen vertiefen das Verstandnis der Rolle
von zuvor identifizierten Mechanismen der Mammakarzinomzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung. Sie zeigen so Mdglichkeiten flr eine gezielte antimetastatische Therapie

fur Patienten mit einer Brustkrebserkrankung auf.
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2 Theoretischer Hintergrund der Arbeit

2.1 Uberblick tiber die hamatogene Metastasierung

Unter dem Begriff Metastasierung werden die Ausbreitung von Zellen aus einem primaren Tumor in
entfernte Organe und die dortige Bildung eines Sekundartumors zusammengefasst. Es wird
zwischen der lymphatischen und der hamatogenen Metastasierung unterschieden. Die lymphatische
Metastasierung beschreibt eine Ausbreitung der Tumorzellen tber das lymphatische System des
Korpers. Erfolgt die Ausbreitung tber den Blutkreislauf, spricht man von einer hdmatogenen
Metastasierung (17). Letztere soll im Folgenden als Grundlage dieser Arbeit naher betrachtet

werden.

Der hamatogenen Metastasierung liegt eine Reihe komplex regulierter Prozesse zu Grunde, die
auch als metastatische Kaskade bezeichnet wird. Die metastatische Kaskade wird durch das
Herauslosen von Tumorzellen aus dem Gewebeverbund des Primartumors sowie die Migration
durch die extrazellulare Matrix (EZM) eingeleitet. Bei Erreichen eines Blutgefal3es passieren die
Tumorzellen das Endothel und treten in den Blutkreislauf ein. Uber den Blutstrom werden die
metastasierenden Tumorzellen zu entfernten Geweben transportiert, wo sie am Endothel adharieren
und anschlieBend extravadieren. Nach der Ankunft in dem entsprechenden Geweben missen die
Tumorzellen am Zielort Gberleben und proliferieren, um einen sekundaren Tumor auszubilden (18—
20). Eine Tumorzelle muss jeden einzelnen Schritt dieser Kaskade erfolgreich durchlaufen, um
schlussendlich eine Metastase zu bilden. Zwar sind sogar kleine Primartumore in der Lage eine
grol3e Zahl Zellen in den Blutkreislauf freizusetzen (21), jedoch ist nur ein extrem geringer Anteil
dieser Zellen in der Lage Metastasen auszubilden (22—24). Der Erfolg der Metastasierung hangt
besonders von den geno- und resultierenden phanotypischen Eigenschaften der Tumorzellen und
von deren Interaktionen mit der zellularen Mikroumgebung ab. Fidler und Kollegen konnten zeigen,
dass innerhalb eines Priméartumors verschiedene Zellpopulationen vorkommen, die sich hinsichtlich

ihres metastatischen Potentials stark voneinander unterscheiden (25).

Das GroRRenwachstum eines soliden Tumors ist durch die Versorgung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen limitiert. Ab einer GroRe von etwa 2 mm? ist der Tumor auf das EinsprieBen neuer
Kapillaren aus dem Gefalisystem angewiesen, um einer Unterversorgung entgegenzuwirken. Die
Neoangiogenese wird durch ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren
begulnstigt. Dieses entsteht unter anderem durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren (z.B.
vascular endothelial growth factor (VEGF)) aus den Tumorzellen selbst oder aus umliegenden
Zellen. Die gebildeten Gefal3e sind meist unvollstandig ausgebildet und weisen eine abnormale
Mikroarchitektur auf. Durch eine erhdhte Permeabilitéat stellen sie ein Einfallstor fir Tumorzellen in
den Blutkreislauf dar (26).



Um in den Blutkreislauf Ubertreten zu kénnen, missen die Tumorzellen zunachst vom priméren
Tumor disaggregieren. Im Vergleich zu Epithelzellen weisen Tumorzellen eine verminderte Zell-Zell-
Adhéasion auf (27,28). Ursache fur dieses Phanomen ist die geringere Expression verschiedener
Adhdasionsmolekile. Beispielsweise wird die Tumor-assoziierte Verarmung an E-Cadherin mit der
Ausbildung eines metastatischen anstelle eines epithelialen Phanotyps der Tumorzelle in
Verbindung gebracht (29). Um den Primartumor zu verlassen und sich wéhrend der Metastasierung
fortbewegen zu konnen, sind die Tumorzellen auf eine erhodhte Zellmotilitat angewiesen. Sie
bedienen sich dabei unterschiedlicher Mechanismen, z.B. einer amdboiden Fortbewegungsweise
oder der Annahme einer elongierten, mesenchymalen Morphologie (30). Die Umwandlung von
epithelialen zu motilen, mesenchymalen Ph&notypen wird als Epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) bezeichnet. Motile Tumorzellen reagieren auf Chemokin-Gradienten und bedienen sich
neben der Heparanase als Proteoglycan-abbauendes Enzym auch verschiedener Proteasen, um
umliegendes Gewebe zu degradieren. Zu diesen Proteasen z&hlen beispielsweise Matrix-
Metalloproteasen (MMP) und der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (UPA) (31). Die Aktivitat der
Proteasen ist physiologisch strikt reguliert. Im Zuge der Metastasierung kommt es jedoch zu einem
Verlust diverser Kontrollmechanismen und zur Degeneration der EZM mittels Proteasen, die von der
Tumorzelle selbst oder von umliegenden Zellen freigesetzt werden (32). Infolge der Proteolyse der
EZM durch MMP’s werden verschiedene Wachstumsfaktoren, z.B. VEGF und FGF (fibroblast
growth factor), freigesetzt, die wiederum eine Angiogenese stimulieren kdnnen. Zudem férdern diese
Faktoren die Synthese und Freisetzung von Kollagenasen sowie die Freisetzung von uPA aus
Endothelzellen in Tumornahe. So werden durch die Aktivierung der MMP’s sowohl die proteolytische

Kaskade als auch die Vaskularisation des Tumors begunstigt (33).

Infolge der erfolgreichen Disaggregation aus dem Zellverband und dem Uberwinden der EZM
kommen migrierende Tumorzellen unter Umstédnden in Kontakt mit der Tumorvaskulatur.
Anschlielend kdnnen Integrin-vermittelte Interaktionen mit der gefaBumgebende Basalmembran
und ein Abbau dieser durch proteolytische Enzyme folgen. Zudem erleichtern die fehlerhafte
Mikroarchitektur und die Fenestration der neugebildeten, Tumor-assoziierten GefaRe den

migrierenden Tumorzellen den Eintritt in das Blutgefaf (26).

Tumorzellen sind aufgrund ihres zumeist epithelialen Ursprungs physiologisch an ein Uberleben im
engen Netzwerk mit anderen Zellen und Interaktionen mit diesen tber Membranproteine, vor allem
Integrine, angepasst. Verlieren Tumorzellen die enge Interaktion mit umliegenden Zellen, kann dies
zu Apoptose filhren. Dieses Phanomen wird Anoikis genannt (34). Fir ein Uberleben der Zellen im
Blutstrom ist dementsprechend eine Suppression der Anoikis essentiell (35). Dazu wird entweder
die Interaktion mit, die Tumorzelle umgebenden, Blutzellen genutzt oder eine Aktivierung von

Integrin-Signalwegen unabhangig von Zell-Zell-Kontakten induziert (36).
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Nach Eintritt in den systemischen Blutkreislauf werden Tumorzellen mit den Scherkraften und
Turbulenzen in den Gefal3en und Attacken durch das Immunsystem, besonders durch Natirliche
Killerzellen (NK-Zellen), konfrontiert (24,37). Einzelne Tumorzellen sind dabei eher gefahrdet als
Zellen im Zentrum eines Zellverbundes, der ihnen physikalischen Schutz bietet (38). Die
metastasierenden Tumorzellen treten einzeln oder als Zellcluster verschiedener Grol3e,
sogenannten zirkulierenden Tumormikroemboli, in den Blutstrom ein (39,40). Diese Zellcluster
zeigen ein erhOhtes metastatisches Potential gegentber vereinzelten metastasierenden Zellen. Dies
konnte sowohl fiir metastasierende Lungen- als auch fur Brustkrebszellen gezeigt werden (40,41).
Neben dem Transit von Tumormikroemboli kann auch die Ausbildung von Heteroaggregaten mit
Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen fir Turmozellen im hdmodynamischen Stress von
Vorteil sein (42—44). Abbildung 2.1 illustriert den zeitlichen Zusammenhang einiger Interaktionen von

metastasierenden Tumorzellen mit ihrer zellularen Mikroumgebung.

Monozyten und Makrophagen

Intravasation ;
Neutrophile
Thrombozyten
Arrest und . Uberleben und
WSz Adhasion im Extrava_satlon Wachstum im Metastasierung
Blutgefar Zi und Besiedlung -
ielorgan Zielorgan
0 ~ 2 Minuten ~ 7-24 Stunden ~1-3 Tage Wochen bis Jahre

Abbildung 2.1 - Schematische Ubersicht tiber den zeitlichen Ablauf der Interaktionen von metastasierenden Tumorzellen
mit ihrer zellularen Mikroumgebung im Zuge der hdmatogenen Metastasierung. Modifiziert nach Labelle et al. (2)

Tumorzellen, die durch ihre intrinsischen Eigenschaften der Immuntberwachung des Kdrpers
entgehen koénnen oder dafir in intensive Wechselwirkungen mit anderen zelluldren
Blutbestandteilen treten, weisen eine erhdhte Wahrscheinlichkeit auf, den Transit durch das
Gefallsystem zu Uberstehen. Diese Anpassung an die erschwerten Bedingungen wahrend der
Metastasierung kdnnen sowohl phanotypischer, genetischer als auch epigenetischer Natur sein
(45). Diese prometastatischen Eigenschaften kdnnen Tumorzellen schon im Primartumor erlangt
haben. Dies geschieht entweder autonom oder als Folge von inflammatorischen Prozessen in der
Mikroumgebung des Tumors, Interaktionen mit Stromazellen oder als Reaktion auf &uf3ere

Bedingungen im Tumor (z.B. Hypoxie oder mechanisch wirkende Krafte auf die Tumorzellen) (42).

Zusatzlich zu den intrinsischen Eigenschaften, die einen direkten Uberlebensvorteil wahrend der
metastatischen Kaskade mit sich bringen, ist der Erfolg der Metastasierung von der Interaktion der
metastasierenden Tumorzelle mitihrer zellularen Mikroumgebung abhangig. Thrombozyten nehmen
dabei eine herausragende Rolle ein, die direkt nach Eintritt der Tumorzelle in das Gefal3system zum
Tragen kommt. Die Relevanz der Thrombozyten im Tumorgeschehen und besonders wahrend der
Metastasierung ist seit Jahrzehnten Thema der Forschung. So konnte schon 1973 von Gasic und

Kollegen anhand von in vivo Studien gezeigt werden, dass die Anzahl von Metastasen in der Lunge



von Mausen sowohl in Folge einer Thrombozytopenie, als auch durch den therapeutischen Einsatz

von Aspirin zurlickgeht (46).

Infolge einer Tumorzell-induzierten Aktivierung der Blutgerinnung sowie der Thrombozyten bilden
sich Aggregate, die aus Tumorzellen, Thrombozyten und Leukozyten zusammengesetzt sind. Diese
Aggregation wird als tumor cell-induced platelet aggregation (TCIPA) bezeichnet (47-49). Die
vielfaltigen Vorteile, die Tumorzellen aus den Interaktionen mit Thrombozyten und der TCIPA ziehen,
sollen in Abschnitt 2.2 dieser Arbeit ndher beleuchtet werden.

Die infolge der TCIPA gebildeten Aggregate stellen den Zustand dar, in welchem die Tumorzellen
die Blutgefal3e passieren, am Endothel im Kapillarbett des Zielorgans adhérieren und extravadieren.
Der Transit der Tumorzellen durch den Blutstrom erfolgt meist in einem engen Zeitfenster. Ein Grund
dafir sind physikalische Restriktionen, da Karzinomzellen meist zu grof3 sind, um Kapillarbetten zu
passieren. Daher adhérieren die Zellen meist innerhalb von Minuten im ersten Kapillarbett, das sie
erreichen (50). So konnte gezeigt werden, dass Zellen eines primaren Tumors im Kolon vermehrt
Metastasen in der Leber bilden, Brustkrebszellen hingegen in der Lunge (2). Die haufig
zirkulierenden Aggregate infolge einer TCIPA vergrof3ern die Wahrscheinlichkeit einer passiven

Adhasion in Kapillaren geringen Durchmessers noch zusatzlich.

Neben den beschriebenen passiven Vorgangen adharieren Tumorzellen wahrend der
Metastasierung in Leber und Lunge aber auch am Endothel groBerer GefaRe (51). Diese aktive
Adhasion findet via spezifischer Adhasionsrezeptoren, z.B. Selektine und Integrine, statt (52-56).
Die zum initialen Arrest erforderlichen Adhdasionsrezeptoren befinden sich auf den Tumorzellen
selber oder werden von Tumorzell-assoziierten Thrombozyten, Leukozyten oder Fibroblasten
exprimiert. Die direkt oder indirekt zur aktiven Adhasion befahigten Tumorzellen sind jene, die

dauerhaft am Endothel adharieren und somit die Moglichkeit der Extravasation erlangen (57).

Die Extravasation und eine anschliel3ende Profileration der metastasierenden Zellen findet haufig in
Gewebebereichen statt, die ein aktiviertes Endothel aufweisen. Diese Aktivierung der Endothelzellen
spiegelt sich z.B. in einer vermehrten Expression von Adh&asionsmolekilen (z.B. P-Selektin, E-
Selektin, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-
1)) wider. Die Ligand-vermittelte Bindung dieser Adhasionsmolekile an Tumorzellen forcieren ein

Zellrollen und die Adhasion der Tumorzellen an das Endothel (57-60).

Neben der Aktivierung des Endothels kann auch die Ausbildung einer sogenannten
prametastatischen Nische die Einwanderung von Tumorzellen aus dem Blutstrom férdern. Das
metastatische-Nische-Modell postuliert, dass disseminierende Krebszellen ein vor ihrem Eintreffen
gebildetes, der Umgebung des Primartumors ahnliches Mikromilieu in entfernten Organen
induzieren. So kénnen sie dann die sogenannte prametastatische Nische, nutzen, um in das
Gewebe einzuwandern und sich dort zu etablieren (61-64). Das dort herrschende supportive

Mikromilieu ist entscheidend durch den primaren Tumor gepragt. Der Primartumor kann befahigt
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sein, verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren, Mikrovesikel und Enzyme freizusetzen, die zu
Veranderungen in entfernten Geweben fihren kdnnen. Zu diesen Veranderungen zéhlen
beispielsweise die Remodellierung der EZM, die Rekrutierung von Stromazellen, sowie eine erhéhte
Fibronektinfreisetzung im Stroma und die Veranderungen der lokalen Blut- und Lymphvaskulatur
(65). Als Reaktion auf die Gewebsveranderungen wandern vermehrt Tumor-assoziierte Zellen, wie
beispielsweise Progenitorzellen aus dem Knochenmark und Makrophagen, in das Zielgewebe ein
(62,66,67). Durch die Schaffung Tumor-assoziierter Nischen bzw. durch die Modulation von
endogenen Nischen, beispielsweise Stammzell-Nischen, werden die betroffenen Gewebe optimal
fur die Extravasation, Migration und Proliferation einer metastasierenden Tumorzelle vorbereitet
(66). Die prametastatische Nische wandelt sich durch die Besiedlung mit Tumorzellen in die
metastatische Nische um (65). Die metastatische Nische zeichnet sich durch ein Mikromilieu aus,
das reich an Wachstumsfaktoren (z.B. platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth
factor a (TGFa) und VEGF), inflammatorischen Zytokinen und anderen Botenstoffen ist. Diese
fuhren zur Aktivierung verschiedener Signalwege, z.B. des TGFB-Signalwegs (68,69). Auch die
durch Chemotaxis in die Umgebung eingewanderten Leukozyten erhéhen das inflammatorische

Potenzial der metastatischen Nische weiter (57).

Im Zuge der Etablierung eines sekundéren Tumors nach Einwanderung der metastasierenden
Tumorzelle kann die Relevanz Tumorzell-assoziierter Thrombozyten erneut hervorgehoben werden.
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten-aktivierte Tumorzellen eine
prometastatische Signatur ihrer Genexpression aufweisen, die eine erhdhte Expression von

verschiedener Proteasen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren beinhaltet (70).

Abbildung 2.2 liefert einen groben Uberblick tiber die Prozesse der hamatogenen Metastasierung
und greift die Beteiligung der Thrombozyten in diesen auf, welche in Abschnitt 2.2 naher erlautert

werden.
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Abbildung 2.2 - Uberblick iber die hamatogene Metastasierung und die Beteiligung von Thrombozyten an dieser. Genaue
Erlauterungen in den Abschnitten 2.1 sowie 2.2.
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2.2 Rolle der Thrombozyten wahrend der hamatogenen Metastasierung

Wie im vorherigen Abschnitt erlutert, ist die enge Interaktion zwischen Tumorzellen und
korpereigenen Zellen nicht nur fir die Tumorprogression, sondern auch fir eine erfolgreiche
Metastasierung von essentieller Relevanz. Im Folgenden soll der Fokus auf die Bedeutung des
Zusammenspiels zwischen disseminierenden Tumorzellen und Thrombozyten wéahrend dieser
Prozesse gelegt und ein Uberblick tiber die Vorteile, die Tumorzellen aus diesen Interaktionen

ziehen, gegeben werden.

Nachdem die Tumorzelle erfolgreich aus dem primaren Tumor disaggregiert, durch die umliegende
Matrix migriert und in das GefaRsystem des Korpers invadiert ist, kommt sie unmittelbar in Kontakt
mit den zellularen Bestandteilen des Blutes. Bereits in dieser initialen Phase des Zelltransits kommt
den Thrombozyten eine tragende Rolle zu. So fiihrt eine in Mausen induzierte Thrombozytopenie zu

einer signifikant abnehmenden Anzahl neugebildeter Metastasen (3,46).

Wahrend der Interaktion von Thrombozyten mit zirkulierenden Tumorzellen wirken verschiedene
Mechanismen: i) Tumorzellen kdnnen eine Aktivierung der Thrombozyten induzieren; ii)
Thrombozyten unterstiitzen den Prozess der hamatogenen Metastasierung, z.B. indem sie die
Adhdasion von Tumorzellen am Endothel unterstiitzen, und somit deren Arrest im Gefal3system der
Zielorgane erleichtern; iii) Thrombozyten helfen Tumorzellen, die Immunantwort des Organismus zu
umgehen; iv) Thrombozyten unterstitzen die Extravasation der Tumorzelle; v) Thrombozyten
kénnen die Tumorangiogenese vorantreiben. Einen Uberblick (iber die Beteiligung der
Thrombozyten an den verschiedenen Prozessen der metastatischen Kaskade liefert Abbildung 2.3,

die im Folgenden naher erlautert werden soll.

Intravasation:

- GefaBpermeabilitat 1
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Schutz vor Anoikis -EMT?t
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- Rekrutierung Monozyten und Granulozyten
- MAPK-Stimulation durch Mikrovesikel
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proangiogenetischer Proteine in Tumorzellen
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- Freisetzung von Wachstumsfaktoren
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Abbildung 2.3 - Beitrag der Thrombozyten zur hAmatogenen Metastasierung. Modifiziert nach (71).

Thrombozyten spielen nicht erst im Zuge der hamatogenen Metastasierung eine tragende Rolle.

Vielmehr zeigen sie schon im Primartumor einen direkten Einfluss auf die Proliferation von
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Tumorzellen im Zellverbund. Es wurde gezeigt, dass von Thrombozyten sezernierter TGFB die
Proliferation von Ovarialkarzinomzellen steigert (72). Auch thrombozytare Mikrovesikel werden mit
einer gesteigerten Proliferation von Lungenkarzinomzellen Uber die Stimulation von mitogen-

aktivierten Proteinkinasen (MAPKS) assoziiert (73).

Im Zuge der hamatogenen Metastasierung umgeben sich metastasierende Tumorzellen nach Eintritt
in das BlutgefalRsystem des Korpers innerhalb von Minuten mit aktivierten Thrombozyten und
Leukozyten und bilden so Heteroaggregate (47,49,74). Die infolge der TCIPA gebildeten Aggregate
stellen den Zustand dar, in dem die Tumorzellen befahigt sind, die Widrigkeiten des Blutstroms zu
Uberleben und sich Uber das Gefalisystem des Korpers zu verteilen. Die mechanistischen
Hintergrinde der TCIPA werden in Abschnitt 2.3 naher erlautert. Die, eine Tumorzelle umgebenden,
Thrombozyten schitzen diese mechanisch vor einer Beschadigung der Zellmembran durch die
hohen Scherkrafte in den GefaRen (75). Dariiber hinaus unterstiitzen sie das Uberleben der
metastasierenden Tumorzelle aber auf vielféltige Weise, die Uber das mechanische Abschirmen

hinausgehen.

Die in Abschnitt 2.1 erldauterte Anoikis kann von metastasierenden Tumorzellen durch Interaktionen
mit verschiedenen zellularen Blutbestandteilen supprimiert werden. Haemmerle und Kollegen
zeigten, dass Thrombozyten eine Anoikis verschiedener humaner Ovarialkarzinomzelllinien Uber die

Aktivierung des yes-associated protein 1 (YAP1) - Signalweges unterdriicken (76).

Wie bereits erwahnt weisen metastasierende Tumorzellen infolge einer EMT haufig einen
mesenchymalen anstelle eines epithelialen Phénotypen auf (77). Tumorzell-assoziierte
Thrombozyten scheinen an der EMT auf unterschiedliche Weise beteiligt zu sein. Dabei spielen
Mediatorstoffe aus Tumor-assoziierten Thrombozyten wie beispielsweise TGF[3, Prostaglandin E>
(PGE2), PDGF und Lysophosphatidsauren (LPA) eine essentielle Rolle (4,78,79). Infolge von
Interaktionen mit Thrombozyten zeigen Tumorzellen eine Verarmung an E-Cadherin (80) und
gleichzeitig eine vermehrte Expression von Proteinen, die mit der Ausbildung eines mesenchymalen
Phanotyps assoziiert sind. Dazu zahlen beispielsweise Snail, Vimentin, Fibronectin und MMP-9 (70).
Neben der gesteigerten Motilitat wird eine EMT mit weiteren prometastatischen Eigenschaften in
Verbindung gebracht. Dazu gehéren beispielsweise eine verminderte Neigung zur Apoptose sowie

stammzellahnliche Eigenschaften (81,82).

2.2.1 Einfluss Tumorzell-assoziierter Thrombozyten auf die Immunantwort

Einen entscheidenden Beitrag zum Uberleben der Tumorzellen in der Blutzirkulation vermitteln
Thrombozyten durch ihren inhibitorischen Einfluss auf NK-Zellen (5,83). Thrombozyten sind in der
Lage, eine parakrine Suppression NK-Zell-vermittelter zytolytischer Aktivitdten auszulésen. TGFj3,
welches aus der a-Granula aktivierter Thrombozyten sezerniert wird, fuhrt zu einer

Herunterregulierung der Expression des aktivierenden Immunorezeptors NKG2D auf NK-Zellen und
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wirkt so der Granula-Mobilisation, der Zytotoxizitdt und der Interferon-y-Sekretion von NK-Zellen
entgegen (84). Neue Untersuchungen zeigten zudem, dass die von aktivierten Thrombozyten
exprimierten a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein (ADAM)10 und ADAM17
zum Abbau von NKG2D-Liganden auf Tumorzellen beitragen. Uber die Expression von
ADAM10/ADAM17 tragen Thrombozyten entsprechend dazu bei, dass die Tumorzellen der
Erkennung durch NKG2D und damit der NK-Zell-vermittelten Immunantwort entgehen kénnen (6).

Placke und Kollegen konnten zeigen, dass im Zuge der direkten Interaktion zwischen Tumorzellen
und Thrombozyten ein Transfer des von Thrombozyten exprimierten major histocompatibility
complex class | (MHC-I) auf die Oberflache von Tumorzellen stattfindet. MHC-I schiitzt letztere vor
der Erkennung durch den direkten Kontakt mit NK-Zellen (85). Nach der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung wird der glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-ligand
(GITRL) zusammen mit P-Selektin auf der Thrombozytenoberflache coexprimiert. GITR wird auf der
Oberflache von NK-Zellen von GITRL gebunden und induziert eine inhibitorische Signalkaskade, die

eine verminderte Sekretion von Interferon-y und eine reduzierte NK-Zelltoxizitat zur Folge hat (86).

Neben der Funktion von NK-Zellen beeinflussen Tumorzell-assoziierte Thrombozyten auch die
Aktivitat von T-Zellen. Rachidi und Kollegen zeigten, dass von Thrombozyten sezerniertes TGF[3
und Lactat die Funktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen modulieren. Sie postulierten daher den
therapeutischen Ansatz, dass die adoptive Immuntherapie von Krebspatienten durch die Gabe eines

Inhibitors der Thrombozytenaktivierung optimiert werden kann (87).

Auch die Beteiligung anderer Immunzellen am metastatischen Geschehen kann durch Tumorzell-
assoziierte Thrombozyten beeinflusst werden. Dabei spielen neben immunmodulatorischen
Chemokinen, welche aus der a-Granula freigesetzt werden, auch thrombozytare
Oberflachenrezeptoren, wie beispielsweise P-Selektin und das Glykoprotein Iba (GPIba) eine Rolle
(88,89). So wurde gezeigt, dass Tumorzell-assoziierte Thrombozyten die Wanderung von
Neutrophilen Granulozyten zu Zielgeweben der Metastasierung und ihre dortige Extravasation
fordern (90). An diesem Phanomen ist unter anderem die Bindung von Thrombozyten-stadndigem
GPIba an awmB: auf der Oberflaiche von neutrophilen Granulozyten beteiligt. Die so gebildeten
Heteroaggregate aus Tumorzellen, Thrombozyten und Neutrophilen Granulozyten verstarken den
Schutz der Tumorzelle vor dem Immunsystem (89,91). Labelle und Kollegen zeigten zudem, dass
CD11* MMP9* Ly6G* Granulozyten in Agglomerate aus aktivierten Thrombozyten und MC38
Kolonkarzinomzellen einwandern (92). Die CXC-Motiv Chemokine CXCL5 und CXCL7 werden aus
der thrombozytdren a-Granula freigesetzt. Die Sekretion der Chemokine erfolgt nach einer
Aktivierung der Thrombozyten aufgrund des direkten Kontakts mit Tumorzellen oder infolge des
aktivierten Gerinnungssystems (93). Sowohl CXCL5 als auch CXCL7 induzieren eine Chemotaxis
von Granulozyten Uber die Aktivierung des Granulozyten-standigen Rezeptors CXCR2 (92). Die

Einwanderung von Leukozyten in Tumorzell-Thrombozyten-Mikrothromben fordert die Extravasation
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der Tumorzellen sowie die Tumorzell-Proliferation. Zudem scheinen sie an der lokalen

Immunzellsuppression beteiligt zu sein (43,44,94).

2.2.2 Einfluss Tumorzell-assoziierter Thrombozyten auf die Extravasation im

Zielgewebe

Erreichen die Tumorzellen nach ihrem Transit durch das Gefal3ssystem den Ort der Extravasation,
unterstiitzen Thrombozyten die Bindung am Endothel Uber adhéasive Interaktionen zwischen
Thrombozyten, Tumorzellen und Leukozyten (57,95). Tumorzellen und aktivierte Thrombozyten
induzieren Uber die Ausschittung loslicher Mediatorstoffe, extrazellularer Vesikel oder Proteasen
eine Aktivierung des Endothels (7,96). ATP, freigesetzt aus der dichten Granula aktivierter
Thrombozyten, bindet und aktiviert endothelstandige P2Y.-Rezeptoren. Die dadurch forcierte
Permeabilitat des Endothels ermdglicht Tumorzellen die Extravasation (8). Das aktivierte Endothel
rekrutiert seinerseits Tumorzellen bzw. Tumorzell-Thrombozyten-Aggregate mithilfe verschiedener
Adhasionsrezeptoren. Zu diesen zahlen beispielsweise P-Selektin, E-Selektin, ayfs, von-Willebrand-
Faktor (VWF), VCAM-1 und ICAM-1 (57,97). CCL5, welches aus der a-Granula aktivierter
Thrombozyten freigesetzt wird, fuhrt zu einer Chemotaxis von Monozyten hin zum Zielgewebe. Die
rekrutierten Monozyten treiben wiederum die Aktivierung des Endothels voran und forcieren so die

Tumorzellextravasation (9,98).

2.2.3 Einfluss Tumorzell-assoziierter Thrombozyten auf die Angiogenese

Damit sich aus einer ins Gewebe eingewanderten Tumorzelle erfolgreich ein Sekund&rtumor
entwickeln kann, spielt neben diversen anderen Mechanismen die Neoangiogenese eine essentielle
Rolle. In der thrombozytaren a-Granula sind neben einer Vielzahl anderer physiologisch aktiver
Mediatorstoffe auch pro- sowie antiangiogenetische Proteine gespeichert. Zu den
proangiogenetischen Wachstumsfaktoren zéhlen beispielsweise VEGF, PDGF, basic fibroblast
growth factor (bFGF) und epidermal growth factor (EGF) (10,71,99-103). Diese induzieren
einerseits die Neubildung und Remodellierung von Tumor-infiltrierenden BlutgefaRen. Andererseits
werden sie auch mit der Proliferation und Differenzierung von Perizyten und Fibroblasten in der
Tumormikroumgebung, sowie der Rekrutierung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark
assoziiert. Zu den antiangiogenetischen Wachstumsfaktoren, die in der a-Granula gespeichert sind,
zahlen Dbeispielsweise Angiostatin, Endostatin, Thrombospondin-1, tissue inhibitor of
metalloproteinases (TIMP)-1 und platelet factor 4 (PF4) (71,104-106). Die Mechanismen, die dazu
fuhren, dass Thrombozyten ein proangiogenetisches Tumormikromilieu férdern, sind bis dato nicht
vollstandig aufgeklart und Gegenstand aktueller Untersuchungen. Es wird diskutiert, dass
verschiedene Untergruppen von Proteinen in verschiedenen a-Granula gespeichert sind, deren
Freisetzungen unterschiedlich reguliert werden (99,107,108). Einer anderen Hypothese folgend

koénnten die verschiedenen Proteine aber auch in unterschiedlichen Bereichen der gleichen Granula
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gespeichert sein, welche in Folge verschiedener Stimuli differenziert sezerniert werden (109,110).
Ein weiterer Mechanismus, mit dem Tumor-assoziierte Thrombozyten die Bildung neuer Blutgefalie
im Tumorgewebe unterstitzen, ist die Freisetzung thrombozytarer Mikrovesikel. (73) Janowska-
Wieczorek und Kollegen untersuchten den Einfluss thrombozytéarer Mikrovesikel auf Tumorzellen.
Erstere stimulierten die mRNA-Expression von VEGF, MMP9 und hepatocyte growth factor (HGF)
in Lungenkarzinomzellen und forderten so die Neoangiogenese im Tumor (73).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Tumor-assoziierte Thrombozyten einen
proangiogenetischen Phanotyp aufweisen. In klinischen Studien wurden in Thrombozyten, die von
Tumorpatienten isoliert wurden, erhohte Konzentrationen VEGF, PDGF aber auch PF4
nachgewiesen (111,112). Die mechanistischen Hintergriinde eines proangiogenetischen
Phéanotypen sind nicht vollstéandig geklart, kdnnen aber mit der Beeinflussung des thrombozytéaren
Transkriptoms durch Tumorzellen (113,114) zusammenhé&ngen. Klement und Kollegen konnten
zudem zeigen, dass Thrombozyten aktiv proangiogene Faktoren binden und aufnehmen kénnen,
die von Tumorzellen sezerniert werden. Sie zeigten weiter, dass die Konzentration Angiogenese-
regulierender Proteine in Thrombozyten erhéht war, welche aus tumorimplantierten Mausen isoliert
worden waren. Die Plasmakonzentrationen der untersuchten Proteine dnderte sich im Vergleich zum
Plasma der Kontrollgruppe dabei jedoch nicht (115). Neben der Beteiligung an Angiogenese-
regulierenden Prozessen sind Thrombozyten zudem in der Lage, via Sekretion von Angiopoetin-1
und Serotonin die Vaskulatur im Tumor zu stabilisieren und intratumorale Blutungen zu verhindern
(116).

2.2.4 Rolle der Thrombozyten in der Krebsdiagnostik

Neben den vielféltigen Beitragen der Thrombozyten zur hamatogenen Metastasierung stellen diese
auch interessante Ansatzpunkte der modernen Diagnostik in der Onkologie dar. Infolge der
Aktivierung der Thrombozyten und dem hohen Scherstress, welchem sie in den Gefal3en ausgesetzt
sind, setzen Thrombozyten extrazellulare Vesikel, beispielsweise Exosomen und Mikropartikel, frei
(117). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Konzentrationen an thrombozytaren
Mikropartikeln im Blut bei Patienten mit aggressiven Tumorformen stark erhoht ist (118,119).
Thrombozyten sind befahigt, mRNA von zirkulierenden Tumorzellen aufzunehmen. So entstehen
Modifikationen im Transkriptom der Thrombozyten welche dem Tumorprofil &hneln (114). Dieses
therapeutisch interessante Phanomen wird als tumor-educated platelets (TEP) bezeichnet. Der
zugrundeliegende Mechanismus der TEP ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Tumorzellen sind
befahigt, RNA in ihre direkte Umgebung abzugeben, beispielsweise Uber die Freisetzung von
Exosomen (120,121), welche dann von den Thrombozyten aufgenommen wird (114,122,123). Wie
diese Aufnahme vonstattengeht, ist nicht abschlielBend geklart. Mégliche Szenarien beinhalten die
Fusion von Plasmamembranen, Clathrin-vermittelte Endozytose oder Phagozytose seitens der

Thrombozyten (124). Das Konzept der TEP stellt eine interessante Mdglichkeit in der Diagnostik von
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Tumorpatienten dar. So konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten von Krebspatienten Tumor-
assoziierte Biomarker enthalten. Beispielsweise konnten epidermal growth factor receptor variant Ill
(EGFRvIII) und prostate cancer antigen 3 (PCA3) als Biomarker fur Glioma bzw. Prostatakrebs

nachgewiesen werden (122).

2.3 Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung

Nach Eintritt der metastasierenden Tumorzelle in das Blutgefal? wird die Entstehung eines stabilen
Thrombus durch die Tumorzell-vermittelte Aktivierung der Thrombozyten unterstiitzt. Diese
Aktivierung findet mittels verschiedener Mechanismen statt, die sich grob in drei Kategorien einteilen
lassen. Tumorzellen exprimieren haufig tissue factor (TF) auf ihrer Oberflache. Dieser induziert die
Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade und fihrt Uber die Generierung aktiven
Thrombins zu einer Thrombozytenaktivierung. Zudem sezernieren Tumorzellen |8sliche
Mediatorstoffe wie beispielsweise ADP, Thromboxan A2 (TXA:) oder das high-mobility group box 1
(HMGB1) Protein. Diese Mediatorstoffe sind ihrerseits in der Lage, Thrombozyten uber
entsprechende Rezeptoren auf deren Membranen zu aktivieren und auf diesem Wege zur Formation
eines stabilen Thrombus beizutragen. Der dritte Mechanismus resultiert aus dem direkten Kontakt
von Tumorzellen und Thrombozyten, bei dem Adhdasionsrezeptoren und deren Liganden die

Aktivierung der Thrombozyten vermitteln.

2.3.1 Thrombozytenaktivierung infolge einer Tumorzell-vermittelten

Aktivierung des Blutgerinnungssystems

Das hamostaseologische System, besonders dessen zentrale Serinprotease Thrombin, tragen
entscheidend zu einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung bei. Durchschnittlich ist das
Risiko einer vendse Thromboembolie (VTE) bei Krebspatienten um das vier- bis sechsfache erhoht.
Die Diagnose einer thromboembolischen Komplikation ist zudem mit einem signifikant schlechteren
Gesamtiberleben assoziiert (11,12). Der klinische Zusammenhang zwischen malignen
Erkrankungen und Thrombosen wurde erstmals von dem franzésischen Arzt Armand Trousseau
beschrieben, dementsprechend werden paraneoplastische Gerinnungsstérungen als Trousseau-
Syndrom bezeichnet (125). Eine durch eine maligne Erkrankung induzierte Aktivierung der
Hamostase tragt tUber die Bildung lokaler Thromben oder systemischer Gerinnungsstérungen
erheblich zur Morbiditat und Mortalitdt von Tumorpatienten bei. Zudem spielen zahlreiche
Komponenten des aktivierten Hamostasesystems eine bedeutende Rolle fir das primare Wachstum

von Tumoren sowie fur die hamatogene Metastasierung.
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Da die hamostaseologischen Grundlagen in der einschlagigen Fachliteratur ausfuhrlich beschrieben

sind, soll an dieser Stelle Abbildung 2.4 einen Uberblick liefern, jedoch nicht naher erlautert werden.
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Abbildung 2.4 - Ubersicht Giber das Blutgerinnungssystem und den Einfluss von Tumorzellen auf dieses. Moglichkeit der
Tumorzell-vermittelten Aktivierung des Gerinnungssystems tber Tumorzell-standigen TF, TF-présentierende Mikropartikel
sowie indirekt Uiber die Aktivierung des Endothels und eine TF-Prasentation infolge dessen.

Wie in Abbildung 2.4 dargestellt sind Tumorzellen befahigt, die physiologische
Blutgerinnungskaskade auf verschiedene Weise zu beeinflussen. Eine zentrale Rolle in der
Tumorzell-induzierten Aktivierung der Blutgerinnung nimmt das Gewebethromboplastin (tissue
factor (TF)) ein. TF wird in gesunden Geweben von subendothelialen Zellen, wie Fibroblasten oder
Perizyten, exprimiert (126). Im Gegensatz dazu konnte in diversen malignen Geweben eine
Expression von TF nachgewiesen werden. Tumore epithelialen Ursprungs exprimierten dabei haufig
mehr TF als Tumore nicht-epithelialen Ursprungs (127). Neben der konstitutiven Expression von TF
kann es durch inflammatorische oder sonstige Tumor-spezifische Prozesse zu einer Hochregulation
der TF-Genexpression, sowohl in den Tumorzellen selbst, als auch in Tumor-assoziierten Zellen
(z.B. Stromazellen), kommen (128-130). Die Expression von TF konnte bei verschiedenen
Krebserkrankungen mit einer schlechteren Prognose fir die Patienten assoziiert werden. So konnte

ein erhdhtes Risiko einer VTE bei Patienten beobachtet werden, die beispielsweise unter Pankreas-
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oder Ovarialkrebs litten, sobald eine erhéhte Expression von TF seitens der Tumorzellen
nachweisbar war (131,132).

Neben der Expression von oberflachenstandigem TF auf den Tumorzellen stellen TF-prasentierende
Mikrovesikel einen weiteren mdglichen Mechanismus der Aktivierung des Gerinnungssystems dar.
Bei Mikrovesikeln handelt es sich um kleine Vesikel membranaren Ursprungs mit einem
Durchmesser von 0,1-1 uM, die von apoptotischen Zellen oder infolge einer Aktivierung der Zellen
freigesetzt werden. Neben der Préasentation von TF auf ihrer Oberflache kdnnen diese Mikrovesikel
anionische Phospholipide, beispielsweise Phosphatidylserin, enthalten. Diese Phospholipide
unterstiitzen als negativ geladene Oberflache die Assoziation des Prothrombinasekomplexes und

tragen auf diese Weise zusatzlich zur Thrombozytenaktivierung bei (133).

Neben dieser direkten Beeinflussung des physiologischen Gerinnungssystems koénnen weitere
Tumor-assoziierte, indirekte Faktoren die Entstehung thromboembolischer Ereignisse fordern.
Haufig hangen diese indirekten Faktoren mit dem inflammatorischen Geschehen, welches eine
Tumorerkrankung begleitet, zusammen (134). Ein Beispiel dafir ist die Freisetzung des Tumor-
Nekrose-Faktors-a (TNFa) aus den Tumorzellen. Dieser kann an einer Aktivierung des Endothels
beteiligt sein, welche sich in einer gesteigerten TF-Expression seitens der Endothelzellen
manifestiert (135). Von Tumorzellen sezernierte Proteine kénnen so indirekt eine Aktivierung der

Gerinnungskaskade auslésen, ohne direkt mit den Gerinnungsfaktoren zu interagieren.

2.3.1.1 Thrombin

Als Folge einer Tumorzell-induzierten Aktivierung des Gerinnungssystems kommt es unter anderem

zu der Generierung aktiven Thrombins aus dem Zymogen Prothrombin.

Thrombin gehért zu den Serinproteasen. Sein spezieller Aufbau erlaubt die spezifische Erkennung
zahlreicher unterschiedlicher Substrate. Thrombin weist ein katalytisches Zentrum sowie die
Exosite | und Exosite Il auf, die direkt oder indirekt (tiber die Bindung von Cofaktoren) an der Bildung
eines Thrombin-Substrat-Komplexes beteiligt sein kénnen (136). An der Bindung und Spaltung von
Fibrinogen sind beispielsweise sowohl das aktive Zentrum des Thrombins, als auch die Exosite |
beteiligt (137). Fur die Bindung von GPIb als Cofaktor des aktiven Zentrums fiir die proteolytische
Spaltung von Protease-aktivierbaren Rezeptoren (PAR) sowie Faktor XI scheint hingegen
besonders die Exosite Il ausschlaggebend zu sein (136). Ebenfalls an der Exosite Il ist die Heparin-
Bindungsstelle des Thrombins lokalisiert (138). Heparin dient so als Cofaktor fiir die Bindung des
Thrombins an dessen physiologischen Inhibitor Antithrombin (139). Im Gegensatz dazu bindet der
synthetisch hergestellte Thrombininhibitor Argatroban direkt im aktiven Zentrum des Thrombins und

hemmt so reversibel seine proteolytische Wirkung (140).

Thrombin ist beféahigt, Zellen Gber einen einzigartigen proteolytischen Mechanismus zu aktivieren.

Die Rezeptoren, die durch Thrombin adressiert werden, zeichnen sich durch einen langen,
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extrazellularen N-Terminus aus. Thrombin ist befahigt einen Teil dieses N-terminalen Bereiches
proteolytisch zu entfernen, wodurch eine Peptidsequenz freigelegt wird, die als hochaffiner Ligand
an den Rezeptor bindet und diesen aktiviert. Die auf diese Weise von Thrombin aktivierbaren
Rezeptoren zahlen zu der Familie der GPCRs und werden unter der Bezeichnung Protease-
aktivierbare Rezeptoren (PAR) zusammengefasst (141). Fir diese Arbeit von besonderer Relevanz
sind PAR-1 sowie PAR-4, da diese von humanen Thrombozyten exprimiert werden und ihre
Thrombin-vermittelte Aktivierung in einer starken Thrombozytenaktivierung mindet. PAR-1 enthalt
eine hirudin-like domain, welche eine hohe Affinitat zu Thrombin aufweist und so eine Colokalisation
von Thrombin und PAR-1 vermittelt und damit letztlich eine Aktivierung von PAR-1 fordert. Dies hat
zur Folge, dass schon Thrombinkonzentrationen im picomolaren Bereich ausreichen, um eine
Aktivierung herbeizufihren. Bei zunehmender Thrombin-Konzentration wird die PAR-1 vermittelte
Aktivierung zunehmend von einer PAR-4 vermittelten Aktivierung verdrangt. Obwohl PAR-4 keine
hirudin-like domain aufweist, dominiert bei hohen Thrombin-Konzentrationen (> 10 nM) eine
Aktivierung der Thrombozyten durch PAR-4 anstelle der PAR-1 vermittelten Aktivierung (142-145).
PAR-1 wird im direkten Vergleich mit PAR-4 nach einer Aktivierung wesentlich schneller

internalisiert, sodass der PAR-4 vermittelte Effekt auf Thrombozyten von langerer Dauer ist (145).

Neben der PAR-vermittelten Aktivierung scheint Thrombin beféahigt, Uber eine Interaktion mit GPlb
eine Thrombozytenaktivierung zu induzieren. Adam und Kollegen arbeiteten mit einer Mutante des
Thrombins, welche durch eine Inaktivierung des aktiven Zentrums nicht fahig ist, PAR zu spalten.
Dieses Thrombin rief eine Adhédsion und Spreitung der Thrombozyten sowie die Sekretion der
dichten Granula und eine Inside-out-Aktivierung des Integrins a3 hervor. Dieses Ergebnis wurde
durch die Verwendung von Thrombozyten, die von einem Patienten isoliert wurden, der unter dem
Bernard Soulier Syndrom litt und dementsprechend einen Mangel an GPIb aufwies, unterstrichen.

Diese Thrombozyten waren nicht durch inaktiviertes Thrombin aktivierbar (146).



18

Neben seiner entscheidenden Rolle in der Hamostase, sowie als Bindeglied zwischen TF-
exprimierenden Tumorzellen und Thrombozyten, beeinflusst Thrombin das onkologische
Geschehen auf vielerlei weiteren Ebenen. Ein prothrombotischer Zustand wird als charakteristisch
fur eine fortgeschrittene und metastasierende Krebserkrankung angesehen (147,148). Guo und
Kollegen zeigten, dass Hirudin, ein spezifischer Thrombin-Inhibitor, die spontane Metastasenbildung
unterdriickt und die Uberlebenszeit im Mausmodell signifikant verlangert (149). Einen Uberblick tiber
den Einfluss des Thrombins auf das Tumorgeschehen bietet Abbildung 2.5.

Angiogenese
909 t Rekrutierung Monozyten

Tumorzellproliferation 1
\ Endotheliale Barrierefunktion |
Arrest von Tumorzellen im Zielgewebe -\

i Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
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Metastatisches Potential 1

EZM Degradation und Remodellierung

Abbildung 2.5 - Effekte des Thrombins auf das Tumorgeschehen sowie im Zuge der hdmatogenen Metastasierung.
Modifiziert nach (147).

Die pleiotropen Effekte des Thrombins erstrecken sich Uber die gesamten Schritte der
metastatischen Kaskade und reichen von der Beeinflussung des Herauslésens der Tumorzellen aus
dem Primartumor, deren Migration ins umliegende Gewebe, dem Eintritt in das Gefal3system und
dem Uberleben dort bis hin zur Extravasation und Ausbildung einer Metastase im Zielgewebe (147).
Dabei beeinflusst Thrombin die beteiligten Zellen direkt tiber PAR oder indirekt Giber die Bildung von
Fibrin-Matrices (141,150).

Im Folgenden soll auf einzelne Beispiele des Einflusses von Thrombin auf das Krebsgeschehen

naher eingegangen werden.

Adams und Kollegen zeigten eine Stimulation der Proliferation von Kolonkarzinomzellen infolge
einer Thrombin-vermittelten Aktivierung von PAR-1 exprimierenden, Tumor-assoziierten,
Stromazellen. Neben der Aktivierung von PAR-1 tragt auch die Thrombin-vermittelte Bildung einer
Fibrin-Matrix signifikant zum Tumorwachstum bei (151). Fibrin interagiert mit einer Vielzahl Tumor-
assoziierter Zellen, wie beispielsweise Endothelzellen, Thrombozyten, Leukozyten, Fibroblasten
sowie den Tumorzellen selber (147,151). Zudem dienen Fibrin-Matrices als Reservoir fur Thrombin,
Wachstumsfaktoren oder andere Proteine (z.B. VEGF, Plasminogen, Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-2 (PAI-2) oder TGFf1), die als Folge einer Fibrindegeneration durch Plasmin wieder in die
Mikroumgebung des Tumors freigesetzt werden und proliferative Stimuli vermitteln (151-153). So
konnte eine verstarkte Nekroseneigung der Tumorzellen sowie eine verminderte Vaskularisation

solcher Tumore beobachtet werden, die aus Fibrinogen-defizienten Mausen isoliert wurden (151).

Als weiteres Beispiel fur die Effekte einer Thrombin-induzierten Aktivierung von PAR-1 auf

Tumorzellen kann die PAR-1 abhéangige Hochregulierung diverser Gene, die mit aggressiven, stark
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metastasierenden Tumorentitdten assoziiert sind, genannt werden. Dazu gehoren beispielsweise
Osteopontin, CXCL1, Twist, Cathepsin S, sowie MMP-1 und MMP-2 (154-157). Bei Patienten, die
unter metastasierendem Brustkrebs litten, konnte die Korrelation zwischen erhdhten
Plasmakonzentrationen an Osteopontin und einer schlechten Prognose gezeigt werden (156). Die
Aktivitat von Osteopontin wird durch Thrombin auch auf Proteinebene weiter gesteigert. Osteopontin
wird durch Thrombin proteolytisch gespalten, wobei sich die Spaltprodukte durch eine erhohte
biologische Aktivitat auszeichnen und tGber Bindung an ihre jeweiligen Rezeptoren die Migration der
Tumorzellen sowie eine Haptotaxis fordern (158,159).

Auch die Migration von Monozyten aus dem Blut in die Tumormikroumgebung sowie ihre
Differenzierung zu Makrophagen scheinen partiell von der Thrombin-induzierten PAR-1-Aktivierung
abhangig zu sein (160). Die rekrutierten Monozyten kénnen wiederum zum Uberleben und zur

Proliferation der Tumorzellen beitragen.

Neben der Beteiligung an Prozessen im soliden Tumor unterstitzt Thrombin diverse weitere
Prozesse im Zuge der hamatogenen Metastasierung. Von Thrombin gebildetes I8sliches Fibrin
fungiert beispielsweise als Bricke zwischen zirkulierenden Tumorzellen und endothelialen
Rezeptoren und unterstitzt so den Arrest der Tumorzellen im Kapillarbett des Zielgewebes (161).
Es konnte zudem gezeigt werden, dass sowohl Fibrinogen als auch Fibrin an der Neutrophilen-
vermittelten Adhé&sion von Melanomzellen via ICAM-1 beteiligt sind (162). Auch die Beteiligung an
der Extravasation zirkulierender Tumorzellen konnte fur Thrombin gezeigt werden. Thrombin
induziert eine Herabsetzung der endothelialen Barrierefunktion und ermdéglicht den Tumorzellen

einen parazellularen Transit (163,164).

Des Weiteren beeinflusst Thrombin die Angiogenese im Primartumor und in gebildeten Metastasen.
Dabei stimuliert Thrombin die Tumor-assoziierte Angiogenese sowohl in Abhangigkeit von PAR-1
als auch PAR-unabhangig uber die Interaktion mit Tumor- sowie Stromazellen (150,165,166). Wie
bereits in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, tragt die Tumorzell-vermittelte Aktivierung von Thrombozyten
(besonders mittels Thrombin) und die damit assoziierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren
erheblich zur Tumor-assoziierten Angiogenese bei. Daneben vermittelt Thrombin Uber eine
Aktivierung von PAR starke mitogene Effekte auf Endothelzellen, glatte Muskelzellen sowie
vaskulare Vorlauferzellen (150,154,166). Zusatzlich Ubt Thrombin chemotaktische Effekte auf
Endothelzellen aus und flihrt zu einer verminderten Apoptoseneigung dieser Zellen (150,165,167).
Zudem erhoht die Stimulation mit Thrombin die Expression von a.f3, einem ph&notypischem
Angiogenesemarker auf Endothelzellen, der die Interaktionen zwischen Endothelzellen und der EZM
fordert (168). Die Thrombin-vermittelten, PAR-unabhangigen Effekte auf die Angiogenese sind
erneut besonders von Fibrin abhangig. Das Fibrinnetzwerk innerhalb der Tumormikroumgebung
dient als Matrix fur die Adh&sion von Endothelzellen und die Ausbildung kapillaréhnlicher Strukturen

(169). Zudem koénnen, wie bereits erwahnt, Wachstumsfaktoren etc., die Einfluss auf
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angiogenetische Prozesse nehmen kdnnen, innerhalb des Fibrinnetzwerks gespeichert und vor dem
Abbau in der EZM geschuitzt werden (150,170).

Die dargestellten, breit gefacherten Effekte des Thrombins unterstreichen die Relevanz des
Gerinnungssystems im Krebsgeschehen. Die Aufklarung der mechanistischen Interaktionen
zwischen dem Tumorgeschehen und einzelnen Komponenten des Gerinnungssystems bietet
dementsprechend die Madoglichkeit, therapeutische Strategien zu entwickeln, um die
Wahrscheinlichkeit einer Tumor-assoziierte VTE zu reduzieren. Zusatzlich tragt ein tieferes
Verstandnis dieser Interaktionen dazu bei, neue therapeutische Angriffspunkte zu erschlieRen, die
den Teufelskreis aus einer Tumorzell-induzierten Aktivierung des Gerinnungssystems einerseits und
den Tumor- sowie metastasierungsfordernden Effekten einer aktivierten Gerinnung andererseits zu

durchbrechen.
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2.3.2 Die Induktion einer Thrombozytenaktivierung via Tumorzell-assoziierter

l6slicher Mediatorstoffe

Die Aktivierung via léslicher Mediatorstoffe stellt neben einer Aktivierung in Folge eines aktivierten
Gerinnungssystems einen weiteren mdoglichen Mechanismus der Thrombozytenaktivierung dar.
Einerseits kdnnen aktivierte Thrombozyten Mediatorstoffe freisetzen, welche autokrin die
Aktivierung verstarken. Andererseits werden Aktivatoren durch die Tumorzellen selbst freigesetzt,
die parakrin auf Thrombozyten wirken. Zu den wichtigsten parakrinen Mediatoren gehdren ADP,
Thromboxan A; und das high-mobility group box 1 protein (HMGB1). Einen Uberblick tiber die
Mdglichkeiten der Thrombozytenaktivierung via Tumorzell-assoziierter l6slicher Mediatorstoffe
liefert Abbildung 2.6.

COX 1
TXA,-Synthase

— -
Arachidonsaure TXA,

Abbildung 2.6 - Schematische Darstellung der Thrombozytenaktivierung infolge der Tumor-assoziierten I8slichen
Mediatorstoffe ADP, TXA2 sowie HMGB1.

ADP kann direkt von Tumorzellen, wie beispielsweise Ovarialkarzinomzellen, freigesetzt werden
(171). Zudem kommt ADP eine entscheidende Rolle als sekundarer Thrombozytenaktivator zu, da
in der dichten Granula der Thrombozyten gespeichertes ADP infolge eines initialen Stimulus
freigesetzt wird und Uber entsprechende purinerge Rezeptoren eine Autoaktivierung weiterer
Thrombozyten hervorruft (172). Auf Thrombozyten finden sich zwei GPCRs, welche von ADP
aktiviert werden kénnen. Zum einen der Gag- gekoppelten P2Y1-Rezeptor und zum anderen der Gai-
gekoppelten P2Yi,-Rezeptor (173). Eine vollstédndige Aggregation der Thrombozyten infolge einer
Stimulation mit ADP wird zunachst durch eine Aktivierung des P2Y1-Rezeptors eingeleitet, welcher
sich die Aktivierung des P2Yi>-Rezeptors anschlie3t (174). Eine Bindung von ADP am P2Y;-
Rezeptor fuhrt Gber Inositoltriphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG) zu einem Anstieg der
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intrazellularen Calciumkonzentration. Eine Aktivierung der P2Y1>-Rezeptoren fuhrt zur Inhibition der
Adenylatcyclase und reduziert somit die Konzentration von intrazellularem zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP). Zudem erfolgt via Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) eine
Aktivierung der MAP-Kinasen und der Proteinkinase G (PKG). Die Konsequenz dieser dualen
Rezeptoraktivierung mittels ADP sind die Forderung des shape changes, der Granulasekretion, eine
inside-out Aktivierung des aipBs-Integrins sowie eine Initierung der Thromboxansynthese (174-
176). ADP kommt dementsprechend eine entscheidende Rolle in der Stabilisation eines
entstehenden Thrombus zu.

Die Relevanz des thrombozytenstandigen P2Y1,-Rezeptors fur die hAmatogene Metastasierung
konnten Wang und Kollegen belegen. Sie zeigten, dass die Bildung von Lungenmetastasen in
P2Y1,-defizienten Mausen signifikant reduziert ist. Zudem schien auch die Freisetzung von TGFf3
aus den Thrombozyten sowie die resultierende EMT der zirkulierenden Tumorzellen durch ein
vorliegendes Defizit an thrombozytdren P2Yi,-Rezeptoren stark beeintrachtigt (177). Diese
Beobachtungen wurden von Guillem-Llobat und Kollegen untermauert, die ahnliche Ergebnisse fir
HT29-Kolonkarzinomzelln unter Verwendung des reversiblen P2Yi,-Antagonisten Ticagrelor
erzielen konnten. Die Zugabe von Ticagrelor zu Tumorzellen, welche mit Thrombozyten coinkubiert
wurden, hatte sowohl einen Einfluss auf die Expression von E-Cadherin (einem epithelialen

Zellmarker) als auch auf die prometastatische Migration der Tumorzellen (4).

P2Y1,-Antagonisten sind nach Acetylsalicylsdaure (ASS) die am haufigsten eingesetzte
Wirkstoffgruppe im Rahmen von Herz-Kreislauferkrankungen (174). Sie lassen sich grob in zwei
Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe umfasst Thienopiperidine Ticlopidin, Clopidogrel sowie
Prasugrel. Diese werden Uber eine Esterhydrolyse und Cytochrom P450-Proteine in aktive
Metabolite Gberfuihrt, welche irreversibel P2Y1,-Rezeptoren blockieren. Zum anderen wurden die
reversiblen P2Y 1>-Inhibitoren Cangrelor, Elinogrel sowie Ticagrelor entwickelt. Diese binden direkt
an den Rezeptor und bendtigen keine Bioaktivierung (178). Die Entwicklung von Elinogrel wurde
jedoch im Jahre 2012 eingestellt (179).

Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt fur Ticagrelor neben der Hemmung der
Thrombozytenaktivierung wurde Anfang letzten Jahres von Elaskalani und Kollegen vorgestellt. Sie
unterstrichen die multifaktorielle Beteiligung des ADP-P2Y1,-Signalweges im Tumorgeschehen,
welche Uber die Aktivierung von Thrombozyten hinausgeht. Sie zeigten die Expression des P2Y 1,-
Rezeptors flr verschiedene Pankreaszelllinien und wiesen einen additiven Effekt fur die
gleichzeitige Gabe verschiedener Chemotherapeutika und Ticagrelor nach. Ein Grund dafir scheint
die Beteiligung des P2Yi,-Rezeptors an der Aktivierung des epidermal growth factor receptor
(EGFR) zu sein. Eine Inhibition von P2Yi,-Rezeptoren filhrte zu einer Reduktion der EGF-
abhangigen AKT-Aktivierung, verminderte die Tumorzellproliferation und erhdhte den Effekt eines

gegen EGFR-gerichteten therapeutischen Regimes (180).
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Der Toll-like receptor 4 (TLR4) ist ein weiterer Rezeptor, der unter anderem auf Thrombozyten
exprimiert wird und durch losliche Mediatorstoffe (in diesem Fall HMGB1) aktiviert werden kann.
TLR4 spielt eine wichtige Rolle im Entztindungsgeschehen. Seine Aktivierung kann sowohl Gber
bakterielles Endotoxin, als auch Uber endogene Liganden erfolgen (181). Im Tumorgeschehen
nimmt TLR4 eine dichotome Rolle ein. Je nach Zusammensetzung der tumoralen Mikroumgebung
und des Stadiums der Erkrankung kann eine Stimulation des TRL-4 Signalweges die Entwicklung
des Tumors vorantreiben oder inhibieren (182,183). Ein endogener Ligand des TLR4 ist das
HMGB1. Neben seiner Rolle als Zytokin, als welches es an der inflammatorischen
Signaltransduktion im Organismus beteiligt ist, reguliert HMGB1 im Nucleus die Bindung zwischen
der DNA und regulatorischen Proteinen (184,185). Zudem wird es zu den damage associated
molecular pattern molecules (DAMPs) gezahlt, welche durch ihre Freisetzung dem Organismus
einen Gewebeschaden signalisieren (186). HMGB1 kann von nekrotischen Zellen, beispielsweise
Tumorzellen, aktivierten Makrophagen oder aktivierten Thrombozyten sezerniert werden (187).
Auch Thrombozyten exprimieren den HMGB1-aktivierbaren TLR4 und kénnen somit auf bakterielle
Endotoxine im Blut reagieren (188). Dementsprechend kann HMGB1 zu den sekundaren
Mediatorstoffen gezahlt werden, der Uber eine Aktivierung des TLR4 die Autoaktivierung der
Thrombozyten vorantreibt, die Aggregation fordert sowie eine Granulasekretion bedingt (189). Yu
und Kollegen wiesen die Freisetzung von HMGB1 in Tumor-assoziierten Mikrovesikeln nach, sodass
neben der autokrinen Aktivierung ebenso ein parakriner Aktivierungsmechanismus fur HMGB1
relevant ist. Sie zeigten zudem, dass das Auftreten von Lungenmetastasen sowohl in TLR4
defizienten Mausen, als auch nach der Gabe eines gegen HMGB1 gerichteten Antikdrpers
signifikant reduziert war und unterstrichen so eine mdgliche prometastatische Rolle der TLR4-

HMGB1-Signalkaskade fur die hamatogene Metastasierung (190).

AbschlieBend soll der Thrombozyten aktivierende Mediatorstoff Thromboxan A, (TXAz) naher
beleuchtet werden. Die TXA,-Synthese wird eng mit Thrombozyten assoziiert. Es konnte aber
zudem gezeigt werden, dass auch Tumorzellen, beispielsweise Kolonrektalkarzinomzellen in der
Lage sein konnen TXA: zu synthetisieren und damit die Tumorzellproliferation zu férdern (191). In
Thrombozyten wird die TXA,-Synthese durch die beiden Enzyme Cyclooxigenase-1 (COX-1) und
Thromboxan A;-Synthase katalysiert. Ausgangsstoff flir die Synthese ist dabei die Arachidonséaure.
Kommt es zu einer Aktivierung der Thrombozyten, fuhrt die Ausschittung des gebildeten und
gespeicherten TXA; zu einem positive feedback loop. Der daran beteiligte Thrombozyten-standige
Rezeptor ist der Thromboxan Az-Rezeptor (TXAz-Rezeptor). Es handelt sich bei dem TXAz-Rezeptor
um einen Gq- und Gi213-gekoppelten GPCR. Die Folge der Aktivierung des TXA,-Rezeptors ist eine
Forderung der Granula-Sekretion, sowie des shape change (192). Beziiglich der Rolle von TXAz im
Tumorgeschehen wurde besonders der Effekt von ASS auf die Tumorprogression sowie die
hamatogene Metastasierung untersucht. ASS inhibiert in niedriger Dosierung irreversibel die COX-

1 und unterdriickt so die TXA;-Synthese in Thrombozyten. Guillem-Llobat und Kollegen zeigten
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beispielsweise, dass der Einsatz von ASS das Auftreten einer Thrombozyten-induzierten EMT von
Kolonkarzinomzellen reduziert. Auch die Anzahl der Lungenmetastasen im Mausmodell war nach
der Gabe von ASS vermindert. Inwiefern die praventiven Effekte des ASS auf die Thromboxan-
Synthese zurlckzufiihren waren, konnte jedoch nicht eindeutig belegt werden, da auch die
Prostaglandin-E> Synthese durch die Hemmung der COX1 beeinflusst wird und einen Einfluss auf
die Metastasenbildung zu haben schien (4). Zu dem Ergebnis, dass zwar die Blockade des TXA;-
Rezeptors, nicht aber der Thromboxan-Synthese einen Effekt auf die TCIPA hat, kamen Menta und
Kollegen in einer in vitro Studie mit Osteosarkomzellen (193). Dies kdnnte zum einen darin
begriindet sein, dass die Inhibition der Synthese Uber einen langeren Zeitraum erfolgen muss, um
einen entsprechenden Effekt zu erzielen. Andererseits kénnte es aber auch ein Hinweis auf eine
parakrine Aktivierung der Thrombozyten sein, die durch TXA, ausgeldst wird, welches von den

Tumorzellen und nicht von den Thrombozyten sezerniert wird.
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2.3.3 Thrombozytenaktivierung infolge des direkten Kontakts mit Tumorzellen

Thrombozyten prasentieren auf ihrer Oberflache eine Vielzahl verschiedener Adhasionsrezeptoren.
Dazu gehoren beispielsweise GPIb-IX-V, die beiden zu den C-type lectin-like receptors zahlenden
Adhéasionsmolekiile CLEC-2 und P-Selektin, sechs verschiedene Integrine, sowie die Rezeptoren
GPVI und FcyRlla aus der Immunglobulin Superfamilie. Abbildung 2.7 bietet einen Uberblick tiber
jene thrombozytaren Adhésionsrezeptoren, die fur die direkte Interaktion mit Tumorzellen als

relevant gelten.

Tumorzelle

ADAM9 Galectin-3

VWF o
0.0 — ==  Kollagen

Abbildung 2.7 - Uberblick tiber Adh&sionsrezeptoren, die eine Relevanz fiir die direkten Interaktionen von Thrombozyten
mit Tumorzellen besitzen.

O
v

Im Folgenden sollen die fur die vorliegende Arbeit relevanten Adhasionsrezeptoren naher betrachtet

werden.

2.3.3.1 Integrine

Integrine bilden eine Familie transmembrandarer Rezeptoren, die Uber die Bindung an Komponenten
der EZM oder Liganden auf der Zelloberflache fur die Kontaktausbildung der Zellen mit ihrer
Umgebung verantwortlich sind. Die heterodimeren Glykoproteine sind aus nicht-kovalent verbunden
a- und B-Untereinheiten aufgebaut. Bis heute sind 18 a- und acht B-Untereinheiten bekannt (194).
Auf der Oberflache von Thrombozyten sind die Integrine aupBs, 02B1, asB1, asB1, a2 und avPs

beschrieben. Im Folgenden sollen einige Vertreter dieser Integrine ndher erlautert werden, denen
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eine Rolle in der hAmatogenen Metastasierung zugeschrieben wird, und die im Verlauf der Arbeit

naher untersucht wurden.

Die thrombozytenstandigen Integrine aypBs sowie a1 vermitteln eine Adhésion an Proteine der EZM
und fordern die anschlieBende Aggregation der Thrombozyten (195). a2f: vermittelt zusammen mit
GPVI eine Adhésion an verschiedene Kollagen-Typen. Hierbei scheint die adhasive Funktion eher
von ayB1 auszugehen, wohingegen GPVI eher fir eine Kollagen-vermittelte intrazellulare
Signaltransduktion und eine daraus resultierende Aktivierung der Thrombozyten verantwortlich zu
sein scheint (196—-198).

2.3.3.1.1 Integrin a3

aipBs nimmt eine zentrale Rolle bei der Querverkniipfung von Thrombozyten innerhalb eines
Thrombus ein. Bei ruhenden Thrombozyten liegt a3 in einer inaktiven Konformation vor, die nicht
in der Lage ist, makromolekulare Liganden wie z.B. Fibronectin, Fibrinogen, vWF, Thrombospondin
oder Vitronectin zu binden (196,199,200). Nach einer initialen Aktivierung der Thrombozyten kommt
es zu einem inside-out signaling, in dessen Folge sich die Konformation des Integrins in eine von
zwei aktiven Zustanden andert. Diese beiden aktiven Konformationen, in denen das Integrin zur

Ligandbindung beféhigt ist, unterscheiden sich dennoch in ihrer Affinitat zu Fibrinogen (201).

Auch zur Interaktion mit Tumorzellen scheint das Integrin ais33 einen entscheidenden Beitrag zu
leisten. Eine Reihe von Arbeiten konnte den engen Bezug zwischen a3 und der Interaktion von
Tumorzellen mit Thrombozyten bzw. der TCIPA belegen (202-204). So inhibierte ein gegen a3
gerichtetes Fab-Fragment eines monoklonalen Antikorpers die Interaktionen von Thrombozyten und
Melanomzellen und verhinderte eine TCIPA. Ebenso verhielt es sich, wenn anstelle voll
funktionsfahiger Thrombozyten, Thrombozyten von Spendern verwendet wurden, welche unter einer
Glanzmann-Thrombasthenie litten. Aufgrund eines Gendefekts exprimieren diese Thrombozyten
keine oder defekte apBs-Integrine (205). Diese Beobachtungen konnten in in vivo Studien bestatigt
werden, im Rahmen derer gezeigt wurde, dass die Gabe eines ajpBs-Antagonisten vor der Injektion

von Lewis lung carcinoma Zellen die Ausbildung von Metastasen signifikant reduzierte (206).

Ein Counterrezeptor flr thrombozytares a3 scheint das, beispielsweise von Melanomzellen
exprimierte, Integrin a,Bs zu sein. Uber die Bindung von Fibrin(ogen) oder Fibrin-Fibronectin bildet
aibBs eine feste Bricke mit Tumorzell-assoziierten a,fs Molekulen (207-209). Fibrin wird dabei
entweder von den Tumorzellen selber generiert oder entsteht infolge einer TF-induzierten

Aktivierung der Gerinnungskaskade und der daraus resultierenden Thrombin-Generierung.

Die Blockade der a, Untereinheit mittels eines Antikérpers fihrte im Mausmodell zu einer
signifikanten Abnahme der Lungenmetastasen nach i.v. Injektion von B16 Melanomzellen (210). Das

Integrin a,Bs, das auf Tumorzellen exprimiert wird, ist mit der Regulation diverser zellularer
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Funktionen im Tumorgeschehen assoziiert, wie beispielsweise dem Zelliberleben sowie der
Zellmigration (207,211).

Weiterhin bietet das Integrin a3 einen interessanten therapeutischen Ansatzpunkt, der schon seit
Jahren zur Vermeidung ischamischer, kardialer Komplikationen bei Patienten, die sich einer
perkutanen Koronarintervention unterziehen, sowie bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (z.B.
instabiler Angina pectoris) genutzt wird. Derzeit sind drei aypfs-Inhibitoren in Deutschland
zugelassen. Abciximab (ReoPro®), das Fab-Fragment eines chimaren monoklonalen Antikorpers
gegen apPs, Tirofiban (AGGRASTAT®), ein nicht peptidischer, niedermolekularer a;pBs-Inhibitor,
sowie Eptifibatid (Integrilin®), ein synthetisch hergestelltes Heptapeptid. Alle drei verfiigbaren
Wirkstoffe werden in Kombination mit Heparinen und ASS eingesetzt und missen parenteral
appliziert werden (212-214). Kononczuk und Kollegen zeigten eine antitumorgene und
proapoptotische Wirkung von Eptifibatid (und eingeschrankt flr Abciximab) in einer in vitro Studie
mit MCF-7 Brustkrebszellen. Sie untersuchten jedoch die Wirkung der Wirkstoffe auf tumorstandiges
aiwPs (215). Eine weitere Studie zeigte unter Verwendung von Eptifibatid die Relevanz
thrombozytaren a3, sowie Tumorzell-standigen a,B; fUr die Invasion sowie Migration von MDA-
MB-231 Brustkrebszellen wéhrend der Metastasierung (216). Die Auswirkung einer Blockade
thrombozytaren ayu3 mithilfe der genannten Inhibitoren auf die Interaktion zwischen Tumorzellen
und Thrombozyten kénnte als ein weiterer interessanter therapeutischer Ansatzpunkt in der

antimetastatischen Therapie untersucht werden.

2.3.3.1.2 Integrin asf1

Neben dem Integrin asPs wird auch das Integrin asB1 auf Thrombozyten exprimiert. Dieses wurde
im Kontext der Interaktion mit Tumorzellen allerdings nur ansatzweise untersucht. 2016 zeigten
Mammadova-Bach und Kollegen, dass das thrombozytare Integrin asB: direkt an den Tumorzell-
standigen Rezeptor ADAM9 bindet und dadurch einerseits die Aktivierung der Thrombozyten und
andererseits die Extravasation von Tumorzellen vorantreibt. Dies konnte sowohl fur AT-3
Brustkrebszellen, MC38 Kolonkarzinomzellen, B16F10 Melanomzellen als auch fir MDA-MB-231
Brustkrebszellen gezeigt werden (217). ADAMS9 besitzt eine intrazellulare Doméne, an die sich die
Disintegrin- sowie die Metalloprotease-Doméne anschlieRen. Abschlieend folgt die N-terminale
Prodoméane. Diese Prodomane muss fur die Aktivierung der enzymatischen Fahigkeiten
abgespalten werden. ADAM9 ist an einer Reihe zellbiologischer Vorgange unmittelbar beteiligt.
Dazu gehoéren beispielsweise das ectodomain-shedding sowie die proteolytische Spaltung
verschiedener Transmembranproteine (218). Durch den Einsatz eines Antikdrpers gegen die
Integrin a6-Untereinheit konnte eine Reduktion der Zahl der Lungenmetastasen im Mausmodell
erzielt werden. Diese Untersuchungen unterstreichen die potentielle Relevanz des thrombozytaren
asP1 im Geschehen der hamatogenen Metastasierung (217). Weitere Untersuchungen, die die Rolle

des thrombozytare Integrins asB:1 sowohl im Zusammenhang mit einer Thrombus-Formation als auch



28

im metastatischen Geschehen beleuchten, sind zur Evaluation als Target-Struktur einer

antimetastatischen Therapie unabdingbar.

2.3.3.2 GPIb-I1X-V

Der Glykoprotein Ib-1X-V Komplex (GPIb-1X-V) ist ausschliellich auf Thrombozyten und
Megakaryozyten exprimiert. Nach einer Geféal3verletzung sorgt GPIb-1X-V fir ein initiales Anheften
der Thrombozyten an die Gefallwand. Diese Anheftung findet selbst unter starkem Scherstress in
Arteriolen Uber die Bindung von GPIb-IX-V an subendothelialen vWF statt (219). Der
GPIb-IX-V Komplex besteht aus vier verschiedenen Untereinheiten: GPIba, GPIbB, GPIX und GPV.
Diese Untereinheiten gehdren alle zur Klasse der Typ | transmembranéaren Proteine und enthalten
leucin-rich repeat (LRR)-Motive. GPIba ist Gber Disulfid-Bricken mit zwei GPIbf Untereinheiten
verbunden und Uber nicht kovalente Bindungen mit der GPIX Untereinheit verknlpft. Dieser stabile
Komplex ist schwach in einem stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 mit GPV assoziiert (220). Neben
VWF als primdrem Liganden konnten zahlreiche weitere Liganden des GPIb-IX-V Komplexes
identifiziert werden. Dazu gehdren beispielsweise Thrombin, P-Selektin, das leukozytenstandige
Integrin a. B2, hochmolekulares Kininogen, sowie die Gerinnungsfaktoren XI und XlI (221-224). Alle
bekannten Bindungsstellen der Liganden sind in der GPlba-Untereinheit lokalisiert (220). Eine
Aktivierung des GPIb-1X-V-Komplexes fiuhrt Gber ein outside-in signaling schlussendlich zu einem
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und Aktivierung der PKC. Dies induziert eine TXA,-
Synthese, Granulasekretion, Verdnderungen am Zytoskelett, sowie ein inside-out signaling, das zu

einer Aktivierung des Integrins a3z fuhrt (225-228).

Die Rolle des GPIb-1X-V Komplexes wéahrend der hamatogenen Metastasierung wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. GPIba knockout Mause zeigten eine reduzierte Neigung zu Lungenmetastasen
(229). Auch zeigten die Thrombozyten von Patienten mit Bernard-Soulier Syndrom (GPIb-IX-
defizient) nach dem Kontakt mit Osteosarkomzellen funktionelle Einschrankungen, die sich in einer
reversiblen Aggregation mit Ausbleiben einer sekundéaren Aggregation widerspiegelten (204). Die
Expression von VWF konnte fir verschiedenen Krebszellen gezeigt werden (230).
Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass GPIba an vVWF auf Tumorzellen bindet und so

die TCIPA und somit die Metastasierung fordert.

Interessanterweise zeigten Studien aber ebenso, dass ein gegen GPIba gerichteter Antikdrper die
Metastasierung von Melanomzellen forderte (231). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Bindung verschiedener Antikorper einen aktivierenden Effekt auf GPlba und damit auf
Thrombozyten ausiibt und somit die TCIPA vorantreibt (232—-235). Auch kénnte die Metastasierung
von Tumorzellen in verschiedene Organe durch eine Blockade des GPIb unterschiedlich beeinflusst
werden. Zur abschlieRenden Beurteilung der Rolle von GPIb bei der Tumorprogression sind

weiterflhrende Untersuchungen vonndten.
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2.3.3.3 CLEC-2

Bei dem thrombozytenstandigen Adhasionsrezeptor CLEC-2 handelt es sich um ein Typ I
transmembranares Glykoprotein, welches eine extrazellulare C-type lectin-like domain besitzt.
Intrazellular weist CLEC-2 eine einzelne YXXL Sequenz auf, ein sogenanntes hem-immunoreceptor
tyrosine-based activation motif (hemITAM). Die Aktivierung von CLEC-2 erfolgt Giber die Bindung an
Podoplanin. Podoplanin besitzt extrazellular drei Thrombozyten-stimulierende Regionen, die sich
durch eine O-Glykosylierung an Threoninresten auszeichnen (236). In gesundem Gewebe wird
Podoplanin unter anderem von lymphatischen Endothelzellen, Podozyten, Osteozyten,
Keratinozyten und Myofibroblasten exprimiert (237). Die Uberexpression von Podoplanin konnte fiir
verschiedene maligne Neoplasien gezeigt werden. Dazu gehdren beispielsweise

Plattenepithelkarzinome, Glioblastome, Osteosarkome, Seminome und Mesotheliome (238-242).

Die Bindung von CLEC-2 an Podoplanin fihrt zu einer src family kinase (SFK)-vermittelten
Phosphorylierung von Tyrosin im hemITAM sowie zur Dimerisierung von CLEC-2. Infolgedessen
kommt es zur Rekrutierung der spleen tyrosine kinase (Syk) via ihrer SH2 Domane und zu deren
Autophosphorylierung (243,244). Diese wiederum induziert die weitere Phosphorylierung von
hemITAM. Syk phosphoryliert und aktiviert linker for activation of T cells (LAT) sowie SH2 domain-
containing leukocyte-specific protein of 76 kDa (SLP-76) (245). Infolge dessen kommt es zur
Aktivierung von PI3K und Phospholipase Cy2, die in der Aktivierung der Thrombozyten miindet
(246).

Uber die Bindung von Podoplanin, welches von metastasierenden Tumorzellen prasentiert wird,
tragt CLEC-2 so zu einer TCIPA bei (247). Riedl und Kollegen zeigten, dass eine erhthte Expression
von Podoplanin in  Hirntumoren bei Patienten mit einer verstarkten Neigung zur
Thrombozytenaggregation und einem erhghten Risiko fur vendse Thromboembolien assoziiert ist
(248).

Nach der Injektion von Podoplanin-exprimierenden CHO-Zellen stellten Kunita und Kollegen im
Mausmodell einen Podoplanin-abhangigen verlangerten Arrest der Tumorzellen im Gefal3system
der Lunge sowie die vermehrte Bildung spontaner Metastasen fest. Die Grol3e des primaren Tumors
oder der gebildeten Metastasen war hingegen von der Anwesenheit des Podoplanins unbeeinflusst.
War Podoplanin aufgrund von Punktmutationen nicht mehr beféahigt, CLEC-2 zu binden, war sowohl
die TCIPA als auch die Bildung von Metastasen signifikant reduziert (249). Anhand dieser
Erkenntnisse lasst sich eine potentielle Rolle von CLEC-2 und Podoplanin als Zielstruktur in der
antimetastatischen Therapie von Podoplanin-positiven Tumoren postulieren. Als Beispiel fir eine
therapeutische Strategie zeigten Cheng und Kollegen eine verminderte Podoplanin-induzierte
Thrombozytenaktivierung unter Verwendung eines neuartigen CLEC-2-Inhibitors. Sie konnten

zeigen, dass der Einsatz des Inhibitors eine TCIPA verminderte sowie in Kombination mit einer
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Cisplatin-Therapie die Uberlebenszeit im Mausmodell verlangerte, ohne mit einem erhohten

Blutungsrisiko einherzugehen (250).

2.3.3.4 FcyRlla

Humane Thrombozyten exprimieren im Gegensatz zu murinen Thrombozyten den ITAM-Rezeptor
FcyRlla (251). Dieser gehort zur Familie der Immunrezeptoren und bindet an 19G, das von Antigen-
Antikorper-Komplexen sowie von Bakterien, die einer Opsonierung unterliegen, prasentiert wird
(252). Er besitzt eine geringe Affinitdt zu monomeren IgG-Molekilen, jedoch eine hohe Aviditat
gegeniber IgG-prasentierenden Immunkomplexen (253). Zudem wurde eine IgG-unabhangige
Beteiligung von FcyRlla an der Aktivierung von Thrombozyten Uber die Interaktionen mit GPCRs,
GPVI, GPIb-IX-V und apBs beschrieben (252,254-257). FcyRlla besitzt extrazellular zwei Ig-
ahnliche Doménen, an die sich intrazellular eine ITAM Doméne anschlief3t. Eine ITAM Doméne
enthalt zwei Tyrosin-Reste, die infolge einer Clusterbildung der Rezeptoren phosphoryliert werden
(258). Analog zu anderen ITAM-assoziierten Rezeptoren erfolgt die Signalweiterleitung und letztlich
die Aktivierung der Thrombozyten unter anderem Uber die Phosphorylierung von syk, einer
Aktivierung von Phospholipase Cy2 und der Proteinkinase C (252). Die Beteiligung der FcyRlla an
einer Tumorzell-vermittelten Thrombozytenaktivierung wurde 2014 von Mitrugno und Kollegen
postuliert. Sie konnten zeigen, dass eine Antikdrper-induzierte Blockade von FcyRlla zu einer
reduzierten TCIPA und Granulasekretion infolge der Inkubation der Thrombozyten mit
Prostatakarzinomzellen (PC3M) flhrte (259). Die Autoren postulierten eine Antikérper-unabhéangige
Aktivierung des FcyRlla tber Wechselwirkungen mit aips (259). 2019 postulierten Miao und
Kollegen zudem, dass von Tumorzellen sezerniertes IgG an der Aktivierung der Thrombozyten tber
die direkte Bindung an FcyRIla beteiligt ist. Sie untermauerten so die Diskussion um FcyRlla als

potentielles Target einer antimetastatischen bzw. antikoagulativen Therapie (260).

2.3.3.5 GPVI

Das Glykoprotein VI (GPVI) ist ein Kollagen-Rezeptor, der ausschlief3lich auf Megakaryozyten und
Thrombozyten exprimiert wird. Bei GPVI handelt es sich um ein transmembranares Protein. Die
extrazellulare Doméane besteht aus zwei Immunoglobulin C2-ahnlichen Abschnitten, die im 90 °-
Winkel zueinander angeordnet und Uber einen Mucin-ahnlichen Anker mit der Zellmembran
verbunden sind. Die extrazellulare Domane von GPVI fungiert als Bindungsstelle fir Kollagen (Typ
1). (261). Die transmembranare Doméne, welche aus 19 Aminosauren besteht, besitzt das Potential,
Uber ionische Wechselwirkungen eine Dimerisierung mit FCRy zu bewirken (262). Es konnte gezeigt
werden, dass lediglich Heterodimere aus GPVI und FcRy befahigt sind, Kollagen mit einer hohen
Affinitat zu binden (263,264). Der zytoplasmatische Teil des GPVI weist eine Prolin-reiche Domane
auf, die als Bindestelle fir SFKs (insbesondere Lyn und Fyn) dient (265). Nach Ligandbindung
kommt es zu einer Clusterbildung von GPVI-Molekiilen (266). Infolgedessen wird die ITAM-Region
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der GPVI assoziierten FcRy-Kette freigelegt. Es folgt eine Phosphorylierung des ITAM durch Lyn
und Fyn und eine Rekrutierung und Aktivierung von Syk. Syk initiiert - wie oben schon erlautert - die
Bildung eines signaling-Komplexes mit dem transmembranéren Protein LAT und den zytosolischen
Proteinen SPL-76 und GADS. Die Bildung dieses Komplexes flihrt Giber die Aktivierung von PLCy2
schlussendlich zur Aktivierung der Thrombozyten (245,267).

Liegt infolge einer GeféaRverletzung die subendotheliale Matrix frei, sorgt GPVI in Verbindung mit
a2P: fur die stabile Adhésion der Thrombozyten an Kollagen. Zuvor fand eine erste, lediglich
vorubergehende Adhasion der Thrombozyten im geschéadigten Gewebe Uber den thrombozytaren
GPIb-1X-V-Rezeptor an vVWF statt (197,268). Neben Kollagen sind beispielsweise Fibronectin, Fibrin
und Laminin weitere Liganden des GPVI (269-271).

Ein weiterer Ligand des GPVI, der essentiell fir die Bindung und Aktivierung des GPVI durch
Tumorzellen zu sein scheint, ist Galectin 3 (272). So zeigten Dovizio und Kollegen, dass
Kolonkarzinomzellen, die Galectin 3 exprimieren, Thrombozyten Uber GPVI aktivieren, was die
Sekretion der a-Granula zur Folge hatte (273). Die Bindung von GPVI an Galectin 3 fiihrte jedoch
nicht nur zu einer Aktivierung der Thrombozyten, sondern initiierte zudem in Anwesenheit von PDGF
eine Hochregulierung von COX-2 in den Tumorzellen und eine daraus resultierende vermehrte
Freisetzung von Prostaglandin E2 (273). Die Freisetzung von Prostaglandin E2 induzierte Uber eine
autokrine Stimulation schlussendlich eine Verminderung der Apoptoseneigung der Zelle und eine
erhohten Expression von EMT-assoziierten Proteinen (274). Volz und Kollegen unterstrichen zudem
die Rolle des GPVI als Regulator der vaskularen Integritat. Sie inhibierten GPVI mit Hilfe eines
Antikdrper-Fragments und konnten das vermehrte Auftreten intratumoraler Blutungen beobachten,
in deren Folge das Tumorwachstum signifikant reduziert war. Zudem zeigte sich bei gleichzeitiger
Verabreichung des Antikdrper-Fragments und der Zytostatika Doxorubicin und Paclitaxel eine
Akkumulation beider Zytostatika im Tumorgewebe (275). Aus dieser Vielzahl an Wechselwirkungen
wird erneut ersichtlich, dass die Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten nicht nur eine
Thrombozytenaktivierung zur Folge hat, sondern auch, dass das Uberleben und die metastatischen

Eigenschaften der Tumorzelle direkt von der Bindung an Thrombozyten determiniert werden kann.

2.3.3.6 P-Selektin

Bei Selektinen handelt es sich um membrangebundene Glykoproteine. Der Name leitet sich von den
Lektinen ab und verweist auf deren Eigenschaft calciumabhangig spezifisch an
Kohlenhydratstrukturen zu binden (276). Die Familie der Selektine lasst sich in drei C-Typ-Lektine
unterteilen, die entsprechend ihrer zellularen Lokalisation E- (Endothel), L- (Leukozyten) und P-
Selektin (Thrombozyten und Endothel) genannt werden (277,278). Alle drei Selektine besitzen eine
homologe Struktur, die aus funf Domé&nen bestehen. Dem kleinen, zytoplasmatischen Rest (17-35
Aminosauren je nach Selektin-Subtyp), schliel3t sich eine transmembrandre Domane an.

Extrazellular folgen, je nach Selektin, eine unterschiedliche Anzahl von short consensus repeats
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(SCRs). Humanes L-Selektin besitzt zwei SCRs, E-Selektin sechs und P-Selektin neun SCRs. Jede
SCR besteht aus 60 Aminoséuren (279,280). Die SCRs verleihen der Ligandbindungsstelle ihre
exponierte Lage auf der Zellmembran. Auf die SCRs folgt eine EGF-adhnliche Domane. Die
eigentliche Kohlenhydratbindungsstelle (Lektindoméane) schlief3t sich daran an. Diese Lektindoméne
alleine ist ausreichend fir eine spezifische Bindung an Selektin-Liganden (281). L- , E- und P-
Selektin weisen eine hohe Sequenzhomolgie (60-65 %) innerhalb der N-terminalen Lektindoméne
auf (278). Die Ligandbindungsfahigkeit der Lektindomé&ne wird allosterisch von der EGF-Domane
beeinflusst (282). So zeigten Phan und Kollegen, dass die EGF-Doméane durch Aufrechterhaltung
einer bestimmten Konformation zu einer Affinitatserhhung des Rezeptors fihrt (283).

P-Selektin wird konstitutiv exprimiert und findet sich sowohl in den Weibel-Palade-K&rperchen der
Endothelzellen, als auch in der a-Granula der Thrombozyten. Infolge einer Aktivierung der Zellen
migrieren die P-Selektin-haltigen Zellkompartimente zur Zellmembran und verschmelzen mit dieser,
sodass P-Selektin auf der Zelloberflache prasentiert wird (284). Sowohl fur P- als auch fur E-Selektin
wurde eine Aktivierung der Tyrosinkinasen Syk sowie verschiedener SFKs beschrieben, die tber

die zytoplasmatischen Resten der Selektine vermittelt wird (285,286).

2.3.3.6.1 Liganden des P-Selektin

Selektine erkennen und binden Mucin-dhnliche Glykoproteine. Diese bestehen aus einem
Proteingrundgertist, an das O-glykosidisch Kohlenhydratketten gebunden sind. Die Bindung der
Kohlenhydratketten findet post-translational mittels Glykosyltransferasen statt. Das minimale
Bindungsmotiv fir alle Selektine besteht aus der sialinylierten Blutgruppendeterminante ,sialyl-
Lewis* (sLeX) (Siaa2,3-GalB1,4-(Fuca1,3-)GIcNAcB1) und ihrem Isomer ,sialyl-Lewis® (sLe?)
(Siaa2,3-Galp1,3-(Fuca1,4-)GIcNAcB1). Die Synthese dieser Kohlenhydratstrukturen erfolgt mittels
a1,3-Fucosyltransferasen (FucTIV und FucTVIl), a2,3-Sialyltransferasen, B1,4-
Galaktosyltransferasen (GalT-1) und B1-Glucosaminyltransferasen (277,287). Durch Akkumulation
vieler sLe*-Epitope an einem Serin oder Threonin-reichen Proteingrundgerist, das eine
Clusterbildung der Liganden ermoglicht, wird eine Affinitdtserhohung gegeniber den Selektinen
erreicht (288). Diese Anordnung der Selektinbindungsepitope flhrt dazu, dass Selektin-Liganden
haufig eine Mucin-ahnliche Struktur aufweisen. Von den ,echten® Mucinen unterscheidet sie das
Fehlen sogenannter tandem-repeats, einer bestimmten Abfolge von sich wiederholenden
Aminosauren (289,290). Durch die Prasentation vieler Bindungsepitope binden Mucin-ahnliche
Liganden im nanomolaren Bereich an Selektine, wahrend sich die Affinitat isolierten sLe* im
millimolaren Bereich befindet (193,291).

Der prominenteste Vertreter unter den P-Selektin Liganden ist P-selectin glycoprotein ligand-1
(PSGL-1). Das sialinsaurehaltige Glykoprotein wurde bereits 1992 von Moore und Kollegen aus der
Zellmembran myeloider Zellen gewonnen und charakterisiert (292). Strukturell handelt es sich bei

PSGL-1 um ein Disulfid-verknipftes Homodimer. Seine Fahigkeit der Selektinbindung erlangt die
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extrazellulare Doméne des transmembranaren PSGL-1 infolge zweier post-translationaler
Modifikationen. Diese beinhalten einerseits die Sulfatierung freier Tyrosinreste und andererseits eine
O-Glykosylierungen des Proteins in Form der beschriebenen sLe*-Motive (293,294). PSGL-1 wird
eng mit dem sogenannten ,Leukozytenrollen® entlang des Endothels assoziiert. Leukozyten
exprimieren PSGL-1, welches an P-Selektin bindet, das von aktivierten Endothelzellen exprimiert
wird und sich in einer exponierten Lokalisation auf den Spitzen der Mikrovilli des Endothels befindet.
Durch die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 werden die Leukozyten abgebremst und die feste
Bindung Uber weitere Adhasionsrezeptoren (z.B. Integrine) ermdglicht. Andererseits tragt es zur
Interaktion zwischen Leukozyten bei, da auch L-Selektin befahigt ist, PSGL-1 mit hoher Affinitéat zu
binden (292,295). PSGL-1 vermittelt nicht nur ein ,Abbremsen“ der Leukozyten Uber direkte
Bindungen, es ist zudem an intrazellularen Signalkaskaden beteiligt, die zur Aktivierung von .-
Integrinen beitragen. B2-Integrine ermdglichen wiederum eine stabile Interaktion mit Endothel-
stdndigem ICAM-1 und verlangsamen so das Zellrollen weiter (296). Neben der konstitutiven
Expression von PSGL-1 auf Leukozyten konnte eine Prasentation von PSGL-1 auf der Oberflache
von Tumorzellen, beispielsweise Prostatakarzinomzellen, gezeigt werden (297). Gong und Kollegen
bewiesen, dass ein knockdown des PSGL-1 in den Tumorzellen zu einer signifikant reduzierten
Aggregatbildung zwischen aktivierten Thrombozyten und Lungenkarzinomzellen (A549) fihrte
(298).

Bei CD24 handelt es sich um ein Glykoprotein, dessen Proteingrundgertist stark glykosyliert vorliegt.
Die Struktur und der Glykosylierungsgrad unterscheiden sich je nach Gewebelokalisation des CD24.
Humanes CD24 weist eine hohe Dichte an N- und O-Glykosylierung auf und besitzt infolgedessen
ebenfalls Mucin-ahnliche Charakteristika (299). CD24, auch unter dem Namen heat-stable antigen
(HAS) bekannt, ist Uber einen Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI-) Anker mit der Zellmembran
verbunden und in lipid rafts organisiert (300). Innerhalb dieser lipid rafts konnten Interaktionen von
CD24 mit src-Kinasen, G-Proteinen (beispielsweise CXCR4) und Calciumkanalen gezeigt werden
(301-303). Die Funktion von CD24 unterscheidet sich je nach betrachtetem Gewebe und reicht von
der Beteiligung an der B- und T-Zellentwicklung tber Autoimmunerkrankungen sowie der

Neurogenese bis hin zu diversen Tumorerkrankungen (88,299,304).

Die Expression von CD24 konnte fur eine Reihe verschiedener Tumorentitdten nachgewiesen
werden. Dazu gehdren beispielsweise B-Zell-Lymphome, Prostatakarzinome, Kolonkarzinome,
Ovarial- und Brustkrebs (299). Die Expression von CD24 konnte dabei mit einer schlechteren
Prognose und einer kiirzeren Gesamtiuberlebenszeit der Patienten assoziiert werden (305-307).
Salnikov und Kollegen zeigten, dass der Einsatz eines gegen CD24-gerichteten Antikdrpers
(SWA11) sowohl die Tumorzellproliferation als auch die Tumor-assoziierte Angiogenese im
Mausmodell signifikant reduzierte und zudem den antitumoralen Effekt einer Therapie mit

Gemcitabin verstarkte (308).



34

Als weiterer P-Selektin Ligand soll an dieser Stelle CD44 genannt werden. Zwar konnte gezeigt
werden, dass Kolonkarzinomzell-assoziiertes CD44 unter Flussbedingungen an der P-Selektin
vermittelten Bindung von Thrombozyten beteiligt ist, die Aviditat der Bindung ist jedoch gegenlber
der Bindung von PSGL-1 an P-Selektin um den Faktor sieben schwécher (309). Hinzu kommt der
Umstand, dass CD44 neben der Bindung an P-Selektin auch befahigt ist als Fibrin-Rezeptor auf
Tumorzellen zu fungieren. Alves und Kollegen zeigten, dass die Bindung von Fibrin an CD44 mit
dessen Bindung an P-Selektin interferiert und die Bildung von Tumorzell-Thrombozyten-
Heteroaggregaten infolge dessen vermindert ist (309).

AbschlieRend soll das sulfatierte Galaktocerebrosid SM4 genannt werden, das beispielsweise auf
MC-38 Kolonkarzinomzellen als Ligand fur P-Selektin identifiziert werden konnte (310). Die

physiologische Relevanz der P-Selektin SM4 Interaktion ist noch weitgehend unbekannt.

2.3.3.6.2 Rolle des P-Selektins im metastatischen Geschehen

Selektine sind an diversen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen, beispielweise im
Entzindungs- und Krebsgeschehen, beteiligt. Alle drei Mitglieder der Selektinfamilie tragen zum
metastatischen Geschehen bei. P-Selektin ist an Interaktionen zwischen Tumorzellen,
Thrombozyten und dem Endothel beteiligt und férdert die Adhasion der Tumorzellen im Zielgewebe.
L-Selektin erleichtert die Rekrutierung myeloider Zellen in das metastatische Geschehen und férdert
zusammen mit E-Selektin die Extravasation der Tumorzellen (311-313). Die erhdhte Expression von
sLexund sLe? seitens der Tumorzellen wird mit einer schlechteren Prognose flr betroffene Patienten
assoziiert. Dies konnte an Patienten gezeigt werden, die an Tumoren in Kolon, Magen, Prostata,
Niere, Pankreas oder Lunge litten (314-316). Zu den mit einer schlechten Prognose fir Patienten
assoziierten Selektin-Liganden zahlen neben diversen Mucinen (z.B. MUC1, MUC2, MUC4 und
MUCG6) auch die bereits naher betrachteten Molekile CD44, CD24 und PSGL-1 (60,297,317).

Die Blockade von P-Selektin oder ein induziertes P-Selektin-Defizit fihrte in diversen in vivo Studien
zu einer verminderten Bindung von Thrombozyten an Tumorzellen und einer signifikanten Reduktion
der Bildung von Metastasen in Mauselungen (318-320). Zudem vermindert die Inhibition von P-

Selektin die Akkumulation von Leukozyten und Fibrin in wachsende Thromben (321).

Neben den adhésiven Eigenschaften des P-Selektins, die auf vielfaltige Weise das metastatische
Geschehen  fordern, konnten bereits  weitere Funktionen beschrieben  werden.
Becker und Kollegen zeigten beispielsweise, dass die Bindung von Melanomzellen (B16F10) an
thrombozytares P-Selektin zu einer Aktivierung des p38 MAPK-Signalweges fiihrte. Infolgedessen
konnte die Freisetzung saurer Sphingomyelinasen aus den Thrombozyten beobachtet werden. In P-
Selektin-defizienten Mausen wurden im metastatischen Modell signifikant weniger pulmonal
lokalisierte Melanomzellen gefunden, was sich durch die Injektion von rekombinanter saurer

Sphingomyelinase als reversibel erwies (322). Qi und Kollegen zeigten zudem, dass der
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zytoplasmatische Teil von P-Selektin an Talin-1 bindet und so die Aktivierung von a,sBsinitiiert. Diese
Interaktion von P-Selektin und a3 fihrte zur Infiltration des soliden Tumors mit Thrombozyten und
trieb das Tumorwachstum sowie die Neoangiogenese voran (323). Die Ergebnisse dieser Studien
deuten bereits an, dass P-Selektin befahigt ist, eine aktive Signalweiterleitung in den Thrombozyten

zu induzieren.

P-Selektin spielt auch in spéateren Schritten der metastatischen Kaskade eine grol3e Rolle,
beispielsweise in der Rekrutierung korpereigener Zellen und der Extravasation der
metastasierenden Zellen. Die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 auf Leukozyten flihrt zu einer
Rekrutierung von Monozyten und Neutrophilen hin zu inflammatorischen Prozessen, wie sie
beispielsweise in metastatischen Nischen auftreten (324). P-Selektin tragt Uber die Bindung an
PSGL-1 auf Monozyten zur Bildung von Aggregaten aus Thrombozyten und Monozyten bei. Die in
diese Komplexe eingebundenen Monozyten zeigen eine erhdhte Bindungsaffinitat zu aktivierten
Endothelzellen. Es zeigte sich, dass infolge der Bindung von P-Selektin an PSGL-1 die Expression
von a4f3;1 und amBo-Integrinen in Monozyten erhéht und die Affinitdt der Integrine gegeniber

endothelialer Adhasionsmolekillen gesteigert ist (325).

Shao und Kollegen konnten zeigen, dass Karzinom-assoziierte Mucine an P-Selektin auf
Thrombozyten und L-Selektin auf Neutrophilen binden, diese Zellen raumlich dicht
zusammenbringen und auf diesem Wege eine gegenseitige Aktivierung fordern. Die Interaktionen
thrombozytaren P-Selektins mit PSGL-1 auf der Oberflache von Neutrophilen induziert die
Freisetzung von Cathepsin G aus den Neutrophilen, welches wiederum die Aktivierung von

Thrombozyten verstarkt (326).

Anhand der dargestellten Beispiele wird die vielfaltige Bedeutung der Selektine und besonders des
P-Selektins in verschiedenen Prozessen der Tumorprogression sowie des metastatischen
Geschehens deutlich, die weit Uber die Funktionen der Selektine als Adhasionsmolekiile
hinausgehen. Um die Selektine als therapeutisch relevante Targetstrukturen zu evaluieren, sind

weitergehende in vivo aber auch in vitro Untersuchungen notig.

2.3.3.6.3 Heparine und ihre Rolle in der Blockade der Selektine

Heparine sind polysulfatierte Glykosaminoglykane, die neben ihrer physiologischen Rolle seit vielen
Jahrzehnten therapeutisch zur Antikoagulation genutzt werden. Natirliche Heparine werden aus der
Dinndarmmukosa des Schweins extrahiert und gegebenenfalls chemisch gespalten und fraktioniert.
Heparin ist ein polydisperses Gemisch linearer Glykosaminoglykane. Diese bestehen aus einem
Disaccharid-Grundbaustein, der aus D-Glucosamin und einer Uronsaure (D-Glucuronsaure oder L-
Iduronsdure) besteht. Die Disaccharide sind Uber eine a-1-4-Bindung glykosidisch miteinander
verknupft. Als Modifikation der Disaccharide sind eine Deacetylierung und Sulfatierung am

Stickstoffatom des Glucosamins, eine Sulfatierung am Sauerstoffatom in Position 2 der Uronsaure
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oder eine Sulfatierung am Sauerstoffatom in Position 3 oder 6 des Glucosamins moéglich (327). Der
grundsatzliche Aufbau der Heparine und die Méglichkeiten der Modifikation des Grundgerusts wird
beispielhaft in der Abbildung 2.8 dargestellt. Heparine werden anhand ihrer mittleren Molekilmasse
in unfraktioniertes Heparin (UFH) und fraktionierte, niedermolekulare Heparine (low molecular
weight heparin (LMWH)) unterteilt. UFH weist ein Molekulargewicht zwischen 4 und 40 kDa
(mittleres Molekulargewicht 15 kDa) auf. Seine antikoagulatorische Wirkung vermittelt es vor allem
als Cofaktor von Antithrombin Il im Rahmen der Blutgerinnung. Die Bindung von Heparin fuhrt zu
einer Konformationsanderung des Antithrombin Ill. Dies verstarkt die Komplexbildung mit
verschiedenen Faktoren der Gerinnungskaskade (Faktor lla, 1Xa, Xa, Xla, Xlla), die durch die
Assoziation mit Antithrombin 11l in ihrer proteolytischen Aktivitat gehemmt werden (328,329). Durch
chemische und enzymatische Prozesse werden aus UFH verschiedene LMWH hergestellt. Ein
Beispiel dafur ist Enoxaparin, welches durch eine alkalische B-Elimination von Heparin-Benzylestern
gewonnen wird und ein mittleres Molekulgewicht von 4,5 kDa aufweist (330). Enoxaparin vermittelt
seine antikoagulativen Eigenschaften ebenfalls (ber die Bindung an Antithrombin Ill. Die
Enoxaparin-vermittelte Hemmung der Gerinnungsfaktoren weist jedoch im Vergleich zu UFH eine
hohe Faktor Xa-Affinitdt auf. Die Faktor Xa-Inhibition ist im Vergleich zur Faktor lla-Inhibition im
Mittel um den Faktor 3,6 erhdht (330). Der Vollstandigkeit halber soll an dieser Stelle auch
Fondaparinux nicht unerwahnt bleiben. Dabei handelt es sich um einen synthetisch hergestellten
Faktor Xa-Inhibitor. Fondaparinux entspricht der kleinsten noch pharmakologisch wirksamen
Struktur der Heparine, die aus einem polysulfatierten Pentasaccharid besteht. Dieses setzt sich aus
drei D-Glucosaminen, einer D-Glucuronsaure und einer L-Iduronsdure zusammen. Fondaparinux
verstarkt durch die Bindung an Antithrombin 1ll dessen Faktor Xa- inhibierende Wirkung um den
Faktor 300 (331).

Obwohl Heparine strukturell eine Ahnlichkeit zu P-Selektin Liganden vermissen lassen, konnte
gezeigt werden, dass sie effektiv an P- und L-Selektin binden (332,333). Der Grund fiur die Bindung
scheint in der Dichte negativer Ladungen innerhalb des Heparins begriindet zu sein, die die
natirlichen Liganden der Selektine imitieren (334). Obwohl PSGL-1 eine hdhere
Assoziationskonstante im Vergleich zu Heparin besitzt, beruht die inhibitorische Wirkung des
Heparins scheinbar auf einer 1000-fach verlangerten Verweildauer am P-Selektin (335). Simonis
und Kollegen konnten zeigen, dass sowohl UFH als auch verschiedene LMWH (Enoxaparin sowie
Nadroparin) an immobilisiertes P- und L-Selektin binden. Dabei wies UFH eine hohere Affinitat zu
P- und L-Selektin als die beiden LMWH auf (336). Diese Tatsache begriindete sich auf einer héheren

Assoziationskonstanten des UFH und einer vergleichbaren Dissoziationskonstanten (336).

Entsprechend der in vitro gezeigten Bindungsfahigkeit von Heparinen an P-Selektin konnte in
zahlreichen in vivo sowie in vitro Studien gezeigt werden, dass Heparine effektiv eine Selektin-
vermittelte Interaktion mit Tumorzellen blockieren (337-339). Geht einer Injektion von Tumorzellen

eine Injektion von Heparin voraus, ist die Reduktion gebildeter Metastasen in Wildtyp-Mausen auf
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das gleiche Maf} reduziert wie bei der Injektion von Tumorzellen in P-Selektin-defiziente (P-sel”)
Mause (311,337). Ein Grund fur die verminderte Zahl gebildeter Metastasen nach Heparin-Gabe
scheint die Blockade der P-Selektin-vermittelten Interaktion zwischen Tumorzellen und

Thrombozyten bzw. dem vaskularen Endothel zu sein (338).

Um die Einflisse, die Heparin Uber die direkte Bindung und Inhibition von P-Selektin auf das
metastatische Geschehen ausiibt, von den gerinnungshemmenden Eigenschaften noch deutlicher
abzugrenzen, wurden verschiedene chemisch modifizierte Heparine generiert. Diese unterscheiden
sich deutlich in ihren antikoagulativen Eigenschaften und der Fahigkeit Selektine zu binden. Die
Grundstruktur der Heparine, sowie zwei modifizierte Heparine werden in Abbildung 2.8 visualisiert

und die Eigenschaften, die sich aus den Modifikationen ergeben, im Folgenden naher erlautert.
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Abbildung 2.8 - Exemplarische Struktur verschiedener Heparine. Oben: kleinste, pharmazeutisch aktive Einheit des
Heparins ([-4)-a-D-GIcNAc(6S0zY)-(1—4)-a-D-GIcA-(1—4)-a-D-GIcNSOs(3,6diSO37)-(1—4)-a-L-1doA(2S0s’)-(1—4)-a-D-
GIcNSOs (6S03)-(1-]). Mitte: 2-O- bzw. 6-O-Desulfatiertes Heparin (verminderte antikoagulative sowie P-Selektin-
inhibierende Eigenschaften). Unten: RO-Heparin (verminderte antikoagulative Eigenschaften).
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Eine spezifische 2-O- bzw. 6-O-Desulfatierung erhoht, bei verminderter antikoagulativer Aktivitat,
den inhibitorischen Effekt auf Heparanase (340-342). Der blockierende Effekt des Heparins an P-
Selektin wird durch die Desulfatierung jedoch nahezu vollstandig aufgehoben (343). Auch eine
Oxidation mit Periodat und eine anschlieende Reduktion durch Borhydrid hat einen stark
reduzierenden Effekt auf die antikoagulativen Eigenschaften des Heparins (341,344). Das auf diese
Weise generierte reduced oxyheparin (RO-Heparin) weist die originale Kettenlange des UFH auf,
jedoch sind infolge der Glykolspaltung alle C(2)-C(3)-Bindungen nicht-sulfatierter Uronsauren
gespalten (343). Daraus resultiert eine wesentlich hdhere Flexibilitdt innerhalb der Heparinstruktur
(342). Es konnte gezeigt werden, dass RO-Heparin trotz der Abwesenheit antikoagulativer
Eigenschaften in der Lage ist, die Bildung von Lungenmetastasen im Mausmodell zu reduzieren
(341,345). Begrundet liegt dieser Effekt wohl in einer im Vergleich zum UFH gesteigerten Inhibition
des P-Selektins (343). Auch in P-Selektin-abh&ngigen Entzindungsmodellen konnte ein anti-

inflammatorischer Effekt des RO-Heparins durch P-Selektin Blockade nachgewiesen werden (346).

Neben Heparinen und Heparin-ahnlichen Moleklilen wurden weitere, synthetische Selektin-
Inhibitoren entwickelt. Exemplarisch soll an dieser Stelle kurz das Molekil Bimosiamose als ein
Vertreter der Selektin-Inhibitoren beschrieben werden, das keine Oligosaccharid-Struktur aufweist.
Stattdessen wird Bimosiamose zu den phenolischen Glykosiden gezéhlt. Bimosiamose, auch TBC-

1296 genannt, zahlt zu den Pan-Selektin-Antagonisten.

OH OH
OH OH

OH OH

Abbildung 2.9 - Chemische Struktur des synthetischen Pan-Selektin Inhibitors Bimosiamose. Molekulargewicht:
862,94 g/mol (347).

Es bindet als sLe*-Mimetikum sowohl P-Selektin als auch E- und L-Selektin. Entsprechende 1Cso-
Werte betragen 20 uM, 88 uM sowie 86 uM (348). Bimosiamose wurde urspriinglich fir den
therapeutischen Einsatz bei Psoriasis und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD)
entwickelt. Die anti-inflammatorischen Effekte der Bimosiamose beruhen vor allem auf der Inhibition
von Selektin-abhangigem Leukozytenrollen im Entzindungsgeschehen (347-349). Die anti-
inflammatorischen Effekte von Bimosiamose waren allerdings in klinischen Untersuchungen nicht
Uberzeugend, deshalb wurde die Entwicklung von Bimosiamose letztlich eingestellt. Um eine
abschlieRende Aussage Uber den Einfluss der Bimosiamose auf das metastatische Geschehen

treffen zu kdnnen, bedarf es hingegen weiterer Untersuchungen.
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3 Ziel der Arbeit

Die Interaktion von Tumorzellen und Thrombozyten ist essentiell fur die erfolgreich ablaufende
hamatogene Metastasierung. Dieser Umstand ist seit Jahrzehnten grundsatzlich akzeptiert und
Inhalt vielfaltiger Forschungsprojekte. Dennoch ist bis heute wenig Uber die mechanistischen
Hintergrinde der Tumorzell-vermittelten Thrombozytenaktivierung bekannt, welche eine
Voraussetzung fir viele prometastatische Effekte der Thrombozyten darstellen. Vorhergehende
Arbeiten beleuchteten, sowohl in vivo als auch in vitro, haufig einzelne Aspekte der Interaktionen
zwischen Tumorzellen und Thrombozyten. Es fehlt jedoch zunehmend an einer systematischen und
globaleren Herangehensweise, die den durch viele kleine Erkenntnisse entstandenen
~Flickenteppich® der letzten Jahre in einen entsprechenden Kontext riickt. Dartiber hinaus ist wenig
dartiber bekannt, wie die unterschiedlichen Mechanismen wéahrend der verschiedenen Phasen der

Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung ineinandergreifen.

Die Ziele sowie der schematische Aufbau der Arbeit werden in Abbildung 3.1 veranschaulicht.

Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung

Etablierung geeigneter in vitro Testsysteme Untersuchung molekularer Beitrag des P-Selektins
Mechanismen
Anwendung
/\’ Rolle von P-Selektin in der
Mammakarzinomzell-induzierten
Rolle der Blutgerinnung fir die Thrombozytenaktivierung
Mammakarzinomzell-induzierte
Thrombozyten TCIPA Thrombozytenaktivierung
« Isolation aus TKZ  Lichttransmissionsaggregometrie
Rolle von P-Selektin in der PAR-1
induzierten Thrombozytenaktivierung
Puffer Freisetzung der dichten Granula .
+ Zusammensetzung + ATP-Freisetzungs-Assay Untersuchung weiterer molekularer

Mechanismen der

« Zugabe Ca?* und Plasma -
Thrombozytenaktivierung

Einfluss von P-Selektin auf die spate
Phase der Thrombozytenaktivierung

Tumorzellen Freisetzung der a-Granula
« Geeignete « ELISA
Mammakarzinomzelllinien « Proteome Profiler
+ Tumorzellkonzentration *« PEA
Identifikation von P-Selektin als " )
essentiellen Rezeptor einer Beteiligung tu_mor_zellst'andlger
\—/ sekundéren Thrombozytenaktivierung P-Selektin Liganden
Anpassung

P-Selektin induziertes signaling in
Thrombozyten

Abbildung 3.1 — Schematische Ubersicht tiber die Ziele der Arbeit.

Ziel dieser Arbeit ist es zun&chst, ein universell einsetzbares in vitro Testsystem zu entwickeln, mit
dem gezielt die molekularen Mechanismen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung
untersucht werden kdnnen. Wichtig ist es dabei, ein artifizielles Modell zu etablieren, in dem eine
Interaktion von Tumorzellen und Thrombozyten unter kontrollierten Bedingungen stattfinden kann.
Der Fokus der Arbeit liegt daher eingangs auf einer schonenden Isolation der Thrombozyten aus
dem Blut, um durch diese eine Beeinflussung der Thrombozyten durch weitere Blutbestandteile

auszuschlieRen. Die isolierten Thrombozyten sind fir weitere Untersuchungen in einem geeigneten
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Puffer zu resuspendieren. Hierfur erwies sich die Zugabe von Calcium-lonen sowie einer geringen

Menge Plasma als essentiell.

Unter Verwendung verschiedener Assays soll die Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung
und der Einfluss verschiedener Inhibitoren, z.B. thrombozytarer Oberflachenstrukturen, auf
Aktivierung untersucht werden. Um die Freisetzung der dichten Granula zu evaluieren, wird ein
Lumineszenz-basierter ATP-Freisetzungs-Assay verwendet. Des Weiteren sind die molekularen
Mechanismen einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaggregation zu untersuchen. Hierzu wird
die in der klinischen Diagnostik bereits verwendeten Methode der Lichttransmissionsaggregometrie
nach Born so maodifiziert, dass sie unter den im Puffer-basierten Modell herrschenden Bedingungen
eingesetzt werden kann. Die Freisetzung der a-Granula wird mithilfe verschiedener Assays
untersucht, sodass in der Gesamtheit ein breites Bild der Konsequenzen einer Tumorzell-
vermittelten Aktivierung der Thrombozyten entsteht. Es werden sowohl Unterschiede im Einfluss
verschiedener Mammakarzinomzelllinien auf die einzelnen Phasen der Thrombozytenaktivierung als

auch die Effekte verschiedenartiger Inhibitionsstrategien untersucht.

Erste Untersuchungen zeigten, dass der direkte Kontakt der Mammakarzinomzellen MDA-MB-231
oder MCF-7 mit Thrombozyten allein nicht ausreicht, um diese zu aktivieren. Eine initiale Aktivierung
des Blutgerinnungssystems durch die Tumorzellen und die Generierung aktiven Thrombins als
Konsequenz daraus sind essentiell fir die weitere Interaktion der betrachteten

Mammakarzinomzellen und Thrombozyten.

Weitergehende Untersuchungen geben Aufschluss dartber, Uber welche exakten Mechanismen
das, durch die Zugabe von Mammakarzinomzellen generierte, Thrombin die Thrombozyten zu
Beginn der Interaktionen von Tumorzellen mit Thrombozyten aktiviert. Hierzu wird der Einfluss der
drei bekannten Thrombin-Rezeptoren auf Thrombozyten, PAR-1, PAR-4 sowie des GP-Ib-IX-V

Komplexes, auf die initiale Phase der Tumorzell-vermittelten Thrombozytenaktivierung untersucht.

Fiur eine antimetastatische Therapie sind mdgliche Angriffspunkte von besonderem Interesse, an
denen eine Therapie ohne Einfluss auf die Blutgerinnung und die damit einhergehenden
Blutungsrisiken flr Patienten ansetzen kdnnen. Um jene Angriffspunkte zu identifizieren liegt der
Fokus dieser Arbeit im Weiteren auf den Mechanismen der Tumorzell-vermittelten

Thrombozytenaktivierung, die sich an die initiale, Thrombin-induzierte Aktivierung anschlie3en.

Um die Mechanismen der sekundéaren Thrombozytenaktivierung zu identifizieren, wird ein Screening
verschiedener Inhibitoren von diversen thrombozytéaren Oberflachenrezeptoren durchgefiihrt. Diese
sind beispielsweise der ADP-Rezeptor P2Y1,, der Thromboxan A2-Rezeptor, Integrine, der Fcy-
Rezeptor lla und TLR4.

Die Verwendung modifizierter Heparin-Derivate lieferte erste Hinweise auf eine Beteiligung von P-

Selektin an der Tumorzell-induzierten sekundaren Thrombozytenaktivierung. Zur Untermauerung
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dieser These werden weitere Untersuchungen z.B. mit dem spezifischen P-Selektin Inhibitor
Bimosiamose vorgenommen. Um detaillierte Einblicke in die molekularen Mechanismen der
Beteiligung von P-Selektin an der Aktivierung von Thrombozyten zu erhalten, wird der Einfluss
verschiedener Tumorzell-standiger P-Selektin Liganden untersucht. Daneben soll der Ligand-
unabhangige Beitrag von P-Selektin zur sekundéren Thrombozytenaktivierung evaluiert werden.
AbschlieBend soll diese Arbeit erste Einblicke in ein P-Selektin induziertes signaling in
Thrombozyten bieten.

Ziel der Arbeit ist es, das Verstdndnis der Rolle von sekundéren Mechanismen der
Thrombozytenaktivierung in der Interaktion von Tumorzellen und Thrombozyten zu vertiefen. Ein
tiefgreifendes  Verstandnis der molekularen Mechanismen der Tumorzell-vermittelten
Thrombozytenaktivierung erdffnet Optionen, in Zukunft gezielt in die verschiedenen Phasen der
zellularen Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten einzugreifen und so einen

elementaren Schritt der hAmatogenen Metastasierung zu beeinflussen oder gar zu unterbinden.
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4 Material

4.1 Chemikalien und Reagenzien

4.1.1 Allgemeine Chemikalien und Ausgangsstoffe

Bezeichnung

Vertreiber

1-Step® Ultra TMB-ELISA Substrat-

LOsung

Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat

Apyrase

Bacillol® AF

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calcein-AM
Calciumchlorid-Dihydrat
CASY®on

Cell Extraction Buffer

Clarity™ Western ECL Blotting

Substrate

Corn Trypsin Inhibitor
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

D-Luciferin

Dulbecco's modified eagles medium

(DMEM)- High Glucose

Dulbecco's Phosphate Buffer Salin
ohne Ca?* und Mg?* pH 7.4, steril

Ethanol absolut 299.8 %
Fotales Kalberserum (FKS)

Gigasept®Instru AF

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Paul Hartmann AG Heidenheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Scharfe Systems GmbH, Steinheim, Deutschland
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

BioRad, Hercules, CA, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

VWR International, Radnor, PA, USA
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland
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Glucose
Glycin

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail
(PIC) (100x)

HEPES
Isopropanol

Kaliumchlorid

Laemmli Probenpuffer Konzentrat (2x)

L-Glutamin-L6sung (200 mM)
Luciferase, firefly recombinant
Magnesiumchlorid

Methanol

Milchpulver

Mycoplasma Off™
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid (1 mol/L)
Natriumpyruvat (100 mM)
Natronlauge (1M)

Penicillin-Streptomycin-Losung
(10.000 I.E. /mL, 10 mg/mL)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Minerva Biolabs GmbH, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
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Precision Plus Protein™ Unstained

Protein Standard

Precision Protein ™ StrepTactin-HRP

Conjugate

Reaction Buffer ATP-Assay (20x)
Salzséaure (1 M)

Schwefelséure 96 % (v/v)
Sterillium®

Stickstoff

Technothrombin® TGA CAL Set
Technothrombin® TGA RC high (TF)
Technothrombin® TGA Sub
Tris-Base

Triton® X 100

Tween™ 20

BioRad, Hercules, CA, USA

BioRad, Hercules, CA, USA

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bode Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland
Linde AG, Dusseldorf, Deutschland

Technoclone GmbH, Wien, Osterreich
Technoclone GmbH, Wien, Osterreich
Technoclone GmbH, Wien, Osterreich

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4.1 - Informationen zu den verwendeten allgemeinen Chemikalien und Ausgangsstoffen.

4.1.2 Antikdrper und rekombinante Proteine

Bezeichnung Antigen Eigenschaft Vertreiber
(Verwendung)
anti-CD24 Antikorper CD24 Maus, mAD, 1gG, Klon: Prof. Dr.
SWAL11, (DFZ,TA) Altevogt
Mouse Anti-FCGR2A FcyRlla Maus, mAb, IgG, Klon: Creative
Recombinant Antibody IV.3, (TA) Biolabs Inc.
(NEUT-790CQ)
CD42b/GPlb alpha GPlba Maus, mAb, IgG, Klon: Novus
Antibody (NB500-511) HIP1, (TA) Biologicals
goat anti-human IgG- Human-IgG Ziege, pAb, sekundar, ThermoFisher
FITC (Cat. 62-8411) FITC-konjugiert, (DFZ) Scientific Inc.
Anti-Integrin alpha 6 Integrin a6 Ratte, mAb, IgG, Klon: Abcam plc.

Antibody (ab105669)

GoH3, (TA)
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Mouse IgG1 kappa
Isotype Control, FITC
(Cat. 11-4714-81)

goat anti-mouse 1gG-
FITC (BD554001)

m-lgGk BP-HRP
(sc-516102)

Anti phospho-
tyrosine/threonine/serine
Antibody (ABIN153445)

CD62P Monoclonal
Antibody (AK-4), FITC
(Cat. 11-0628-42)

rek. P-Selectin
(137-PS-050)

mouse anti-human
CD162 (556053)

anti-human TF Antibody
(AF2339)

Isotypkontrolle

Maus-1gG

Maus-IgGk leichte

Kette

phospho-

Tyrosin/Threonin/Serin

P-Selektin

P-Selektin Liganden

PSGL-1

Tissue Factor

Maus, mADb, IgG, FITC-
konjugiert, Isotypkontrolle
fur Klon:AK-4, (DFZz)

Ziege, pAb, sekundar,
FITC-konjugiert, (DFZ)
Maus, HRP-konjugiert,
(WB)

Maus, mAb, IgG, Klon:
SPM101, (WB)

Maus, mAb, IgG, FITC-
konjugiert, Klon: AK-4,
(DF2)

humane P-Sel.-Fc
Chimare (hum. IgG),
(DFZ, TA)

Maus, mAb, IgG, (DFZ)

Ziege, pAb, IgG, (DFZ2)

ThermoFisher

Scientific Inc.

BD

Biosciences

Santa Cruz
Biotech. Inc.,

antibodies-
online GmbH,

ThermoFisher

Scientific Inc.

R&D systems

BD

Biosciences

R&D systems

rabbit anti-goat IgG- Ziegen-lgG Hase, IgG, sekundar, Santa Cruz
FITC (sc-2777) FITC-konjugiert, (DFZ) Biotech. Inc.
Tabelle 4.2 - Informationen zu den verwendeten Antikdrpern und weiteren rekombinanten Proteinen.

Durchflusszytometrie, TA: Experimente zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung, WB: Western Blot.

4.1.3 Thrombozyten-Agonisten

Bezeichnung

Vertreiber

ADP

Kollagen Typ |
Thrombin
TRAP-6

u46619

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen, Deutschland

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen, Deutschland

R&D systems, Minneapolis, MN, USA

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Tabelle 4.3 — Informationen zu den verwendeten Thrombozyten-Agonisten.

DFZ:
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4.1.4 Thrombozyten-Inhibitoren

4.1.4.1 small molecule Inhibitoren

Bezeichung Vertreiber

Argatroban Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

BAY-386 Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

BAY61-3606 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Bimosiamose

BMS 986120
Eptifibatid Acetat

2F-Peracetyl-Fucose
(Fucosyltransferase-Inhibitor)

Losartan-Kalium
Seratrodast
TAK-242

Ticagrelor

Revotar Biopharmaceuticals AG, Hennigsdorf,

Deutschland
Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Bio-Techne Corporation, Minneapolis, MN, USA
Enzo Life Science, Lausen, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

MyBioSource, San Diego, CA, USA

Tabelle 4.4 — Informationen zu den verwendeten small molecule Thrombozyten-Inhibtioren.

4.1.4.2 Heparin-Derivate

Bezeichung

Vertreiber

UFH (Heparin-Natrium-5000-ratiopharm®)  ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Fondaparinux (Arixtra® 2,5 mg/0,5 mL)
RO-Heparin
2-O-Desulfatiertes Heparin

Daltedecasaccarid

Aspen Pharma Trading Limited, Dublin, Irland
Ronzoni Institute, Mailand, Italien
Ronzoni Institute, Mailand, Italien

Ronzoni Institute, Mailand, Italien

Tabelle 4.5 — Informationen zu verwendeten Heparin-Derivaten.
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4.1.5 enzyme-linked immunosorbent assay Kits

Protein  Bezeichnung

Vertreiber

EGF Human EGF Mini ABTS ELISA Development Kit

TIMP-1  Human TIMP-1 Standard ABTS ELISA Development

Kit

VEGF-A Human VEGFies Standard ABTS ELISA Development

Kit

PeproTech Inc. Rocky Hill,
NJ, USA

PeproTech Inc. Rocky Hill,
NJ, USA

PeproTech Inc. Rocky Hill,
NJ, USA

Tabelle 4.6 — Informationen zu verwendeten enzyme-linked immunosorbent assay Kits.

4.1.6 Proteome Profiler Array Kits

Bezeichnung

Vertreiber

Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit

Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit

Tabelle 4.7 — Informationen zu verwendeten Proteome Profiler Array Kits.

4.1.7 Hergestellte Reagenzien

4.1.7.1 Zellkultur

R&D systems, Minneapolis, MN, USA

R&D systems, Minneapolis, MN, USA

Bezeichnung Zusammensetzung
Kryomedium FKS 45,0 mL
DMSO 50mL
Nahrmedium A375 Zellen DMEM-high glucose 500 mL
FKS 50,0 mL
Penicillin/Streptomycinlésung 5,0 mL
(20.000 I.E., 10 mg/mL)
L-Glutaminlésung (200 mM) 5,0 mL
Nahrmedium MCF-7 Zellen DMEM-high glucose 500 mL

FKS

50,0 mL
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Penicillin/Streptomycinlésung 5,0 mL
(10.000 I.E., 10 mg/mL)

L-Glutaminlésung (200 mM) 5,0 mL
Nahrmedium MDA-MB-231 Zellen DMEM-high glucose 500 mL

FKS 50,0 mL

Penicillin/Streptomycinldsung 5,0 mL

(10.000 I.E., 10 mg/mL)
L-Glutaminlésung (200 mM) 5,0 mL

Na-Pyruvatldsung (100 mM) 5,0 mL

Tabelle 4.8 — Informationen zu in der Zellkultur verwendeten Nahrmedien und Lésungen.

4.1.7.2 Aufarbeitung der Thrombozyten

Bezeichung Zusammensetzung

Apyrase-L6sung Apyrase (1000 u /250 mg) 25,0 mg
Aqua millipore 0,1 mL

Calcium-L6sung (0,5 M) Calciumchlorid-Dihydrat 1,47 ¢
Aqua millipore 10,0 mL

Thrombozyten-Puffer HEPES 238,3 mg
NacCl 798,8 mg
KCI 19,4 mg
MgCl, 9,5 mg
NaHCO3 115,9 mg
NaH>PO4s*H,O 4,9 mg
D-Glucose 99,1 mg
Aqua millipore 100,0 mL

HCI/ NaOH pH auf 7,4 einstellen
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Thrombozyten-Waschpuffer HEPES 119,2 mg

NacCl 798,8 mg

KCI 19,4 mg

NaH.PO4s*H.0 7,46 mg

D-Glucose 50,0 mg

Aqua millipore 100,0 mL

HCI / NaOH pH auf 6,5 einstellen
Triton™ X 100-Arbeitslosung Triton™ X 100 10¢g

(1% (m/v)) Aqua millipore 100,0 mL

Tabelle 4.9 —Informationen zu Puffern und Lésungen, die zur Aufbereitung von Thrombozyten verwendet wurden.

4.1.7.3 ATP-Freisetzungs-Assay

Bezeichung Zusammensetzung

Lumineszenz-Reagenz Reaction Buffer (20 x) 0,5mL
Dithiothreitol (0,1 M) 0,1 mL
D-Luciferin (0,01 M) 0,5mL
Luciferase, firefly recombinant 2,5uL
Aqua dem. 8,9 mL

Tabelle 4.10 — Infomartionen zu Lésungen, die fir den ATP-Freisetzungs-Assay verwendet wurden

4.1.7.4 enzyme-linked immunosorbent assay

Bezeichnung Zusammensetzung

Blockierungslosung BSA 129
DPBS 40,0 mL

Stoppldsung Schwefelsaure 96 % (v/v) 11,1 mL

Aqua dem. ad 100,0 mL
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Waschpuffer Tween™ 20 250 uL

DPBS ad 500,0 mL

Tabelle 4.11 — Informationen zu Lésungen und Puffern, die fiir enzyme-linked immunosorbend assays (ELISA) verwendet
wurden.

4.1.7.5 Adhasionsassay

Bezeichnung Zusammensetzung
Calcein-AM-L6sung Calcein-AM 50,0 ug
DMSO 50,0 L

Tabelle 4.12 — Informationen zu Lésungen, die fir den Adh&sionsassay verwendet wurden.

4.1.7.6 Durchflusszytometrie

Bezeichnung Zusammensetzung

Blockierungspuffer BSA 10g
Aqua dem. 10,0 mL

Waschpuffer BSA 0,15 mg
Aqua dem. 10,0 mL

Tabelle 4.13 — Informationen zu Puffern und Lésungen, die fur durchflusszytometrische Experimente verwendet wurden.

4.1.7.7 Untersuchung thrombozytarer Signalprozesse

Bezeichnung Zusammensetzung
BCA-LAsung BCA-Reagenz B 196,1 uL
BCA-Reagenz A ad 10,0 mL

(beide enthalten im Pierce™ BCA Protein Assay Kit)

Blockierungslosung Magermilchpulver 50¢g
TBS-T Puffer 100,0 mL
Elektrodenpuffer (10x) Glycin 72,049

Tris-Base 15,09
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Elektrodenpuffer (1x)

Luminol-Peroxid-

Reagenz

Lysepuffer

Prim. Antikdrper-

Ldsung

Sek. Antikorper-

Ldsung

TBS-Puffer (1x)

SDS

Aqua millipore

Elektrodenpuffer (10 x)

Aqua millipore

Clarity™ Western Peroxid-Reagenz
Clarity™ Western Luminol-Reagenz

(enthalten in Clarity™ Western ECL Blotting
Substrate)

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x)
Phenylmethylsulfonylfluorid (0,3 M)

Cell Extraction Buffer

Natriumazid
BSA
TBS-T

anti-phospho-Tyrosin/Threonin/Serin-Ak

Magermilchpulver
TBS-T Puffer
m-lgGk BP-HRP

Precision Protein™ StrepTactin

TBS-Puffer (10 x)

Aqua millipore

50¢

500,0 mL

100,0 mL

ad 1000,0 mL

4,0 mL

4,0 mL

25,0 yL
17,0 uL

ad 5,0 mL

10 mg
500 mg
10 mL

40 pL (10 pg)

05¢
10,0 mL
1,0 L

0,5uL

100,0 mL

ad 1000,0 mL
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TBS-T Puffer Aqua millipore 720,0 mL
TBS-Puffer (10 x) 80,0 mL
Tween™ 20 1,6 mL
TBS-Puffer (10x) Natriumchlorid 40,0 g
Tris-Base 6,06 g
Aqua millipore 500,0 mL
HCI (1 M) pH auf 7,3
einstellen
Transferpuffer (10x) Glycin 72,049
Tris-Base 15,09
Aqua millipore 500,0 mL
Transferpuffer (1x) Transferpuffer (10 x) 100,0 mL
Aqua millipore ad 1000,0 mL

Tabelle 4.14 — Informationen zu Lésungen und Puffern, die zur Analyse thrombozytarer Signalprozesse (mittels Western

Blot und Proteome Profiler Array) verwendet wurden.

4.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Vertreiber

96F Non-Treated Black Microwell SH

APACT 4004 Kivetten

CASY®Cups

Cellstar® Zentrifugenrdhrchen, 15 mL,

Polypropylen, steril

Cellstar® Zentrifugenrdhrchen, 50 mL,

Polypropylen, steril

CytoOne® 96-well-Platte, steril, F-Form

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen,

Deutschland
Scharfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
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Einmalspritze Braun Luer Solo (10 mL)

Kryogefal3 Cryo.S®

Mini Tans-Blot® Filter Paper

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel (10 %)

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96-well solid

plate

Nunc™ F96-MicroWell™ Polystyrolplatte,

schwarz

Nunc™ F96-MicroWell™ Polystyrolplatte,

weild

PARAFILM® M

Pasteurpipette, Glas

Pipettenspitze Plastibrand® (5 mL), natur
Pipettenspitze TipOne® (10 uL), natur
Pipettenspitze TipOne® (1000 pL), blau
Pipettenspitze TipOne® (200 pL), gelb
Pipettierreservoirs, 50 mL, PS, steril
Pipettierreservoirs, 50 mL, PS, unsteril
Reagiergefalie (0,6 mL)

Reagiergefalie (1,5 mL)

Reagiergefalie (1,5 mL), Safe Seal, braun
ReagiergefalRe (2,0 mL)

ReagiergefalRe (5,0 mL)

Roti®-PVDF, 0,45 uym

Serologische Pipetten (10 mL)
Serologische Pipetten (25 mL)
Spitzenvorsatzfilter, steril

TC-Platte, 96-well, Standard, F

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
BioRad, Hercules, CA, USA
BioRad, Hercules, CA, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Bemis Company, Inc. Neenah, WIS, USA

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland

Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Berrytec GmbH, Harthausen, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nuimbrecht, Deutschland
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Untersuchungshandschuhe GentleSafe® NT DACH Schutzbekleidung GmbH & Co. KG,

240

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

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

Rastatt, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Tabelle 4.15 — Informationen zu den verwendeten Verbrauchsmaterialien

4.3 Geréate

Bezeichnung

Vertreiber

Apact 4004

Accu-Jet® Pro

ChemiDoc™ XRS+ System

LabiTech GmbH, Ahrensburg,

Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

BioRad, Hercules, CA, USA

Durchlusszytometer Guava® easyCyte HT Flow Merck Chemicals GmbH, Darmstadt,

Cytometer

Fluoroskan Ascent®

Laborschittler KS-15

Magnetruhrer IKA RCT Basic

Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Edmund Buhler GmbH, Hechingen,

Deutschland

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Mini Trans-Blot® Module BioRad, Hercules, CA, USA

and PowerPac Basic Supply

Multiscan® EX

Multiwell Reader FLUOstar™ OPTIMA

Neubauer improved® Zahlkammer

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

BMG Labtech GmbH, Ortenberg,

Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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pH-Meter S20 SevenEasy™ pH

Pipette (1-5 mL) Finnpipette®

Pipette (10 pL) Research® plus
Pipette (100 pL) Research® plus
Pipette (200 pL) Research® plus

Pipette (200 pL) Transferpette® S-12

Pipette (10 pL) Transferpette® S

Pipette (100 pL) Transferpette® S

Pipette (200 pL) Transferpette® S

Purelab® Plus Wasseraufbereitungsanlage

Trockenschrank 60 °C

Zellzahler CASY® 1 Model TT

Zentrifuge Micro 200 R

Zentrifuge Minispin

Zentrifuge Universal 32 R

Orbital Shaker, Benchtop 4530

Laborschittler Vortex Genie

Zentrifuge Avanti™ J-25 high perfomance

Mettler-Toledo GmbH, Giessen,

Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland
ELGA LabWater, Celle, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

OMNI Life Science GmbH & Co. KG,

Bremen, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland

Thermo Forma Inc., Marietta, Ohio,
USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA

Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA
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CO; -Brutschrank ICO 105

Mikroskop Axiovert25
Zentrifuge 5417 C
Thermomixer comfort

Autoklav Laboklav 55

Laminar-Air-Flow-Werkbank Holton safe 2010

Tabelle 4.16 —Informationen zu verwendeten Geraten

4.4 Software

Memmert GmbH + Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss,
Deutschland

Heto-Holton A/S, Allerord, DK

Bezeichnung

Urheberrechte

APACT LPC-Software

Ascent Software™ v2.6
ChemDraw® Prime Version 16.0.1.4

GraphPad Prism 8

guavaSoft™ 3.1
Image Lab Version 6.0.1
Inkscape 0.92

Microsoft® Office 2016 fur Windows

THERMO Fluoroskan Ascent TGA Evaluation

Software

Zotero 5.0.96.2

© LABITec GmbH, Ahrensburg,
Deutschland

© Thermo Labsystems Oy
© PerkinElmer Informatics, Inc.

© GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA

© Merck Millipore, Burlington, MA, USA
© Bio-Rad Laboratories
© GNU General Public License

© Microsoft Corporation , Redmond,
WA, USA

© Technoclone GmbH, Wien,

Oserreich

© Roy Rosenzweig Center for History

and New Media
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5 Methoden

5.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden stets unter aseptischen Bedingungen durchgefihrt, um
die verwendeten Zellkulturen vor Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu schitzen. Hierzu
wurde eine Laminar Air Flow Bank genutzt. Alle bendétigten Materialen wurden vor ihrer Verwendung
autoklaviert oder mit einem adaquaten Desinfektionsmittel behandelt. Zur Kultivierung wurde ein
Inkubator verwendet, der eine konstante Temperatur von 37 °C und einen CO;-Gehalt der
Umgebungsluft von 5 % gewahrleistete. Um eine Kontamination mit Mykoplasmen zu vermeiden,
wurden die Werkbank vor Gebrauch mit Mycoplasma Off™ behandelt und die Zellkulturen in

regelmafigen Abstanden mittels PCR-Test auf eine Verunreinigung mit Mykoplasmen getestet.
5.1.1 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Zur Lagerung der Zellen Uber einen langeren Zeitraum wurde eine Kryokonservierung der Zellen in
flissigem Stickstoff bei -196 °C vorgenommen. Zur Vorbereitung wurden die Zellen, wie in Abschnitt
5.1.2.1 beschrieben, gewaschen, abgelost, gezahlt, zentrifugiert und zu 2x10° Zellen pro Milliliter
resuspendiert. Zur Resuspension wurde ein Gefriermedium verwendet, das zu 90 % (V/V) aus
fotalem Kalberserum (FKS) und zu 10 % aus DMSO bestand. Jeweils 1 mL der Zellsuspension
wurde in ein Kryogefal3 Uberfuhrt. Dieses wurden Uber 12 Stunden in einem, mit Isopropanol
geflllten, Behaltnis gleichmaliig bis auf -80 °C heruntergekihlt. Anschlielend wurden die
Kryogefalde in einen, mit flissigem Stickstoff gefiillten, Lagerungstank tberfuhrt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Kryogefal3e oberhalb des Stickstoffs standen, um eine Kontamination mit

eventuell darin befindlichen Mykoplasmen zu vermeiden.

Zur Inkulturnahme kryokonservierter Zellen wurden diese dem Stickstofftank entnommen und bei
37°C im Wasserbad aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen unverziglich in eine
T75-Zellkulturflasche Uberfihrt, welche zuvor mit 15 mL frischem Zellkulturmedium gefillt wurde.
Uber Nacht wurde die Kulturflasche im Inkubator gelagert, um ein Anwachsen der Zellen am Boden
zu ermdglichen. Am néchsten Tag wurde das N&hrmedium durch frisches ersetzt, um DMSO und
abgestorbene Tumorzellen zu entfernen. Sobald der Boden der Zellkulturflasche zu 90 % konfluent
bewachsen war, wurden die Zellen, entsprechend Abschnitt 5.1.2.1, abgeldst und weiterkultiviert

sowie fur anschlieBende Experimente verwendet.

5.1.2 Zelllinien und ihre entsprechende Kultivierung

5.1.2.1 MDA-MB-231 Zellen

Die adharente Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde 1973 aus dem Pleuraerguss einer 51-

jahrigen kaukasischen Brustkrebspatientin isoliert und kultiviert. Die Zellen epithelialen Phanotyps
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weisen sehr aggressive und invasive Eigenschaften auf. Charakteristisch ist eine Abwesenheit von
Progesteron- und Estrogen-Rezeptoren sowie des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor 2 (HER2). Die Zelllinie wird somit als triple-negative Brustkrebszelllinie eingestuft
(350,351). Die Zellen wurden uber Dr. Zeisig von der EPO GmbH Berlin bezogen.

Die Kultivierung der MDA-MB-231 Zellen fand in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- (DMEM-)
high glucose statt, welches mit 10 % (V/V) FKS, 1% (V/V) L-Glutamin (200 mM), 1 % (V/V)
Natriumpyruvat (100 mM) sowie 1 % (V/V) Penicillin-Streptomycin (10.000 IE/mL, 10 mg/mL)
versetzt wurde. Das Nahrmedium wurde abhangig von der Farbung des enthaltenen Indikators
Phenolrot gewechselt. Sobald eine 80-90 %ige Konfluenz des Zellrasens vorlag, wurde eine
Subkultivierung der Zellkultur durchgefuhrt. Hierzu wurden das Medium entfernt, der Boden der
Zellkulturflasche mit 15 mL Dulbecco’s Phosphate- Buffered Saline (DPBS) gewaschen und die
Zellen mittels 3 mL 0,5 M EDTA-L6sung abgeldst. Nach zehnmindtiger Inkubation bei 37 °C wurden
die Zellen durch Klopfen auf den Zellkulturflaschenboden und Abspilen mit DPBS aus der
Zellkulturflasche entnommen und zentrifugiert (312 g, 4 min, 4 °C). Das entstandene Zellpellet
wurde in einem Milliliter Medium resuspendiert, am CASY-Counter gezahlt (Abschnitt 5.1.3) und je
nach Bedarf in eine neue Zellkulturflasche Uberfiihrt, in welche zuvor 15 mL Medium vorgelegt

wurden.

5.1.2.2 MCF-7 Zellen

MCF-7 Zellen entstammen einer 69-jahrigen Brustkrebspatientin, die an einem Adenokarzinom litt.
1970 wurden die Endothelzellen des Brustgewebes von Dr. Soule und Kollegen aus einer Metastase
in der Pleurahohle isoliert. Die Abkirzung MCF-7 steht fur Michigan Cancer Foundation-7. MCF-7
Mammakarzinomzellen exprimieren auf ihrer Oberflache Estrogenrezeptoren und weisen eine stark
Estrogen-abhéangige Proliferation auf (352). Die Zellen wurden von der Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Leibnitz Institut DSMZ GmbH) bezogen. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte in DMEM-High Glucose. Dem Medium wurden 10 % (V/V) FKS, 1 % (V/V) L-
Glutamin (200 mM) sowie 1 % (V/V) Penicillin-Streptomycin (10.000 I.E./mL, 10 mg/mL) zugesetzt.
Die Handhabung der MCF-7 Zellen erfolgte entsprechend den Ausfihrungen in Abschnitt 5.1.2.1.

5.1.2.3 A375 Zellen

A375 Zellen sind Melanomzellen, die aus einer 54-jahrigen Patientin isoliert werden konnten. In
dieser Arbeit wurden zudem transduzierte A375 Zellen verwendet, die sich durch eine stabile
Uberexpression des Oberflachenproteins CD24 auszeichneten (A375-CD24). Die Transduktion
wurde, wie von Huser und Kollegen beschrieben, mittels lentiviraler Vektoren durchgefihrt (353).
Sowohl der Wildtyp (A375wt) als auch A375-CD24 wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. Altevogt

vom DKFZ in Heidelberg zur Verfiigung gestellt. Es wurden regelmafig durchflusszytometrische
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Untersuchungen unter Verwendung eines gegen CD24 gerichteten Antikdrpers (Klon SWA11)

durchgefiihrt, um die Uberexpression von CD24 zu gewéhrleisten.

Die Kultivierung sowohl von A375-wt als auch von A375-CD24 wurde in DMEM- High Glucose
vorgenommen, welches mit 10 % (V/V) FKS, 1 % (V/V) L-Glutamin (200 mM) sowie 1 % (V/V)
Penicillin-Streptomycin (10.000 IE/mL, 10 mg/mL) versetzt wurde. Die Handhabung und die
Kultivierung der adharenten Zelllinien fanden entsprechend des Abschnitts 5.1.2.1 statt.

5.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Tumorzellzahl wurde mithilfe eines CASY® 1 Modell TT Cell Counter bestimmt. Die
Funktionsweise dieses Gerats basiert auf dem Coulter Counter Verfahren. Hierbei wird in einer mit
Elektrolytiésung gefillten Kapillare zwischen zwei Platinelektroden eine Spannung angelegt.
Befindet sich reine Elektrolytldsung zwischen den Elektroden, entsteht ein konstanter Stromfluss mit
definiertem Widerstand. Wahrend der Messung wird die zu vermessende Suspension aus Zellen in
Elektrolytlésung durch die Kapillare geleitet. Die Zellen schranken den Stromfluss ein und verandern
so in Abhangigkeit von Anzahl und Gréf3e den Widerstand zwischen den Elektroden. Die detektierte
Veranderung des Widerstands ist proportional zur Zellgré3e und erlaubt die Unterscheidung
zwischen lebendigen und toten Zellen. Das Ergebnis der Messung wird in Form einer
ZellgroRenverteilung dargestellt. Die Zellzahl der zuvor definierten Grél3enpopulation wird pro
Milliliter angegeben.

Vor der Durchfuhrung einer Zellzahlbestimmung wurden die Zellen, wie in Abschnitt 5.1.2.1
beschrieben, gewaschen und mittels EDTA vom Boden der Zellkulturflasche abgeltst. Die Zellen
wurden in 10 mL DPBS resuspendiert und der Zellkulturflasche entnommen. Von dieser
Zellsuspension wurden 20 uL in ein CASY®-Réhrchen tiberfiihrt, in dem zuvor 10 mL steril filtrierte
CASY®- Elektrolytlosung vorgelegt wurde. Diese Verdinnung (1:500) wurde im Anschluss in zwei

Messzyklen vermessen.

5.2 Thrombozytenisolation und -praparation aus Thrombozytenkonzentrat

In der Uberwiegenden Zahl der Experimente wurde mit Thrombozyten gearbeitet, welche aus
Thrombozytenkonzentraten (TKZ) isoliert wurden. Die TKZ wurden von dem Institut flr
experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin am Uniklinikum Bonn zur Verfligung gestellt.
Dort wurden sie im Rahmen der Plasmaspende von freiwilligen Spendern durch maschinelle
Apherese hergestellt. Das gewonnene, aufkonzentrierte, Thrombozyten-reiche Plasma wurde im
Rahmen dieses Verfahrens mit Acid-Citrate-Dextrose-A Losung (ACD-A Lésung) versetzt, um eine
Aktivierung der Thrombozyten zu verhindern und die Lagerung Gber mehrere Tage zu ermdglichen.
Die Lagerung fand bei stetiger Durchmischung mittels Rotationsschiittler und bei 21 °C statt. Die

verwendeten, sterilen Kunststoffbeutel gewéhrleisteten einen optimalen Gasaustausch mit der
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Umgebung. Die Thrombozytenzahl der TKZ wurde routinemafig im Anschluss an die Plasmaspende
bestimmt. Nach der Spende standen die TKZ 4 Tage der Transfusion in Patienten zur Verfigung
(wobei der Tag der Spende als Tag 0 gezahlt wurde). Nach Ablauf der 4 Tage gab es am Patienten
keine Verwendung mehr fUr die TKZ, sodass diese fiir Forschungszwecke zur Verfigung gestellt
wurden. Im Zuge der Etablierung der verschiedenen Experimente wurde die jeweilige
Verwendungsdauer der TKZ evaluiert. So konnte gezeigt werden, dass in der tiberwiegenden Zahl
der Experimente eine Verwendung bis Tag 7 ohne QualitédtseinbuRen der Thrombozyten méglich

war.
5.2.1 Herstellung von Thrombozyten-reichem Puffer (TRP)

Sofern nicht anders gekennzeichnet fanden die Experimente in Thrombozyten-reichem Puffer (TRP)
Statt.

Zur Herstellung diesen TRP’s wurden zunachst Thrombozyten mittels Zentrifugation aus TKZ
isoliert. Hierzu wurde zunachst errechnet, in welchem Volumen TKZ die gewiinschte Zahl
Thrombozyten enthalten ist. Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurde mit einer Endkonzentration
von 400x108 Thrombozyten pro Milliliter Puffer gearbeitet. Dementsprechend wurden fir 10 mL TRP
400x107 Thrombozyten zentrifugiert (670 g, 10 min, 21 °C). Der aus Thrombozyten-armen Plasma
bestehende Uberstand wurde nach der Zentrifugation abgenommen und das Pellet in
Thrombozyten-Puffer resuspendiert. Um eine optimale Aktivierbarkeit der Thrombozyten zu
gewadbhrleisten, wurde der Puffers vor Verwendung durch Zusatz von NaOH bzw. HCI auf pH 7,4
eingestellt. Der verwendete Puffer wurde, wie in Abschnitt 4.1.7.2 aufgefiihrt, ohne den Zusatz von
Ca?* hergestellt und verwendet. Calcium ist fiir eine Aktivierung der Thrombozyten essentiell, flihrt
aber wahrend der Aufbereitung und Resuspension der Thrombozyten zu einer Hyperaktivierbarkeit
eben jener. Um dies zu verhindern, wurde der TRP calciumfrei hergestellt und unmittelbar vor
Verwendung recalcifiziert. Die Endkonzentration Ca?* betrug, entsprechend der physiologischen

Calciumkonzentration im Blut, 1 mM.
5.2.2 Herstellung von gewaschenen Thrombozyten in Puffer (WTRP)

Fur einzelne Experimente wurde TRP verwendet, der gewaschene Thrombozyten enthielt. Die
Thrombozyten daflir stammten ebenfalls aus TKZ. Nach der initialen Isolation mittels Zentrifugation
(670 g, 10 min, 21 °C), wurden der Uberstand verworfen und das aus Thrombozyten bestehende
Pellet in Thrombozyten-Waschpuffer resuspendiert. Das Volumen wurde so gewahlt, dass es dem
Funffachen des Ursprungsvolumens (TKZ) entsprach. Der Waschpuffers wurde vor Verwendung auf
pH 6,5 eingestellt. Dies reduzierte die Aktivierbarkeit der Thrombozyten wahrend der sich
anschlielenden Zentrifugationsschritte. Zudem wurde dem Puffer Apyrase (2 u/mL) zugesetzt.
Apyrase ist ein Enzym, das ATP zu ADP und AMP hydrolysiert. Es wird bei in vitro Experimenten
eingesetzt, um die Aktivierung der Thrombozyten Uber ADP zu unterbinden (354). Die in

Waschpuffer resuspendierten Thrombozyten wurden erneut zentrifugiert (670 g, 10 min, 21 °C) und
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der Uberstand abgenommen. Der beschriebene Waschschritt wurde ohne den Zusatz von Apyrase
wiederholt, um im anschlieRenden Experiment eine optimale Aktivierbarkeit der Thrombozyten zu
gewabhrleisten. Anschlielend wurden die Thrombozyten so in Thrombozyten-Puffer (pH 7,4)
resuspendiert, dass eine Konzentration von 400x108 Thrombozyten pro Milliliter resultierte. Wie
schon in Abschnitt 5.2.1 erlautert, wurde der wTRP unmittelbar vor der Verwendung recalcifiziert
(Endkonzentration: 1 mM).

In ausgewéhlten Experimenten wurde der wTRP mit 1 % (V/V) Thrombozyten-armen Plasma (TAPI)
versetzt. Zur Herstellung dieses TAPI wurde TKZ wie oben beschrieben zentrifugiert (670 g, 10 min,
21 °C) und der Uberstand verwendet. Der Uberstand wurde erneut zentrifugiert (1000 g, 20 min,
21 °C), um eventuell im Plasma verbliebene Thrombozyten zu entfernen, und im Anschluss als TAPI

verwendet.

5.3 Einsatz verschiedener Inhibitoren zur Evaluation der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Um den Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung zu
evaluieren, wurden, je nach Fragestellung, Thrombozyten oder Tumorzellen mit den
entsprechenden Inhibitoren inkubiert. Es wurden stets Kontrollexperimente unter Verwendung des
aquivalenten Volumens des entsprechenden Losungsmittels durchgefihrt. Zur Positivkontrolle der
Aktivierbarkeit der Thrombozyten sowie zur Kontrolle der Effekte der Inhibitoren wurden
unterschiedliche Aktivatoren verwendet, die wie in Abschnitt 5.4 beschrieben eingesetzt wurden.

5.3.1 Inkubation der Thrombozyten mit Inhibitoren

In diversen Experimenten wurden die Thrombozyten vor der Aktivierung mit Tumorzellen oder
weiteren Thrombozytenaktivatoren mit verschiedenen Inhibitoren prainkubiert. Ziel war es, die
Auswirkung der Inhibition sowohl thrombozytarer Oberflachenstrukturen als auch intrazellularer

Proteine auf die Thrombozytenaktivierung zu untersuchen.

Zur Vorbereitung wurde der TRP, wie in Abschnitt 5.2 beschrieben, hergestellt und in verschiedene
Ansatze aufgeteilt. Zu diesen Ansatzen wurden anschlieBend, wie in Tabelle 5.1 bis Tabelle 5.3
aufgefihrt, verschiedene Inhibitoren zugesetzt. Als Kontrolle fungierten stets Ansatze, die mit dem
Volumen Losungsmittel inkubiert wurden, in welchem der entsprechende Inhibitor gelést war. Die
Ansatze wurden vor den entsprechenden Aktivierungsexperimenten fiur 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit den jeweiligen Inhibitoren préainkubiert. Als Inhibitoren wurden sowohl small
molecues (Tabelle 5.1Tabelle 5.1 - Informationen Uber die Inkubation von TRP mit verschiedenen
Inhibitoren (small molecules)), als auch Heparin-Derivate (Tabelle 5.2) und Antikdrper (Tabelle 5.3)

genutzt.
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Inhibitor Zielstruktur LM Konz. SL | Verd. | Zugabe / mL TRP | Endkonz.
Argatroban Thrombin DMSO | 5 mg/mL 1:50 5L 0,5 pg/mL
BAY-386 PAR-1 DMSO 10 mM 1:10 10 pL 10 uM

- 10 pL 100 pM
BAY61-3606 Syk H-0 10 mM 1:10 SpuL 10 uM
1:100 5 uL 0,1 M
Bimosiamose P-Selektin H.O | 10 mg/mL - 10 yL 100 pg/mL
BMS 986120 PAR-4 DMSO 10 mM 1:10 10 pL 10 uM
- 20 pL 100 pg/mL
Eptifibatid QibPs HO | 5mg/mL | 1:10 20 pL 10 pg/mL
1:100 20 uL 1 pg/mL
- 4.5 L 200 uM
Losartan GPVI HO | 4425mM | 1:10 4,5 uL 20 uM
1:100 4,5 uL 2 uM
- 10 pL 100 pg/mL
Seratrodast TXAz-Rezeptor | DMSO | 10 mg/mL | 1:10 10 pL 10 pg/mL
1:100 10 pL 1 pg/mL
1:10 10 uL 10 uMm
TAK-242 TLR4 DMSO 10 mM 1:100 10 uL 1uM
1:1000 10 pL 0,1 M
1:10 10 pL 10 pM
Ticagrelor P2Y1, DMSO | 10mM 1:100 10 yL 1uM
1:1000 10 pL 0,1 uM

Tabelle 5.1 - Informationen Uber die Inkubation von TRP mit verschiedenen Inhibitoren (small molecules).
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Heparin-Derivat LM Konz. SL Verd. Zugabe / mL TRP Endkonz.
2-O-Desulf. Heparin H.O 10 mg/mL - 10 pL 100 pg/mL
Daltedecasaccharid H.O 6,3 mg/mL - 159 pL 100 pg/mL

RO-Heparin H.O 10 mg/mL - 10 pL 100 pg/mL
UFH H20 25 IE/uL 1:100 4 L 1I1.E./mL
Fondaparinux H20 5 mg/mL 1:40 6,25 uL 0,78 pg/mL

Tabelle 5.2 — Informationen tber die Inkubation von TRP mit verschiedenen Heparin-Derivaten.

Klon Zielstruktur LM Konz. SL Zugabe Endkonz.
HIP1 GPlba DPBS 0,5 mg/mL 60 uL/mL TRP 30 pg/mL
GoH3 Integrin o6 DPBS 0,5 mg/mL 20 pL/mL TRP 10 pg/mL
V.3 FcyRlla DPBS 5,62 mg/mL 2,3 yL/mL TRP 13 pg/mL

Tabelle 5.3 — Informationen Uber die Inkubation von TRP mit verschiedenen Antikdrpern.

5.3.2 Inkubation der Tumorzellen mit Inhibitoren

Neben der Inkubation der Thrombozyten mit diversen Inhibitoren wurden auch die Tumorzellen in
einzelnen experimentellen Ansatzen mit verschiedenen Reagenzien inkubiert, um die Beteiligung
von Liganden des P-Selektins auf der Oberflache der Tumorzellen an der Thrombozytenaktivierung
zu untersuchen. Es wurde rekombinantes P-Selektin verwendet, welches an unterschiedliche
Liganden des P-Selektins auf den Tumorzellen binden und so wiederum die Bindung der
Tumorzellen an thrombozytares P-Selektin minimieren sollte. Um die Bindung von P-Selektin an
entsprechende Liganden zu ermdglichen, wurde der Tumorzellsuspension 1 mM Ca?* und
1 mM Mg?* zugesetzt. Zudem wurden die Thrombozyten mit einem Antikérper gegen FcyRlla
inkubiert (Klon 1V.3, 13 yg/mL), um eine eventuelle Bindung des, an das rekombinante P-Selektin
gekoppelte, Fc-Fragments zu verhindern. Zum anderen wurde ein spezifischer Antikorper gegen
den P-Selektin Liganden CD24 verwendet (Klon SWA11). Vor der Inkubation wurden die
Tumorzellen, wie in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, aufgearbeitet und zu 1x10° Tumorzellen/mL in
DPBS resuspendiert. Die oben genannten Proteine wurden entsprechend Tabelle 5.4 zugesetzt und

die Ansatze fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Bezeichnung Zielstruktur LM Konz. SL Zugabe Endkonz.

Rekombinantes P-Selektin DPBS 0,4 mg/mL | 62,5puL/10°TZ | 25 ug/10°TZ

P-Selektin Liganden

SWAL11 (AK) CD24 DPBS 2 mg/mL 5uL/105TZ | 10 pg/10° TZ

Tabelle 5.4 — Informationen zur Inkubation der Tumorzellen mit rekombinantem P-Selektin oder mit einem Antikdrper
gegen CD24.

5.3.2.1 Behandlung der Tumorzellen mit einem Fucosyltransferase-Inhibitor

Neben den eingesetzten Inhibitoren, Antikérpern und Proteinen wurde die Bindung von Tumorzellen
an thrombozytares P-Selektin zudem mithilfe eines Fucosyltransferase-Inhibitors (FTI) untersucht.
Das minimale Bindungsmotiv fur alle Selektine besteht aus sLe* (Abschnitt 2.3.3.6.1). Die Synthese
von sLe* erfolgt unter anderem durch a1,3-Fucosyltransferase (277,287). Durch die Verwendung
eines Inhibitors dieser Fucosyltransferase konnten dementsprechend Tumorzellen generiert
werden, die sich durch eine Reduktion oberflachensténdiger P-Selektin Liganden auszeichneten.
Als FTI wurde 2F-Peracetyl-Fucose verwendet. Diese wird nach der Aufnahme in die Zelle zu einem
fluorierten GDP-Fucose-Analogon metabolisiert, das als kompetitiver Antagonist der

Fucosyltransferase fungiert (355).

Zur Inkubation der Tumorzellen mit FTI wurden jeweils 2x10° MDA-MB-231 Zellen bzw.
5x10° MCF-7 Zellen, wie in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, in jeweils zwei T25-Zellkulturflaschen
ausgesat. Nach 72 Stunden wurde das Medium in den Zellkulturflaschen ausgewechselt. Jeweils
einer Zellkulturflasche wurde dabei der in DMSO geldste FTI zugesetzt. Die Endkonzentration FTI

betrug 200 uM. Als Kontrolle wurde der anderen Flasche die gleiche Menge DMSO zugesetzt.

Nach einer 72-stiindigen Inkubation mit FTI bzw. DMSO wurden die Tumorzellen entsprechend
Abschnitt 5.1.2 gewaschen, abgelost, zentrifugiert, in DPBS resuspendiert und fiir entsprechende

Experimente genutzt.

5.4 Aktivierung der Thrombozyten zur Untersuchung der thrombozytaren

Granulafreisetzung

Zu den Charakteristika der Thrombozyten gehort die Sekretion thrombozytarer Granula infolge einer
Aktivierung. Zu den thrombozytdren Granula gehéren die a-Granula, die dichte Granula sowie
Lysosomen (356). Im Zuge dieser Arbeit wurde die Freisetzung von ATP aus der dichten Granula
als MaR fir den Grad der Thrombozytenaktivierung evaluiert. Dazu wurde ein Luciferin-Luciferase-
Assay angewendet. Zudem wurde die Freisetzung der a-Granula mittels eines enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA), eines Dot-Blot basierten Proteome Profiler Arrays und eines

Proximity Extension Assays (PEA) charakterisiert.
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Die Probengenerierung zur Quantifizierung der Freisetzung sowohl der dichten als auch der a-

Granula erfolgte nach einem ahnlichen Schema.

Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgte in TRP. Dieser wurde, wie in Abschnitt 5.2 beschrieben,
vorbereitet, recalcifiziert und je nach Versuchsaufbau mit Inhibitor oder Losungsmittel prainkubiert
(siehe Abschnitt 5.3.1).

Die Tumorzellen wurden in der Zellkulturflasche mit DPBS gewaschen, mit EDTA abgeldst, in DPBS
suspendiert, gezahlt, zentrifugiert und in DPBS resuspendiert. In Experimenten, in denen eine
Endkonzentration von 1x10% Zellen/mL angestrebt war, wurde das DPBS-Volumen wurde so
gewahlt, dass die Tumorzellkonzentration 1x10° Tumorzellen/mL betrug. In einigen Experimenten
wurden die so vorbereiteten Tumorzellen, wie in Abschnitt 5.3.2 beschrieben, mit Inhibitoren

prainkubiert.

Die unterschiedlichen mit oder ohne Inhibitor prainkubierten, recalcifizierten TRP-Ansatze wurden
gleichméaRig auf mehrere Reagiergefalle aufgeteilt. In diesen wurde die Aktivierung der

Thrombozyten, entsprechend dem in Abbildung 5.1 dargestellten Schema, durchgefihrt.

Praparation des TRP sowie der

o | / W \\

+ DPBS + Inhibitor

Prainkubation des TRP mit
Inhibitoren

/W% /%U\\ /W\\

+ Agonist + Tumor-
(z B. TRAP- 6) zellen

Aktivierung der Thrombozyten mit
Agonisten oder Tumorzellen

Quantifizierung der thrombozytaren
Granulafreisetzung

Abbildung 5.1 — Schematische Darstellung der Préinkubation des TRP mit oder ohne Inhibitor sowie der anschlieRenden
Thrombozytenaktivierung mit Tumorzellen bzw. Thrombozyten-Agonisten.

Als Mal3 fur die Spontanaktivierung wurde ein Ansatz ohne Aktivator inkubiert. Um einen
Volumenausgleich vorzunehmen, wurde das entsprechende Volumen DPBS zugesetzt. Neben der
Tumorzell-vermittelten Aktivierung wurde die Aktivierung mit weiteren Thrombozyten-Aktivatoren
getestet. Diese Aktivatoren fungierten in den verschiedenen Experimenten als Positivkontrollen. Die
Tumorzellen bzw. weiterer Aktivatoren wurden in den in Tabelle 5.5 dargestellten Konzentrationen

eingesetzt.



68

Agonist Zielstruktur LM wonz. Verd. Zugabe /ml. Endkonz.
Stammisg. TRP
TRAP-6 PAR-1 H.O 3,3 mM - 12,5 puL 41 uM
Thrombin PAR-1, PAR-4, GPIb H.O 1000 NIH/mL | 1:10 5uL 0,5 NIH/mL
ADP P2Y1, H.O 10 mM 1:10 25 uL 25 uM
Kollagen GPVI H.0 100 pg/mL - 50 pL 5 ug/mL
U46619 TXA2-Rezeptor H.O 4 mM 1:10 25 pL 10 uM
Tumorzellen DPBS 1x105/mL - 100 pL 1x10%/mL

Tabelle 5.5 — Informationen zur Aktivierung der Thrombozyten mit Tumorzellen bzw. weiteren Thrombozyten-Aktivatoren.

Je nach Aktivatorzusatz wurden die Ansétze unterschiedlich lange inkubiert. Die Inkubationszeit

wurde anhand der Kinetik der ATP-Freisetzung je nach Art der Aktivierung festgelegt. Die Kinetik

der ATP-Freisetzung wurde in Vorversuchen Uber 70 Minuten aufgenommen. Die fur nachfolgende

Experimente angewendete Inkubationszeit entsprach dem Zeitpunkt, an dem eine maximale ATP-

Konzentration detektiert werden konnte. Die jeweiligen Inkubationszeiten sind in der nachfolgenden

Tabelle dargestellt.

Aktivator Inkubationszeit
MCF-7 (1x10%/mL) 30 min
MDA-MB-231 (1x10%/mL) 25 min
A375 (1x104/mL) 25 min
ADP (25 pM) 15 min
Kollagen (5 pg/mL) 15 min
U46619 (10 uM) 10 min
TRAP-6 (41 uM) 5 min
Thrombin (0,5 NIH/mL) 5 min

Tabelle 5.6 — Inkubationszeiten der Thrombozyten mit den entsprechenden Aktivatoren.

Nach der Aktivierung der Thrombozyten wurden die Proben unverziglich fiir die entsprechenden

Experimente verwendet.

5.5 Quantifizierung der ATP-Freisetzung aus der thrombozytaren dichten Granula

Sowohl TRP als auch Tumorzellen wurden entsprechend dem Abschnitt 5.3 vorbereitet und mit

Inhibitor inkubiert.
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Nach der jeweiligen Inkubation des TRP mit Tumorzellen bzw. weiteren Aktivatoren (siehe Abbildung
5.1 sowie Tabelle 5.6) wurden die Ansatze im Triplikat a 50 pL auf eine weiBe Nunc™F96

MicroWell™ Platte aufgetragen.

Die Quantifizierung der freigesetzten Menge ATP wurde mittels eines Luciferin-Luciferase-Assays
vorgenommen. Das Prinzip dieses Assays basiert auf einer ATP-abhangigen Umwandlung von D-
Luciferin zu Oxiluciferin. Die in Abbildung 5.2 dargestellte Reaktion wird durch das Enzym Firefly

Luciferase katalysiert und generiert Biolumineszenz.

Firefly Luciferase _

0]
o
HO s N oH © s N
J J + AMP + PP,
+ATP +0 | +CO, + Licht
Vi : Mg?* Vi
N S N S

D-Luciferin

Abbildung 5.2 — Umwandlung von D-Luciferin zu Oxiluciferin durch Firefly Luciferase (357).

Wahrend der Reaktion wird unter ATP-Verbrauch ein angeregtes Luciferinadenylat gebildet,
welches unter CO.-Verbrauch und Lichtemission in Oxiluciferin zerféllt. Die Lichtintensitat ist
proportional zur gebildeten Menge Oxiluciferin, die wiederum proportional zur vorhandenen Menge
ATP ist (357).

Zur Durchfihrung der ATP-Quantifizierung wurde das ATP-Determination Kit der Firma
ThermoFisher verwendet. Die Herstellung des Lumineszenz-Reagenz erfolgte stets kurz vor

Durchfihrung des Assays unter Lichtausschluss nach Herstellerangaben (siehe Abschnitt 4.1.7.3).

Zu den, wie zuvor beschrieben, vorbereiteten und in eine 96-Well Platte vorgelegten Proben wurden
pro Well 40 pL Lumineszenz-Reagenz zugesetzt. Unmittelbar im Anschluss wurde die
Biolumineszenz mit einer Wellenlange von 560 nm an einem FLUOstar Optima Platereader
vermessen. Die Ergebnisse wurden, je nach Fragestellung, auf den Nullwert ruhender

Thrombozyten oder auf die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung normalisiert.

5.6 Quantifizierung der Freisetzung verschiedener Proteine aus der

thrombozytéaren a-Granula

Zur Quantifizierung der Freisetzung verschiedener Proteine aus der a-Granula infolge einer
Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden
verwendet. Zum einen wurde die Konzentration von VEGF-A, EGF, sowie TIMP-1 im Uberstand
von aktivierten Thrombozyten mittels eines enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) ermittelt.
Mithilfe eines membranbasierten Proteome Profiler (Proteome Profiler Human XL Cytokine Array
Kit) wurden die relativen Konzentrationen der Proteine PDGF-AA, PDGF-AB/BB, PAI-1, CXCLS5,
CCL3/CCL4, BDNF, MIF sowie Angiopoetin-1 ermittelt. Zudem wurden diverse weitere Proteine
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mittels des Proximity Extension Assays (PEA) durch die Firma OLINK quantifiziert. Zur Durchflihrung

dieses Assays wird an dieser Stelle auf die Ausfilhrungen des Herstellers verwiesen (358).

Die Probenvorbereitung erfolgte fur alle drei verwendeten Assays identisch. Zunachst wurde TRP,
vorbreitet, recalcifiziert und je nach Ansatz mit verschiedenen Inhibitoren oder dem entsprechenden
Losungsmittel inkubiert (Abschnitt 5.3). Nach der 30-minitigen Inkubation wurden die Ansatze
aufgeteilt und mit MCF-7 Zellen (1x10%/mL, 30 min), MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL, 25 min) oder
TRAP-6 (41 pM, 5 min) aktiviert (siehe Abschnitt 5.4). Zusatzlich wurde TRP als Mal3 fur die
spontane Freisetzung der Proteine ohne Behandlung inkubiert. Nach der Aktivierung wurden die
Proben zentrifugiert (1000 g, 10 min, 21 °C). Diese Zentrifugationsbedingungen wurden gewahlt, um
einerseits ein quantitatives Abscheiden der Thrombozyten zu gewéhrleisten und andererseits eine
weitere Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand

abgenommen und zur Durchfiihrung der Assays verwendet.
5.6.1 Durchfihrung des enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

Die infolge einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung aus der thrombozytaren a-Granula
freigesetzten Proteine VEGF-A, EGF sowie TIMP-1 wurden mithilfe eines Sandwich-ELISA
quantifiziert. Bei der Durchfiihrung eines Sandwich-ELISA werden zwei Antikérper verwendet, die
an unterschiedliche Epitope der zu quantifizierenden Proteine binden. Der erste Antikérper (capture-
Antikdrper) wird zu Beginn des Assays auf dem Boden der Wells immobilisiert. Das zu detektierende
Protein bindet an diesen Antikorper. Ein zweiter Antikorper erkennt das gebundene Protein und
bindet es mit seinem Fab-Fragment. Das Fc-Fragment des Antikdrpers ist biotinyliert. In einem
nachsten Schritt wird eine an Avidin gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase
(HRP)) zugesetzt. Das Avidin geht dabei eine feste Bindung mit dem biotinylierten Detektions-
Antikorper ein. Die Meerrettich-Peroxidase setzt in einer enzymatischen Oxidation ein farbloses
Substrat, z.B. 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), zu einem farbigen Produkt um. Die Reaktion wird
durch den Zusatz von Schwefelsdure gestoppt. Das farbige Reaktionsprodukt der Oxidation von
TMB weist ein Absorptionsmaximum fir eine Wellenlange von 450 nm auf. Die Menge des Produkts
und damit auch die Farbung der Lésung sind proportional zur Menge der gebundenen Peroxidase

und damit zur vorhandenen Menge des zu detektierenden Proteins.

Die Proben, die mittels ELISA quantifiziert werden sollten, wurden entsprechend des Abschnitts 5.6
hergestellt. Es wurde der Einfluss der Inhibitoren Argatroban, BAY-386, BMS986120 sowie eines
Antikorpers gegen GPIba auf die Tumorzell-induzierte Freisetzung von EGF, VEGF-A sowie TIMP-

1 aus der a-Granula untersucht.

Die ELISA wurden gemalR den Hersteller-Angaben durchgeftihrt. Abweichend von diesen wurde zur
Auswertung der ELISA nicht 2,2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS), sondern

TMB verwendet.
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Es wurde eine Nunc-Immuno®Microwell®96-well-Platte tiber Nacht mit einem capture- Antikorper
beschichtet. Am nachsten Tag wurden Uberschissige Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer entfernt. AnschlieRend wurden eine Stunde mit einer Blockierungslosung inkubiert.
Diese enthielt bovines Serumalbumin (BSA), das zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen in
den Wells diente. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer wurden 50 pL der Proben bzw. der
Kalibierlosungen im Triplikat in die Wells pipettiert. Die Kalibierlosungen enthielten das zu
guantifizierende Protein in linear abfallender Konzentration. Insgesamt wurden sieben
Verdinnungen des Proteins sowie ein Nullwert, bestehend aus DPBS, hergestellt und auf die Platte
aufgetragen. Die verwendeten Konzentrationen orientierten sich an den zu erwartenden Quantitaten
der Proteine in Thrombozyten. Es folgte eine Inkubation Gber Nacht bei 4 °C. Am néchsten Morgen
wurde erneut drei Mal mit Waschpuffer gewaschen und der Detektions-Antikorper in die Wells
pipettiert. Nach einer zweisttindigen Inkubation bei Raumtemperatur und erneutem Waschen wurde
Avidin-HRP zugeben, das wie oben beschrieben an den biotinylierten Detektions-Antikdrper band.
Um die Avidin-HRP vollstandig zu entfernen, wurde die Platte nach einer 30-mindtigen Inkubation
funf Mal mit Waschpuffer gewaschen. AbschlieRend wurden pro Well 100 pL einer TMB-L6sung
hinzugefiigt. Dies fand unter Lichtausschluss statt. Die durch die Zugabe von TMB induzierte
Farbreaktion wurde nach maximal 15 Minuten durch die Zugabe von 50 pL Schwefelsaure (2 M)
unterbrochen. Die Platte wurde unmittelbar nach Beendigung der Reaktion photometrisch bei einem
Absorptionsmaximum von 450 nm an einem Multiskan® Ex Platereader ausgewertet. Um die
unspezifische Absorption, die nicht aus der Enzym-Substrat-Reaktion resultierte, zu vermessen,
wurde zudem die Absorption bei 570 nm gemessen und die Differenz der beiden Werte gebildet.
Aus den Werten der Kalibierldsungen wurden Kalibiergraden erstellt, anhand derer die
Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt wurden. Die Ergebnisse wurden auf den jeweils

gewdahlten Thrombozytenaktivator (Thrombin bzw. Tumorzellen) normalisiert dargestellt.
5.6.2 Durchfihrung des Proteome Pofiler Arrays

Die membranbasierten Proteome Profiler Arrays ermdglichen eine Antikorper-basierte, parallele
Detektion diverser Proteine aus einer Probe. Es handelt sich um einen Dot-Blot, bei dem die
Antikdrper in Duplikaten auf zwei Nitrocellulosemembranen vorfixiert sind. Der Array wird nach der
Beschickung mit Proben gewaschen, mit einem Cocktail biotinylierter Detektionsantikdrper inkubiert
und mit Strepavidin-HRP sowie einem Chemilumineszenz-Reagenz detektiert. AnschlieRend kann
aus der Pixeldichte der detektierten Dots eine semi-quantitative Aussage Uber das Mengenverhaltnis

bestimmter Proteine in verschiedenen Proben getroffen werden.

Um die infolge einer Thrombozytenaktivierung freigesetzten Inhaltstoffe der a-Granula zu
charakterisieren, wurde ein Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit der Firma R&D Systems
verwendet. Auf jeder der Membranen befinden sich 105 unterschiedliche Antikérper gegen

verschiedene Cytokine. Von diesen 105 Cytokinen befinden sich jedoch nur acht Proteine
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nachgewiesenermallen in der thrombozytaren a-Granula, sodass sich die Auswertung auf diese
Cytokine beschréankte. Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben. Die Probengenerierung
erfolgt analog zu Abschnitt 5.6. Es wurde TRP mit Bimosiamose (100 ug/mL) oder mit der
entsprechenden Menge DPBS fur 30 Minuten prainkubiert. Die anschlielRende Aktivierung wurde mit
1x10* MDA-MB-231 Zellen bzw. MCF-7 Zellen pro Milliliter induziert.

Nach der Aktivierung wurden die Proben, wie in Abschnitt 5.6 beschrieben, zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und zur Durchfiihrung des Proteome Profilers verwendet. Pro Membran
wurden 200 pL Uberstand verwendet.

Der nach der Detektion am ChemiDoc™ XRS+ System erhaltene Dot-Blot wurde mittels der Image
Lab Software hinsichtlich der Pixeldichte der einzelnen Dots ausgewertet, wobei alle Membranen
nach der gleichen Entwicklungszeit ausgewertet wurde. Auf jeden Dot wurde eine gleichgrol3e,

runde Flache gelegt.

Referenz-Dots Bsp. umkreiste Proben-Dots

ee 00

m

Referenz-Dots DPBS-Dots

Abbildung 5.3 — Beispielbild der Membran eines Dot-Blots nach Probenzugabe und Detektion.

Auf der Membran befinden sich drei verschiedene Arten Dots, jeweils im Duplikat. Zum einen die
Proben-Dots, auf denen die verschiedenen, spezifischen Antikérper immobilisiert sind. Zudem
befinden sich sogenannte DPBS-Dots auf der Membran, auf denen sich als Negativkontrolle keine
Antikorper befinden. Von allen Messwerten wurde nach ihrer Detektion die Pixeldichte der
Negativkontrolle subtrahiert, um die Daten bei der Auswertung von einem mdglichen
Hintergrundrauschen zu bereinigen. Des Weiteren befinden sich Referenz-Dots auf der Membran,
die als Orientierungspunkte, als Uberprufung der allgemeinen Funktionalitat des Assays und als
Normalisierung dienten. Der Mittelwert der Pixeldichte der Referenz-Dots einer der Membranen
wurde willkdrlich als Wert 1 festgelegt. Als diese Bezugsmembran wurde jene Membran verwendet,
welche mit der Probe behandelt wurde, die aus unbehandelten Thrombozyten generiert wurde. Die
Pixeldichte der Referenz-Dots der tbrigen Membranen wurde darauf normalisiert. Die Proben-Dots
befinden sich im Duplikat auf der Membran, wobei im Zuge der Auswertung jeweils der Mittelwert

aus diesen Duplikaten gebildet und zur Darstellung der Ergebnisse herangezogen wurde.
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5.7 Lichttransmissionsaggregometrie

Eine Folge der Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten ist eine tumor cell induced
platelet aggregation (TCIPA). Zur Untersuchung dieser wurde die Lichttransmissionsaggregometrie
nach Born angewendet. Es handelt sich dabei um eine turbidimetrische Methode, bei der durch
Messung der Lichttransmission die Tribung einer Suspension detektiert wird. Hierzu werden plan
geschliffene Kivetten verwendet, in denen sich die zu vermessende Suspension befindet. Diese
wird kontinuierlich gerahrt, damit in der Lésung befindliche Zellen sowie entstehende Aggregate
nicht zu Boden sinken. Durch die Kivette wird ein Lichtstrahl geleitet. Hinter der Kivette wird die
durchgetretene Lichtintensitat mittels eines LED-Photometers detektiert. Die Messung erfolgte
mittels eines APACT 4004 4-Kanal Aggregometers. Die Messung der TCIPA beruht auf dem
Umstand, dass eine Suspension von Thrombozyten in Plasma oder Puffer durch die Bildung von
Aggregaten insgesamt klarer wird. Diese Abnahme der Tribung Uber die Zeit wurde wie oben
beschrieben turbidimetrisch bestimmt. Das Prinzip der Messung wird in Abbildung 5.4 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 5.4 — Prinzip der turbidimetrischen Messung der Thrombozytenaggregation nach Born.

Anders als bei der klinisch eingesetzten Aggregometrie nach Born, die zur Differentialdiagnostik
oder fur das Medikamentenmonitoring eingesetzt wird, wurde nicht in Plasma, sondern erneut mit
TRP gearbeitet. Der verwendete TRP wurde je nach Versuch mit verschiedenen Inhibitoren

inkubiert. Auch die benétigte Tumorzellsuspension wurde wie zuvor erlautert hergestellt.

Zur Vorbereitung des Aggregometers wurde ein Nullabgleich mit Thrombozyten-armem Puffer
vorgenommen. Dieser simulierte eine vollkommen aggregierte Thrombozytensuspension und
ermdglichte eine vollstandige Transmission (100 % Aggregation). Vor jeder Messung wurden 200 pL
TRP in einer Kivette vorgelegt und in einen Kanal des Aggregometers eingesetzt. Wiederum
erfolgte ein Abgleich, welcher diesmal 0 % Aggregation reprasentierte und der Basislinie der
Messung entsprach. Nach diesem Abgleich wurden 20 L der Tumorzellsuspension zugegeben und
die Messung gestartet. Neben der TCIPA wurde auch die Thrombozytenaggregation als Folge der

Zugabe von Agonisten wie beispielsweise TRAP-6 gemessen. Die Konzentration der Agonisten
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entsprach dabei der in Tabelle 5.5 genannten Konzentrationen. Neben diesen Positivkontrollen
wurde an jedem Versuchstag die Neigung der Thrombozyten zur spontanen Aggregation erfasst.
Dazu wurde recalcifizierter TRP ohne den Zusatz eines Aktivators unter standigem Rihren Gber 60
Minuten im Aggregometer vermessen. Sowohl die Spontanaggregation als auch die
Positivkontrollen dienten als Qualitatskontrolle der aufgearbeiteten Thrombozyten. Es gingen nur
solche Versuche in die weitere Betrachtung ein, die sich hinsichtlich Aktivierbarkeit sowie
Spontanaggregation unauffallig zeigten.

Die Messung wurde mithilfe der APACT LPC-Software evaluiert und ausgewertet.

Lichttransmission i
pofbozyten-ireter == 100 max. Aggregation
(100 % Aggregation)
g,
&
= secondary wave of agg.
© 50 slope of d % TRP
2 , + MDA-MB-231 [1 x 10 4 TZ/mL]
o aggregation
S = + Préainkubation mit Eptifibatid
< [10 pg/mL]
Lichttransmission 0 primary wave of agg.
TRP
(0 % Aggregation) V 260 450 6(;0
Zeit [sec]

lag time
shape change

Abbildung 5.5 — Beispiel fir die Auswertung eines Aggregogramms.

Die Auswertung wurde unter Berilicksichtigung verschiedener Parameter vorgenommen. Zunachst
wird die sogenannte lagtime beobachtet. Diese beschreibt die Zeit zwischen Beginn der Messung
und dem Beginn des sogenannten shape changes. Der shape change kann infolge eines
charakteristischen Verhaltens der Thrombozyten nach initialer Aktivierung beobachtet werden.
Inaktive Thrombozyten weisen eine discoide Form mit einer kleinen Oberflache auf. Infolge einer
initialen Aktivierung andert sich die Form der Thrombozyten und es werden sogenannte
Pseudopodien ausgebildet (359). Diese vergroRern die Oberflache der Thrombozyten und lassen
die Suspension optisch dichter erscheinen. Dies wird im Aggregometer erfasst und spiegelt sich in
einem initialen Abfall der Kurve nach Beginn der Thrombozytenaktivierung wider. Gleichzeitig bilden

aktivierte Thrombozyten dichte Aggregate. Die Suspension beginnt dementsprechend klarer zu
werden.

Die Geschwindigkeit der Aggregatbildung wird durch die Steigung der Kurve (slope of aggregation)
beschrieben. Unter Umstanden kommt es zur Bildung reversibler Aggregate, die, auch als Folge des
stetigen Ruhrens, wieder in kleinere Fragmente zerfallen. Dies spiegelt sich in einem Abflachen der

Kurve nach der initialen Aggregation (primary wave of aggregation) wider.
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Wahrend der secondary wave of aggregation bilden sich stabile Aggregate, wodurch die Suspension
klarer und die Transmission grof3er wird. Die Kurve steigt infolge dessen weiter an, bis die maximale
Aggregation erreicht ist. Da die Messungen verschiedener Tage, unter Verwendung
unterschiedlicher TKZ und Tumorzellkulturflaschen, untereinander schlecht vergleichbar sind,
wurden die Experimente in n=3 durchgefiihrt, aber in dieser Arbeit jeweils nur ein reprasentativer

Graph gezeigt.

5.8 Thrombin-Generierungs-Assay

Der hier beschriebene Thrombin-Generierungs-Assay wurde verwendet, um das endogene
Thrombinbildungspotential von Plasmaproben zu bestimmen. Dabei lag der Fokus einerseits auf
dem grundsatzlichen Potential der verwendeten Tumorzelllinie eine Thrombin-Generierung zu
induzieren. Anderseits wurde der Hypothese nachgegangen, ob die Zugabe von 1 % Plasma zu

Thrombozyten-armen Puffer ausreichend ist, um eine Aktivierung von Thrombin zu erméglichen.

Der im Folgenden beschriebene Assay stammt aus der routinemafiigen Diagnostik in der
Hamatologie. Er dient der Abschatzung des Blutungs- oder Thromboserisikos, sowie der Evaluation
einer antikoagulativen Therapie oder einer Substitutionstherapie mit verschiedenen
Gerinnungsfaktoren (360). Der Assay beruht auf der Bestimmung der amidolytischen Aktivitat von
Thrombin anhand der Kinetik der Spaltung eines fluorogenen Substrats. Dieses Substrat besteht
aus drei Aminosauren, die an einen Indikator gebunden sind. Diese Aminoséuresequenz besitzt eine
hohe Affinitdt und Spezifitdt gegentiber Thrombin. Als Indikator fungiert das fluorogene Molekul 7-
Amino-4-Methylcoumarin (AMC). Die Gesamtstruktur des synthetisch hergestellten Substrats ist
Z-Gly-Gly-Arg-AMC (361). Aufgrund der proteolytischen Spaltung des Substrats durch aktives
Thrombin wird der Indikator freigesetzt und kann fluorimetrisch vermessen werden. Dazu wird die
freigesetzte Indikatorgruppe mit Licht einer Wellenlange von 360 nm angeregt. Diese emittiert eine
Fluoreszenzstrahlung mit einer Wellenlange von 460 nm. Sofern ein Substratiberschuss vorliegt, ist

die Fluoreszenzemission pro Zeiteinheit proportional zur enthaltenen Menge Thrombin (362,363).

Bei den in dieser Arbeit dargestellten Experimenten handelte es sich um Kontrollversuche zur
Evaluation der Mdglichkeit der Thrombin-Generierung im verwendeten Testsystem. Daher wurde
mit Thrombozyten-armem Plasma (TAPI) gearbeitet, welches aus TKZ isoliert wurde. Zur
Herstellung dieses TAPI wurde TKZ zentrifugiert (670 g, 10 min, 21 °C) und der Uberstand
verwendet. Der Uberstand wurde erneut zentrifugiert (1000 g, 20 min, 21 °C), um eventuell im

Plasma verbliebene Thrombozyten zu entfernen, und im Anschluss als TAPI verwendet

Eine Thrombinaktivierung kann, wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, sowohl tGber das intrinsische als
auch Uber das extrinsische Blutgerinnungssystem induziert werden. Da lediglich eine Aktivierung
Uber das extrinsische Gerinnungssystem betrachtet werden sollte, wurden die Plasmaproben mit

einem Faktor Xlla-Inhibitor behandelt. Bei diesem handelte es sich um einen Corn-Typsin-Inhibitor
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(CTI. Er wurde in einer Endkonzentration von 50 pg/mL verwendet. Es wurden Experimente mit
unverdinntem TAPI oder mit Thrombozyten-armen-Puffer (TAP), dem 1% (V/V) TAPI

(Endkonzentration) zugesetzt wurde, durchgefihrt (siehe Tabelle 5.7).

Die Tumorzellen wurden, entsprechend Abschnitt 5.1.2, gewaschen, abgeldst, suspendiert, gezahilt,
zentrifugiert und resuspendiert. Die Konzentration der Tumorzellsuspension betrug 1x10° Zellen/mL.
Nach der Vorbereitung der Tumorzellen und des Thrombozyten-armen Plasmas wurden die Proben
im Duplikat auf eine schwarze 96F Non-Treated Black Microwell Platte vorgelegt. Je nach Probe
wurden dem Plasma entsprechend Tabelle 5.7 entweder DPBS (Nullkontrolle), TF-Reagenz
(Positivkontrolle) oder Tumorzellsuspension (Probe) zugegeben.

TAPI TAP DPBS | TF-Reag. TZ-Susp. Substrat

Plasma Nullwert 40 L - 10 pL - - 50 L

Endkonz.: | rr wontrolle | 40 pL ; , 10 pL . 50 pL
40 %

Probe 40 pL - - - 10 uL 50 pL

Plasma Nullwert 1pL 39uL | 10pL - - 50 pL

Endkonz.: TF-Kontrolle 1pL 39 pL - 10 pL - 50 pL
1%

Probe 1pL 39 pL - - 10 pL 50 pL

Tabelle 5.7- Die Zusammensetzung der Proben, die fur den Thrombin-Generierungsassay verwendet wurden.

Unmittelbar vor der Messung wurde das calciumhaltige fluorogene Substrat zugesetzt. Da das
enthaltene Calcium essentiell fiir eine quantitativ ablaufende Gerinnung ist, dient dieses als Initiator
der Reaktion. Direkt im Anschluss an die Zugabe wurde die Platte in einem Thermo Fluoroscan
Ascent® Reader vermessen. Die Thrombin-Generierung wurde in Form einer Kinetik Uber

90 Minuten verfolgt, wobei die Fluoreszenzintensitat alle 60 Sekunden quantifiziert wurde.

Um von der gemessenen Fluoreszenzintensitat auf die absolute Menge Thrombin zu schlieRen,
wurde eine Kalibrierung mit Standards durchgefiihrt, deren Thrombin-Aktivitdt bekannt ist. Die
Kalibrierung wurde mithilfe des Technothrombin® TGA CAL Sets der Firma Technoclone GmbH
durchgefihrt. Die Stammlésung des Kalibrators wurde entsprechend der Herstelleranweisung

verdinnt (siehe Tabelle 5.8). Als Nullwert wurde TGA Puffer verwendet.
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Verdinnung Volumen Kalibratorlésung Volumen TGA Puffer
Verdinnung 1 (1:2) 200 pL Stammldsung 200 pL
Verdinnung 2 (1:4) 100 pL Verdiinnung 1 100 pL
Verdiinnung 3 (1:20) 20 pL Stammlésung 380 pL

Verdinnung 4 (1:200) 20 pL Verdunnung 3 180 pL
Nullwert - 200 pL

Tabelle 5.8 - Zusammensetzung der Kalibrierlosungen des Thrombin-Generierungs-Assays.

Pro Well wurden 40 pL der entsprechend verdinnten Kalibrierlésung verwendet. Diese wurden mit
50 uL Substratlosung versetzt und direkt im Anschluss analog zu den Proben vermessen. Uber
einen Zeitraum von zehn Minuten wurde alle 30 Sekunden die Fluoreszenzintensitat detektiert.
Mithilfe dieser Kalibrierung konnten Rickschlisse auf die absolute Menge aktiven Thrombins in den

Proben gezogen werden.

5.9 Adhéasionsassay

Um das Ausmald mdglicher adhasiver Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten
zu evaluieren, wurde ein Calcein-basierter Adh&sionsassay durchgefiihrt. Neben dem generellen
Ausmal der adhasiven Wechselwirkungen in Abhangigkeit von den verwendeten Zelllinien wurden

mithilfe des Assays auch anti-adhasive Eigenschaften verschiedener Heparin-Derivate untersucht.

Der Assay wurde Uber zwei Tage durchgefuhrt. Am ersten Tag wurden die Tumorzellen fir den
Versuch vorbereitet. Dazu wurden sie gewaschen, abgelost, zentrifugiert und in dem
entsprechenden Zellkulturmedium resuspendiert. Dabei wurde eine Konzentration von 5x10°
Tumorzellen/mL eingestellt. Anschlielend wurden pro Well 100 yL der Tumorzellsuspension auf
eine 96-Well Platte aufgetragen. Die Zellen wuchsen iber 24 Stunden im Inkubator an und bildeten

innerhalb der Wells Monolayer aus.

Am zweiten Tag wurden zunachst die Thrombozyten vorbereitet. Dazu wurde das Volumen TKZ so
gewahlt, dass es die benttigte Anzahl Thrombozyten enthielt. Anschlieend wurde das TKZ mit
Calcein-Acetoxymethylester-Losung (Calcein-AM-L6sung, 1 mM) versetzt, sodass eine finale
Konzentration von 2 yM Calcein-AM im TKZ resultierte. Es folgte eine Inkubation auf einem

Laborschduttler unter Lichtausschluss fur 30 Minuten.

Als lipophiles Molekll Uberwindet Calcein-AM mittels passiver Diffusion die Zellemembran der
Thrombozyten. Nach der intrazellularen Aufnahme des Calcein-AM wird der Acetoxymethylester
mittels Esterasen abgespalten. Zudem kommt es zu einer Offnung des Lacton-Ringes im Molekill.
Aus dieser enzymatischen Umwandlung, die nur in lebendende Zellen mdglich ist, resultiert die

Ausbildung eines fluoreszierenden, konjugierten Tr-Elektronen-Systems und eine Calcium-
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Chelatisierung. Als Folge der Zunahme der Hydrophilie durch die Esterhydrolyse und der
Komplexbildung kann das Molekil die Zellmembran nicht mehr Gberwinden. Es verbleibt daher

selektiv in lebendigen Zellen und ermdglicht eine Fluoreszenz-basierte Detektion der Zellen (364).

Das mit Calcein-AM inkubierte TKZ wurde im Anschluss an die Inkubation zentrifugiert (670 g,
10 min, 21 °C) und in Thrombozyten-Puffer resuspendiert (400x108 Thrombozyten/mL). Nach der
Recalcifizierung des TRP (Endkonzentration: 1 mM) wurde das TRP auf verschiedene Ansétze in
braune Reagiergefalle aufgeteilt und nach der Zugabe der zu untersuchenden Heparin-Derivate
bzw. des entsprechenden Loésemittels (Tabelle 5.2) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur und unter
Lichtausschluss inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurden die, sich in der 96-Well-Platte befindlichen, Tumorzellen
vorbereitet. Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Wells drei Mal mit DPBS gewaschen,
wobei darauf geachtet wurde, denn Zellrasen nicht zu beschédigen. Anschlieend wurde im Triplikat
pro Well 100 uyL des Calcein-markierten TRP zugegeben, das zuvor mit bzw. ohne den
entsprechenden Inhibitor inkubiert wurde. Nach einer 20-minitigen Inkubation wurden
Thrombozyten, die nicht an die Tumorzellen adhéariert waren, durch Entfernen des TRP sowie

dreimaliges Waschen mit DPBS entfernt.

Die Tumorzellen sowie daran adharente Thrombozyten wurden mit 150 uL/Well einer 1 %igen
Triton™ X 100-Lésung dber 15 Minuten lysiert. AnschlieBend wurden pro Well 100 uL entnommen
und auf eine schwarze Nunc™ F96 MicroWell™ Platte Uberfiihrt. Die Messung der
Fluoreszenzintensitat wurde an einem FLUOstar™ OPTIMA Multiwell Reader (Exzitation 485 nm,
Emission 520 nm) quantifiziert. Die Fluoreszenzintensitat verhielt sich proportional zur Zahl der an

Tumorzellen gebundenen Thrombozyten.

5.10 Untersuchung von zellularen Oberflachenstrukturen mittels

Durchflusszytometrie

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methodik der Durchflusszytometrie  genutzt, um sowohl
Tumorzellen als auch Thrombozyten hinsichtlich spezieller Oberflaichenstrukturen zu
charakterisieren. Fir durchflusszytometrische Experimente wurde ein Guava® easyCyte HT Flow

Cytometer verwendet.
5.10.1 Detektion von P-Selektin auf der Oberflache von Thrombozyten

Im Kontext der Thrombozytencharakterisierung wurde die Durchflusszytometrie verwendet, um P-
Selektin auf der Thrombozytenoberflache zu detektieren und zu quantifizieren. P-Selektin ist in
ruhenden Thrombozyten in der a-Granula gespeichert. Als Folge einer Thrombozytenaktivierung
gelangt P-Selektin an die Oberflache und wird dort als Adh&sionsmolekil der Umgebung prasentiert
(365).
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Zur Vorbereitung der Experimente wurden Thrombozyten aus TKZ per Zentrifugation (660 g, 10 min,
21 °C) isoliert und in Thrombozyten-armem Puffer resuspendiert. Die Konzentration wurde dabei auf
1x108 Thrombozyten pro Milliliter eingestellt. Der TRP wurde recalcifiziert (Endkonzentration: 1 mM).
Je Well wurden 100 pL des TRP in eine 96-Well Platte pipettiert. Fir jeden Versuchsansatz wurden
neun Wells vorbereitet, wobei je drei Wells ohne Antikbrper oder mit einem FITC-gelabelten anti-P-
Selektin Antikdrper oder mit einer entsprechenden IgG1k Isotyp-Kontrolle inkubiert wurden. Je
Antikdrper wurde 1 pg pro Well verwendet. Nach der Zugabe wurden die Thrombozyten 15 Minuten
inkubiert. Es wurde sowohl das Basallevel an P-Selektin auf ruhenden Thrombozyten quantifiziert
als auch die Menge P-Selektin, die nach einer Aktivierung der Thrombozyten auf deren Oberflache
prasentiert wurde. Die Aktivierung wurde durch die Zugabe von entweder 41 uM TRAP-6 oder
Tumorzellen induziert. Die Tumorzellen wurden dazu, wie in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, vorbereitet

und in DPBS resuspendiert. Die Endkonzentration der Tumorzellen betrug 5x10% pro Well.

Nach Zusatz der Aktivatoren wurde erneut 30 Minuten inkubiert. Auf einen Waschschritt zur
Entfernung der Uberschiissigen Antikdrper wurde bewusst verzichtet, um die Thrombozyten nicht

durch zusatzliche Zentrifugationen weiter zu aktivieren und so das Ergebnis zu verfalschen.

Im unmittelbaren Anschluss an die Inkubation wurde die Messung am Durchflusszytometer

vorgenommen. Es wurden je Well 1x10° Thrombozyten hinsichtlich ihrer Fluoreszenz untersucht.
5.10.2 Detektion von Liganden des P-Selektins und TF auf Tumorzellen

Die Methode der Durchflusszytometrie wurde zur Charakterisierung der Oberflachenstruktur

verschiedener Tumorzelllinien verwendet.

Zur Vorbereitung der Tumorzellen wurden die adharenten Zellen entsprechend dem Abschnitt 5.1.2
gewaschen, von dem Boden der Zellkulturflasche abgeldst und in DPBS resuspendiert. Die Zellen
wurden zentrifugiert (312 g, 4 min, 4 °C), zwei Mal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieend
am CASY® 1 Model TT quantifiziert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die Zellen so in
Blockierungspuffer resuspendiert, dass eine Konzentration von 1x108 Zellen/mL resultierte. Die
Zellen wurden fur 15 Minuten in Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen vor
der Zugabe der Antikdrper abzusattigen. Die Zellsuspension wurde a 1x10° Zellen/100 uL in zehn
braune 1,5 mL Reagiergefal3e aufgeteilt. Die zehn Ansatze unterteilten sich in zwei Anséatze ohne
Zusatz, zwei mit primaren Antikdrpern, drei mit sekundaren Antikérpern und drei Ansatze mit der

Kombination aus beiden Antikérpern.

Zunachst erfolgte die Zugabe des primaren Antikorpers (Tabelle 5.9). Die Zellen wurden
anschliellend 45 Minuten bei 4 °C inkubiert, wobei die Suspension alle 15 Minuten durchmischt
wurde, um ein Sedimentieren der Tumorzellen zu verhindern. AnschlieRend wurde der
Uberschissige priméare Antikérper in zwei Waschschritten entfernt. Dazu wurden die Zellen zunéchst

zentrifugiert (500 g, 5 min, 4 °C), der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 200 pL
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Waschpuffer resuspendiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen in 100 pL
Waschpuffer resuspendiert und der sekundare, fluoreszenzmarkierte Antikérper zugegeben (Tabelle
5.9).

Zielstruktur Prim. Antikdrper Endkonz. Sek. Antikdrper Endkonz.
. rabbit anti-goat IgG-FITC
TF goat anti-TF pAb 1pug/10°TZ 0,5 ug/10°TZ
mADb
_ goat anti-mouse IgG-
CD24 mouse anti-CD24 mAb | 1 ug/10°TZ 0,5 ug/10°TZ
FITC pAb
mouse- anti-PSGL-1 goat anti-mouse IgG-
PSGL1 1 ug/10° TZ 0,5 ug/105 7Z
mAb FITC pAb

Tabelle 5.9 - Informationen zu den verwendeten primaren bzw. sekundaren Antikérpern.

Es folgte eine erneute Inkubationszeit von 35 Minuten bei 4 °C. Die Zellen wurden anschlie3end
erneut zwei Mal gewaschen und in 100 uL Waschpuffer resuspendiert. Die Proben wurden auf eine
96-Well Platte tberfiihrt und am Durchflusszytometer vermessen. Es wurden 1,5x10* Tumorzellen

hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat untersucht.

Neben der spezifischen Detektion von Oberflachenstrukturen wie beispielsweise den beiden P-
Selektin Liganden CD24 und PSGL-1 wurde mittels der Durchflusszytometrie auch die
grundsatzliche Bindung von P-Selektin an Tumorzellen untersucht. Da sich die Bindung von P-
Selektin durch die Abhangigkeit von zweiwertigen Kationen auszeichnet, wurden der
Tumorzellsuspension jeweils 1 mM Ca?" und Mg?* zugesetzt. Zur Quantifizierung moglicher P-
Selektin-Bindungspartner wurde anstelle eines primaren Antikdrpers eine rekombinante humane P-
Selektin-Fc-Chiméare zu den Tumorzellen hinzugegeben (Endkonzentration: 1 pg/1x10% TZ). Die

molekulare Struktur der Chimare ist in Abbildung 5.6 verdeutlicht.

Humanes P-Selektin IEGRDMD Humanes IgG;
(Trp42 — Ala771) (Pro100 — Lys330)

Abbildung 5.6 — Molekulare Struktur der P-Selektin-Fc-Chimare, die zur Detektion von Liganden des P-Selektins
verwendet wurde (366).

Das rekombinante P-Selektin bindet an die Tumorzellen, wobei das Ausmal? dieser Bindungen von
der Menge der vorhandenen Liganden und Bindungspartner auf der Oberflache der Tumorzellen
abhangt. Das an das P-Selektin gekoppelte humane Fc-Fragment (IgGi1) ermdglicht die Detektion
des an die Tumorzellen gebundenen P-Selektins unter Zuhilfenahme eines gegen humanes IgG:
gerichteten, FITC-markierten Antikdrpers (Endkonzentration: 0,5 pg/mL). Da die Bindungen von P-
Selektin nattrlicherweise keine stabile Bindungskinetik aufweisen, wurde zwischen der Zugabe von

rekombinantem P-Selektin und sekundarem Antikoérper auf ein Waschen verzichtet. So wurde
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verhindert, dass schwach gebundenes P-Selektin von der Oberflaiche der Tumorzellen
heruntergewaschen wurde. Auch nach Zugabe des sekundaren Antikdrpers wurde lediglich ein
Waschschritt durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Proben in einer 96-Well Platte im
Durchflusszytometer vermessen. Es wurden 1,5x10* Tumorzellen hinsichtlich der

Fluoreszenzintensitat untersucht.

5.11 Untersuchungen zu thrombozytaren Signalprozessen

Zur Analyse intrazellular ablaufender Signalprozesse wéhrend einer Thrombozytenaktivierung
wurden die entsprechend behandelten und aktivierten Thrombozyten lysiert. Die im Lysat
befindlichen Signalproteine wurden hinsichtlich ihres Phosphorylierungsgrades untersucht. Dazu
wurden die Proteine einerseits mittels SDS-Page aufgetrennt und anschlielend mithilfe eines
Western Blots detektiert. Andererseits wurde ein Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array

durchgeflhrt.
5.11.1 Thrombozytenlyse und Bestimmung der Gesamtproteinmenge

Die Prainkubation des TRP mit 100 pug/mL Bimosiamose sowie die Aktivierung mit 41 uM TRAP-6
und 1x10* MDA-MB-231 Zellen bzw. MCF-7 Zellen erfolgten Analog zu Abschnitt 5.6. Anders als
bei der Analyse freigesetzter Proteine wurde nun jedoch der Uberstand verworfen und das Zellpellet
lysiert. Da wahrend der Lyse auch die in den Proben enthaltenen Tumorzellen erfasst wurden und
deren Proteom dementsprechend ebenfalls mit analysiert wurde, wurde eine Kontrollprobe
angefertigt, um den Einfluss des Tumorzellproteoms auf das Ergebnis bertcksichtigen zu kénnen.
Zur Anfertigung dieser Proben wurde Thrombozyten-armer Puffer verwendet, welcher mit
1x10% Tumorzellen/mL versetzt und im Weiteren wie die tbrigen Proben behandelt wurde. Um eine
etwaige Spontanaktivierung zu evaluieren, wurden nicht-aktivierte Thrombozyten lysiert, nachdem

sie ansonsten wie die tbrigen Proben behandelt wurden.

Das Zellpellet, bestehend aus Thrombozyten und je nach Probe Tumorzellen, wurde in kaltem
Lysepuffer resuspendiert, der zuvor mit einem Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC) und
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) versetzt wurde (Abschnitt 4.1.7.7). Das Lysepuffervolumen
richtete sich nach dem anfanglichen Probenvolumen. Es wurden 200 pyL Lysepuffer/mL TRP
verwendet. Die Proben wurden fir 30 Minuten bei 2 °C auf einem ThermoMixer® bei 800 U/min
lysiert. Anschlie3end wurden alle nicht solvatisierten Zellbestandteile mittels Zentrifugation entfernt
(20.000 g, 10 min, 4 °C) und der erhaltene Uberstand a 50 pL aliquotiert. Die Lysate wurden

bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Die Gesamtproteinmenge der hergestellten Lysate wurde mithilfe eines BCA-Assays quantifiziert. In
diesem Assay wird die Biuret-Reaktion genutzt, bei der in alkalischer Lésung zweiwertige

Kupferionen von Moleklilen mit zwei Peptidbindungen komplexiert werden. Die in den Proteinen
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enthaltene Aminosauren Cystin, Cystein, Tryptophan und Tyrosin reduzieren die zweiwertigen
Kupferionen zu einwertigen. Letztere werden durch die Bicinchoninsdure (BCA) komplexiert. Die
gebildeten Komplexe zeichnen sich durch eine violette Farbung aus. Die Intensitat der Farbung
korreliert mit der Proteinkonzentration. Dementsprechend kann durch Messung der Absorption auf

die Gesamtproteinmenge geschlossen werden (367).

Zur Durchfihrung des BCA-Assays wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit nach
Herstelleranweisung verwendet. Um sicherzustellen, dass innerhalb der Grenzen des Lambert-
Beer'schen Gesetzes gearbeitet wurde, wurden die Lysate 1:20, 1:50 und 1:100 verdinnt. Diese
Verdinnungen wurden in Duplikaten a 20 uL auf eine durchsichtige 96-Well-Platte aufgetragen.
Zudem wurden verschiedene Referenzen (0-400 pg/mL) zur Erstellung einer Kalibiergrade und drei
Qualitatskontrollen (150 pg/mL, 250 pg/mL und 350 pg/mL) auf die Platte aufgetragen. Der
Korrelationskoeffizient der Kalibiergrade sollte bei 0,99 liegen und die Qualitatskontrollen um
maximal 5 % abweichen. Je Well wurden 200 uL BCA-L&sung zugegeben und die Platte fir 60
Minuten bei 60 °C inkubiert. Nachdem die Platte auf Raumtemperatur abgekihlt war, wurde die

Absorption bei einer Wellenlange von 570 nm in einem Multiscan® EX Platereader vermessen.
5.11.2 SDS-Page und Western Blot

Um beurteilen zu koénnen, ob die Préainkubation der Thrombozyten mit Bimosiamose und die
anschlieende Aktivierung mit Tumorzellen bzw. TRAP-6 einen Einfluss auf thrombozytare
Signalprozesse hat, wurde die Methode der SDS-PAGE und des anschlieBenden Western Blots
verwendet. Um generelle Anderungen im Phosphoproteom der Thrombozyten zu detektieren wurde

ein Antikdrper gegen Phosphoserin/Phosphothreonin/Phosphotyrosin verwendet.

Das Verfahren der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) z&hlt zu den
gelelektrophoretischen Verfahren und ermdglicht es, mit Hilfe elektrischen Stroms Proteine Uber ihre
Ladungen und ihre alternierenden GroRRen innerhalb eines polymerisierten SDS-Gels aufzutrennen.
Je nach Grof3e des targetierten Proteins ist es mdglich die Porenweite des Trenngels wahrend der
Polymerisierung des Acrylamids variabel zu gestalten. Fir die vorliegenden Experimente wurde ein
Gel mit einem Polymerisationsgrad von 10 % gewahlt. Die Proben wurden in einem Laemmli-Puffer
verdunnt, der B-Mercaptoethanol enthélt, welches die Schwefelbriicken zwischen Cysteinresten
reduktiv spaltet. Somit verlieren die Proteine in Sekundar- und Tertiarstruktur und liegen in ihrer

Priméarstruktur vor.

Es wurde anhand des BCA-Assays das Lysatvolumen berechnet, in welchem 25 pug Gesamtprotein
vorlagen. Dieses wurde zur Vorbereitung der SDS-PAGE in einem aquivalenten Volumen Laemmli-

Puffer verdunnt und funf Minuten bei 55 °C auf einem ThermoMixer® bei 100 U/min inkubiert.

Die Elektrophoresekammer wurde mit Elektrodenpuffer beflllt und die Polyacrylamidgele in die

Kammer eingesetzt. Nach mehrmaligem Spulen der Geltaschen wurden diese mit den in Laemmli-
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Puffer inkubierten Proben befullt. Zusatzlich wurde eine Geltasche mit 2 pL Precision Plus Protein™
Standard beflllt. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 200V flr
45 Minuten durchgefihrt.

AnschlieBend wurden die Gele aus der Halterung herausgeldst und in Transferpuffer gelagert. Zur
Inprozess-Kontrolle und spateren Normalisierung auf die tatsachlich aufgetragene Proteinmenge
wurde anschliel3end eine stainfree Detektion (Einstellung: Good sensitivity 2,5 min am ChemiDoc™
XRS+ System) vorgenommen. Dabei verbindet sich eine durch den Hersteller nicht naher
klassifizierte Trihalo-Komponente unter UV-Bestrahlung mit den Tryptophanen der in der Probe
enthaltenden Proteine und ermoglicht somit eine Fluoreszenzdetektion. Es ergibt sich eine

Gesamtaufnahme aller Proteine.

Mithilfe des sich anschlieRenden Western-Blots wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) Ubertragen. Dazu wurde die PVDF-Membran
20 Sekunden in Methanol aktiviert und zusammen mit dem Elektrophoresegel in ein sogenanntes
Blot-Sandwich gebaut. Das Blot-Sandwich, von auf3en nach innen bestehend aus zwei
Schwammen, zwei Filterpapieren, der Membran und dem Gel, wurde bei 100 V fir eine Stunde
geblotted. Die Probe wurde so aus dem Gel auf die Membran transferiert. Dieser Schritt erfolgte
unter Eiskiihlung und stetigem Rihren in der mit Transferpuffer befilliten Elekrophoresekammer.
Um unspezifische Bindungsstellen auf der Oberflache der PVYDF-Membran abzusattigen, wurde die
Membran anschlieBend aus der Kammer entnommen und eine Stunde mit Blockierungslésung
inkubiert. Um die Blockierungslésung zu entfernen, wurde die Membran im Anschluss drei Mal fir
zehn Minuten in TBS-T Puffer gewaschen.

Zur Visualisierung wurden die Proteine mit spezifischen Antikdrpern markiert. Dazu erfolgte eine
einstundige Inkubation mit primarer Antikorper-Losung bei Raumtemperatur. Bei dem priméren
Antikbrper  handelte es sich um den Dbereits erwdhnten Antikbrper gegen
Phosphoserin/Phosphothreonin/Phosphotyrosin. AnschlieRend wurde die Inkubation tiber Nacht im

Kihlschrank fortgesetzt.

Am néachsten Morgen wurde die Antikérper-Lésung entfernt und die Membran erneut drei Mal mit
TBS-T Puffer gewaschen. Im nachsten Schritt wurde die Membran fir 90 Minuten mit 10 mL
sekundarer Antikorper-Lésung versetzt. Der sekundare Antikorper bindet den priméren Antikorper
und ermdglicht eine Detektion der Probe mittels der an den sekundaren Antikdrper gekoppelten
HRP. Nach einer 90-mintitigen Inkubation wurden die Antikdrper-Lésung entfernt und Giberschissige
Antikérper in zwei Waschschritten mit TBS-T Puffer entfernt. Zur Detektion wurde die Membran fur
funf Minuten mit 4 mL eines Luminol-Peroxidreagenzes inkubiert und anschlieliend am ChemiDoc™
XRS+ System ausgewertet. Dabei wurde die ablaufende Chemilumineszenz Reaktion vom Geréat

detektiert, bei der Luminol durch das enthaltende Peroxid oxidiert wird. Die HRP katalysiert die
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Oxidation des Luminols mit Wasserstoffperoxid Uber ein Epoxid-Zwischenprodukt zu 3-
Aminophthalat.

Die aus dieser Reaktion resultierende Lumineszenz wurde tber 30 Minuten bei einer Wellenlange
von 430 nm detektiert. Die Auswertung der so entstandenen Bilder erfolgte mittels der Image Lab
Software. Es wurden die einzelnen Banden hinsichtlich ihrer Pixeldichte ausgewertet. Es wurde stets
die Detektion des Gesamtproteins der stainfree-Auswertung als Normalisierungsparameter
herangezogen. So konnten Unterschiede in den eingesetzten Proteinmengen demaskiert werden.
Es werden reprasentative Bilder der Banden sowie Histogramme der Pixeldichten, bezogen auf
unbehandelte Thrombozyten, dargestellt.

5.11.3 Phospho-Kinase Array

Neben SDS-PAGE und Western Blot wurde ein Phospho-Kinase Array Kit zur Untersuchung
thrombozytarer Signalprozesse verwendet. Mithilfe des Proteome Profiler™ Human Phospho-
Kinase Array Kit lassen sich 43 verschiedene Kinasen des humanen Proteomes in ihrer
phosphorylierten Konfiguration bestimmen. Fir die Signaltransduktion in Thrombozyten sind von
den 43 detektierbaren Kinasen jedoch nur 12 von nachgewiesener Relevanz. Die Auswertung wurde

daher auf diese 12 beschrankt.

Der Proteome Profiler™ Human Phospho-Kinase Array wurde entsprechend den Herstellerangaben
durchgefihrt. Das Funktionsprinzip des membranbasierten Arrays wurde in Abschnitt 5.6.2
beschrieben. Die Thrombozytenaktivierung und —lyse erfolgten analog zu Abschnitt 5.11.1. Mit
100 pg/mL Bimosiamose bzw. der entsprechenden Menge DPBS préinkubierte Thrombozyten
wurden mit 1x10%mL MCF-7 Zellen aktiviert und anschlieRend lysiert. Zudem wurden zur
Normalisierung der erhaltenen Ergebnisse unbehandelte Thrombozyten als Kontrolle lysiert. Im
Anschluss an die Herstellung der Lysate wurde die Gesamtproteinmenge mittels BCA-Assay
quantifiziert (Abschnitt 5.11.1). Fiur die Inkubation jeder Membran wurde ein Probenvolumen

verwendet, welches 500 pug Gesamtprotein entsprach.

5.12 Statistik

Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente wurden, mit Ausnahme der jeweils nur einmal
durchgefiihrten Proteome Profiler Arrays sowie der durch die Firma OLINK durchgefiihrte PEA, mit
einer Stichprobenanzahl (n) von drei durchgefiihrt. Hierzu wurden an drei unterschiedlichen Tagen
unter der Verwendung von unterschiedlichen TKZ sowie Tumorzellkulturflaschen identische

Messungen durchgefuhrt.

Die Versuche zur ATP-Freisetzung, ELISA, Adh&sion-Assays und Durchflusszytometrie wurden

jeweils im Triplikat durchgefiihrt. Versuche zur Thrombozytenaggregation im Duplikat.
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Zur Darstellung der Ergebnisse der Aggregometrie, des Thrombin-Generierungs-Assays, der
Durchflusszytometrie sowie des Western-Blots wurden aus den jeweiligen Messungen

reprasentative Darstellungen gewahilt.

Alle weiteren Ergebnisse wurden in Form von Histogrammen dargestellt. Diese reprasentieren den
Mittelwert der gesamten Stichprobenanzahl sowie die Standardabweichung. Erfolgte eine
Normalisierung der Messwerte, wurde diese innerhalb der Ergebnisse eines Versuchstages
durchgefuhrt. Mithilfe des ungepaarten Student’schen t-Tests wurden signifikante Unterschiede
ermittelt. Die Signifikanzniveaus sind den jeweiligen Darstellungen zu entnehmen, dabei gilt:
*p <0,05; *p <0,01; *** p <0,001.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Etablierung eines in vitro-Testsystems zur Evaluation der Tumorzell-

induzierten Thrombozytenaktivierung

Die Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten ist essentiell fir einen erfolgreichen
Verlauf der Metastasierung tber den Blutkreislauf. Dabei erfolgt eine Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten. In der wissenschaftlichen Literatur sind zahlreiche Aktivierungsmechanismen flr
unterschiedliche Tumorentitdten beschrieben, systematische Untersuchungen der relevanten
Aktivierungsmechanismen fir einzelne Tumorentitéten, wie beispielsweise Brustkrebszellen, sind

hingegen nicht verfigbar.

Um die molekularen Mechanismen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung in vitro zu
evaluieren, wurde zunéchst ein geeignetes Testsystem etabliert. Ziel war es, ein artifizielles
pufferbasiertes Testmedium fir die Untersuchung der molekularen Mechanismen der Interaktionen
der beiden Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 mit Thrombozyten unabhé&ngig von
weiteren Blutbestandteilen zu entwickeln. Als Parameter fur die Tumorzell-induzierte Aktivierung der
Thrombozyten wurden, wie im Folgenden beschrieben, einerseits die Freisetzung von ATP aus der
dichten Granula und andererseits das Aggregationsverhalten der Thrombozyten nach Zugabe von

Tumorzellen untersucht.
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6.1.1 Evaluation verschiedener Methoden der Aufbereitung von Thrombozyten

aus Thrombozytenkonzentrat

Zunachst wurde eine geeignete Aufarbeitung der Thrombozyten aus dem Thrombozytenkonzentrat
(TKZ) erarbeitet. Die Thrombozyten wurden aus dem TKZ durch Zentrifugation isoliert und zweimal
mit Thrombozyten-Puffer gewaschen (siehe Abschnitt 5.2). AnschlieBend wurde die Aktivierung der
Thrombozyten mit Tumorzellen (TZ) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (1x10° TZ/mL sowie
1x108 TZ/mL) induziert.
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Abbildung 6.1 - Evaluation verschiedener Thrombozyten-Puffersysteme hinsichtlich ihrer Eignung fur eine MDA-
MB-231 induzierte Thrombozytenaktivierung. A: MDA-MB-231 Zell-induzierte ATP-Freisetzung aus gewaschenen
Thrombozyten in Puffer (WTRP) nach Zusatz von Thrombozyten-armen Plasma (TAPI) und Calcium-lonen (Ca?*). Zudem
wird die ATP-Freisetzung aus ungewaschenen Thrombozyten in Puffer (TRP) mit und ohne Zugabe von Ca?* gezeigt. Die
Aktivierung wurde mit 1x10° sowie 1x10%® MDA-MB-231 Zellen/mL (w)TRP durchgefiihrt. B und C: TCIPA in den zuvor
genannten Puffersystemen. B: TCIPA nach Zugabe von 1x10° MDA-MB-231 Zellen/mL. C: TCIPA nach Zugabe von
1x10% MDA-MB-231 Zellen/mL.

Abbildung 6.1 zeigt die Aktivierung von Thrombozyten in Puffer nach Zugabe von 1x10° bzw. 1x10°¢
MDA-MB-231-Zellen pro Milliliter Thrombozyten-reichem Puffer (TRP). Wurden die Thrombozyten
vor der Resuspension in Puffer gewaschen, wie in Abschnitt 5.2.2 beschrieben, werden sie als WTRP

bezeichnet.
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Zunéchst wurde die MDA-MB-231 Zell-induzierte ATP-Freisetzung bestimmt (Abbildung 6.1 A)
mittels eines Lumineszenz-basierten Luciferin-Luciferase-Assays untersucht. Dargestellt ist stets die
normalisierte ATP-Freisetzung, wobei die detektierte Lumineszenz unbehandelter Thrombozyten (in
diesem Fall wTRP) als 100 % festgelegt wurde. In grau ist die spontane ATP-Freisetzung aus
Thrombozyten dargestellt, in blau die ATP-Freisetzung infolge der Tumorzell-induzierten Aktivierung
der Thrombozyten. Nach Zugabe von 1x106 MDA-MB-231 Zellen pro Milliliter konnte eine Erh6hung
der ATP-Konzentration in WTRP verzeichnet werden. Es kann keine Aussage darlUber getroffen
werden, ob das ATP vollstandig aus den Thrombozyten freigesetzt wurde oder ob die Sezernierung

von ATP aus den Tumorzellen einen Beitrag zur erhthten Konzentration leistete.

Die Zugabe von 1 % (V/V) thrombozytenarmem Plasma (TAPI) fihrte zu keiner Erhéhung der ATP-
Konzentration. Die zuséatzliche Recalcifizierung des Puffers hingegen fuhrte zu einer Vervierfachung
der freigesetzten Menge ATP. Die Endkonzentration von ionisiertem Calcium im Puffer (1 mM)

entsprach der physiologischen Calciumkonzentration im Blut.

Neben wTRP wurden Thrombozyten verwendet, die nach ihrer Isolation aus TKZ nicht gewaschen
wurden. Nach der Resuspension in Puffer werden diese als TRP bezeichnet. Vorangehende
Arbeiten konnten mittels eines IgG-ELISA zeigen, dass TRP, welcher unter Verwendung
ungewaschener Thrombozyten hergestellt wurde, ca. 0,8 % Plasma enthalt. Es wurde ohne die
Zugabe von Calcium-lonen, aquivalent zu wTRP nach Zugabe von TAPI, lediglich nach Zugabe von
1x10% Tumorzellen pro Milliliter eine Erhdhung der ATP-Konzentration beobachtet. Nach
Recalcifizierung war eine Verdreifachung der ATP-Freisetzung nach einer Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung detektierbar. Das Vorhandensein eines geringen Anteils Plasma sowie
von Calcium-lonen in einer physiologischen Konzentration schien dementsprechend essentiell fur
die MDA-MB-231 Zell-induzierte ATP-Freisetzung zu sein.

Zusatzlich zur ATP Freisetzung wurde auch die Aggregation als zweiter Parameter flr eine
Tumorzell-vermittelte Thrombozytenaktivierung herangezogen. Auch hier zeigte sich, dass fir eine
Aktivierung der Thrombozyten sowohl TAPI als auch Calcium-lonen anwesend sein mussen
(Abbildung 6.1 B und C). Anders als bei der ATP-Freisetzung war ohne Recalcifizierung auch nach
Zugabe von 1x10° Tumorzellen pro Milliliter keine Aktivierung der Thrombozyten durch die

Tumorzellen zu beobachten.

Analog zur ATP-Freisetzung scheint die TCIPA unabhéngig davon zu sein, ob in WTRP nach Zugabe
von TAPI und Calcium-lonen oder in recalcifiziertem TRP gearbeitet wurde. In beiden Féllen fuhrte
die Zugabe von MDA-MB-231 Zellen innerhalb kurzer Zeit zu einer vollstdndigen Aggregation der

Thrombozyten. Eine Konzentrationsabhangigkeit war dabei nicht zu beobachten.
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Abbildung 6.2 - Evaluation verschiedener Thrombozyten-Puffersysteme hinsichtlich ihrer Eignung fiir eine MCF-7
Zell-induzierte Thrombozytenaktivierung. A: MCF-7 Zell-induzierte ATP-Freisetzung aus gewaschenen Thrombozyten
in Puffer (WTRP) nach Zusatz von Thrombozyten-armen Plasma (TAPI) sowie Calcium-lonen (Ca?*). Zudem wird die ATP-
Freisetzung aus ungewaschenen Thrombozyten in Puffer (TRP) mit und ohne Zugabe von Ca?* gezeigt. Die Aktivierung
wurde mit 1x10° sowie 1x108 MCF-7 Zellen/mL (w)TRP durchgefihrt. B und C: TCIPA in den zuvor genannten
Puffersystemen. B: TCIPA nach Zugabe von 1x10° MCF-7 Zellen/mL, C: TCIPA nach Zugabe von 1x10% MCF-7
Zellen/mL.

Neben MDA-MB-231 Zellen wurde als zweite Mammakarzinomzelllinie MCF-7 hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Thrombozytenaktivierung in vitro untersucht. Abbildung 6.2 zeigt, analog zu Abbildung
6.1, die MCF-7 Zell-induzierte ATP-Freisetzung sowie die TCIPA von Thrombozyten in
unterschiedlichen Puffersystemen.

In Versuchen zur TCIPA verhielten sich gewaschene und ungewaschenen Thrombozyten (WTRP
bzw. TRP) &hnlich (Abbildung 6.2 B und C). Analog zu MDA-MB-231 Zellen scheint einzig das
Vorhandensein von Plasma und Calcium-lonen maf3geblich fur eine MCF-7 Zell-induzierte TCIPA
zu sein. Eine Abhangigkeit von der eingesetzten Tumorzellkonzentration konnte nur in geringem
Ausmald beobachtet werden.

Ahnlich verhielt es sich bei der MCF-7 Zell-induzierten ATP-Freisetzung aus der dichten Granula der
Thrombozyten. In WTRP nach Zusatz von TAPI sowie Calcium-lonen zeigte sich nach Zugabe von

MCF-7 Zellen eine, im Vergleich zu recalcifiziertem TRP, leicht erhéhte ATP-Freisetzung.
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Die erhéhte ATP-Konzentration konnte auf einer Hyperaktivierbarkeit der Thrombozyten in wTRP
beruhen, die aus den zuséatzlichen Waschschritten mit Zentrifugation und Resuspension resultierte.
Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestitzt, dass die ATP-Konzentration auch in TRP
ohne Zugabe von Tumorzellen geringer war als in wTRP (Abbildung 6.2 A). Die spontane ATP-

Freisetzung aus Thrombozyten scheint dementsprechend durch die Aufbereitung des wTRP
begunstigt.

Auch der Umstand, dass durch die Verwendung eines TKZ, das bereits tiber mehrere Tage gelagert
wurde, ATP in nennenswerten Mengen in den TRP eingetragen werden kdnnte, welches durch die
Waschschritte entfernt werden wurde, scheint in Anbetracht der niedrigen ATP-Konzentration in
TRP ohne Aktivatorzugabe vernachlassigbar.
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Abbildung 6.3 - Evaluation verschiedener Thrombozyten-Puffersysteme hinsichtlich ihrer Eignhung, eine
Aktivierung der Thrombozyten mit verschiedenen Agonisten zu ermdglichen. A: Agonist-induzierte ATP-Freisetzung
aus gewaschenen Thrombozyten in Puffer (WTRP) nach Zusatz von 1 % Thrombozyten-armen Plasma (TAPI) sowie
1 mM Ca?*. Zudem wird die ATP-Freisetzung aus ungewaschenen Thrombozyten in Puffer (TRP) nach Zugabe von 1 mM
Ca?* gezeigt. Untersucht wurde die ATP-Freisetzung aus Thrombozyten infolge der Zugabe eines PAR-1 Agonisten
(TRAP-6, 41 uM) sowie von Thrombin (0,5 NIH/mL) B: wTRP sowie von ungewaschenen, recalcifizierten Thrombozyten
nach Zugabe der oben genannten Agonisten.

Um die generelle Aktivierbarkeit der Thrombozyten ohne den Zusatz von TAPI sowie Calcium-lonen

abschliel3end zu bewerten, wurden die ATP-Freisetzung und die Thrombozytenaggregation nach
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Zugabe der Thrombozytenaktivatoren TRAP-6 bzw. Thrombin in den beschriebenen Puffersystemen
evaluiert (Abbildung 6.3).

Sowohl 41 uM des selektiven PAR-1 Agonisten TRAP-6 als auch 0,5 NIH/mL Thrombin induzierten
eine ausgepragte Thrombozytenaktivierung. Diese schien unabhangig von der Verwendung von
TRP oder wTRP zu sein. Es war keine Steigerung der ATP-Freisetzung nach Recalcifizierung zu
beobachten. Einzig wTRP ohne den Zusatz von Plasma oder Calcium-lonen wies nach Zugabe der
beiden Agonisten eine verminderte ATP-Konzentration im Vergleich zu den tbrigen Puffersystemen
auf (Abbildung 6.3 A).

Sowohl die Zugabe von Thrombin als auch von TRAP-6 fuhrte zu einer vollstandigen Aggregation
von Thrombozyten in wTRP oder in recalcifiziertem TRP (Abbildung 6.3 B).

Zusammenfassend lasst sich zur Etablierung eines geeigneten Modells fur die Untersuchung einer
Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung feststellen, dass fir diese die Aufarbeitung der
Thrombozyten sowie die Zusammensetzung des verwendeten Puffers essentiell waren. Um den
Zentrifugationsstress und die damit einhergehende Hyperaktivierbarkeit der Thrombozyten wahrend
der Versuche zu minimieren und den Zustand der Thrombozyten mdéglichst physiologisch
abzubilden, wurde in allen nachfolgenden Versuchen mit ungewaschenen Thrombozyten in Puffer
gearbeitet. Diesen wurde, nach der Resuspension, 1 mM Calcium-lonen zugesetzt. Abweichend von
der bisherigen Nomenklatur wird dieser recalcifizierte Thrombozyten-reiche Puffer im Folgenden als
TRP bezeichnet. Es wurde dabei grundsatzlich mit einer physiologischen Konzentration von

400x10°® Thrombozyten pro Milliliter gearbeitet.

Das in TRP vorhandene Restplasma (ca. 1 %) scheint essentiell fur die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung sowie, in geringerem Male, auch fur die generelle Aktivierbarkeit der
Thrombozyten mittels der Agonisten TRAP-6 oder Thrombin zu sein. Ursachlich kénnten
verschiedene Inhaltsstoffe des Plasmas, zu denen beispielsweise Fibrinogen gehort, sein. Dieses
erma@glicht zum einen eine Quervernetzung der Thrombozyten und trdgt zum anderen z.B. Uber die

Bindung an aiixBs zu einer Verstarkung der initialen Aktivierung bei (368).

Die Addition von Calcium-lonen scheint auf die generelle Aktivierbarkeit der Thrombozyten mittels
spezifischer Agonisten keinen Einfluss zu haben. Fir eine Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung ist eine Recalcifizierung des TRP hingegen unabdingbar. Calcium-lonen
dienen physiologisch als Cofaktoren verschiedener Adhasionsrezeptoren wie beispielsweise E-
Cadherin oder P-Selektin (369,370). Zudem sind sie als Cofaktoren verschiedener

Gerinnungsfaktoren fiir die Hamostase unabdingbar (siehe Abschnitt 2.3.1).
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6.1.2 Evaluation verschiedener Tumorzellkonzentrationen zur Induktion einer
Thrombozytenaktivierung

Nach der Etablierung eines geeigneten Testsystems hinsichtlich der Aufarbeitung der Thrombozyten
und Zusammensetzung des Puffers wurde in einem nachsten Schritt die Aktivierung der
Thrombozyten mit Tumorzellen optimiert. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf die

Konzentration der jeweiligen Tumorzellen sowie die Inkubationszeit der Thrombozyten mit den
Tumorzellen gelegt.
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Abbildung 6.4 - Abhangigkeit der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung von der Tumorzell-
konzentration. A und C zeigen die TCIPA nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen MDA-MB-231 bzw. MCF-7
Zellen. Zusatzlich wird die spontane Aggregation von recalcifizierten Thrombozyten Uber den gleichen Zeitraum dargestelit.
B und D zeigen die ATP-Freisetzung aus den Thrombozyten nach Zugabe verschiedener Tumorzell-Konzentrationen. Die
dargestellte Lumineszenz verhéalt sich proportional zur in den Proben enthaltenen ATP-Konzentration. Gemessen wurde

die ATP-Konzentration an acht verschiedenen Zeitpunkten Giber einen Zeitraum von 70 Minuten. Zudem wird die spontane
Freisetzung von ATP aus Thrombozyten ohne Tumorzell-Zugabe dargestellt.

Sowohl die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung als auch die TCIPA zeigten eine ausgepragte
Abhangigkeit von Tumorzellkonzentration (Abbildung 6.4).

Zunachst wurde die TCIPA nach Zugabe von 1x10%/mL, 1x10%mL oder 1x10%mL MDA-MB-231
Zellen (Abbildung 6.4 A) untersucht. Bereits die geringste Konzentration MDA-MB-231 Zellen
(1x10° Zellen/mL) induzierte eine Vollaggregation der Thrombozyten. Jedoch verlangerte sich die

lagtime im Vergleich zu der lagtime nach Zugabe von 1x10°> MDA-MB-231 Zellen/mL von 200 auf
700 Sekunden (Abbildung 6.4 A).
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Die Zugabe von 1x10° MCF-7 Zellen/mL fuhrte, ahnlich der zuvor beschriebenen Zugabe von MDA-
MB-231 Zellen, zu einer Vollaggregation der Thrombozyten nach einer lagtime von 100 Sekunden.
Eine Reduktion der Tumorzellzahl auf 1x10* MCF-7 Zellen/mL fihrte zu einer Verlangerung der
lagtime auf 500 Sekunden. Eine weitere Reduktion auf 1x10° MCF-7 Zellen/mL hatte ein Ausbleiben
der TCIPA Uber den gesamten Detektionszeitraum von 30 Minuten zur Folge (Abbildung 6.4 C).

Zusammenfassend fuhrten die Zugaben von sowohl MDA-MB-231 als auch die von MCF-7 Zellen
zu einer ausgepragten TCIPA, wobei sich MDA-MB-231 Zellen als die potentere Zelllinie
prasentierte, die auch schon in der niedrigsten Konzentration eine Vollaggregation induzierte.
Zudem wurde exemplarisch die Messung der Neigung der Thrombozyten zur Spontanaggregation
dargestellt. Uber den gesamten Detektionszeitraum wurde, auch nach Recalcifizierung, keine
Spontanaggregation festgestellt. Um eine tagesaktuelle Hyperreaktivitat der Thrombozyten
auszuschlieRen, wurde die Spontanaggregation an jedem Versuchstag erneut evaluiert. Die
Ergebnisse der Versuche wurden nur dann fir die vorliegende Arbeit verwendet, wenn keine

Spontanaggregation detektierbar war.

Neben der TCIPA wurde auch die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung hinsichtlich ihrer
Konzentrationsabhangigkeit untersucht. Hierfir wurden wiederum die drei gewahiten
Konzentrationen Tumorzellen mit 400108 Thrombozyten/mL inkubiert. Die Freisetzung von ATP
aus der thrombozytaren dichten Granula wurde Uber einen Zeitraum von 70 Minuten mittels eines
Luciferase-Assays untersucht (Abbildung 6.4 B, D). Dargestellt ist eine reprasentative Messung der
ATP-Freisetzung (n=3).

Eine spontane ATP-Freisetzung aus den Thrombozyten wurde nicht detektiert. Die Kinetik der MDA-
MB-231 Zell-induzierten ATP-Freisetzung zeigte, dass geringere Tumorzellkonzentrationen sowohl
zu einem zeitlich verzdgerten Anstieg der ATP-Konzentration fuhrten, als auch eine Erniedrigung

der im System befindlichen Maximalkonzentration ATP zur Folge hatten.

Anders als die Zugabe von MDA-MB-231 Zellen induzierte die Zugabe von 1x10% MCF-7 Zellen/mL
keine Sekretion der dichten Granula. Auch nach der Zugabe von 1x10* oder 1x10° MCF-7 Zellen/mL
war die maximale Konzentration an ATP im direkten Vergleich zu MDA-MB-231 Zellen vermindert

und wurde zu einem spateren Zeitpunkt erreicht.

Fir die weiteren in vitro Untersuchungen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung
wurden folgende Parameter hinsichtlich der Zugabe von Tumorzellen zusatzlich zur bereits
etablierten Verwendung recalcifizierten TRP festgehalten. Die Tumorzellkonzentration wurde fir
weitere Experimente auf 1x10* Tumorzellen/mL festgelegt, sodass beide Mammakarzinomzelllinien
jeweils in der Lage waren eine Thrombozytenaktivierung zu induzieren. Da metastasierende
Tumorzellen zumeist einzeln oder als Zellcluster verschiedener GréRRe, sogenannte zirkulierenden
Tumormikroemboli, in den Blutstrom eintreten, bildete die gewahlte Konzentration das

pathophysiologische Geschehen wéahrend der hamatogenen Metastasierung genauer ab, als eine
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mdogliche, hdhere Tumorzellkonzentration. Der Zeitpunkt der Bestimmung der im System
vorliegenden ATP-Konzentration wurde fir MDA-MB-231 Zellen auf 30 Minuten, sowie fir MCF-7
Zellen auf 40 Minuten festgelegt, sodass immer die maximal erfolgte ATP-Freisetzung erfasst wurde.
Durch die unterschiedlich gewéhlten Zeitrdume wurde die Tumorzelllinien-abhangige
Zeitkomponente nivelliert, die die Versuchsergebnisse beeinflusst hatte, wenn die Aktivierung mit
MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen jeweils Gber einen einheitlichen Zeitraum betrachtet worden wére.

6.1.3 Beitrag des Tumorzell-sezernierten ATP zur Gesamtkonzentration

Um systematische Fehler bei den Untersuchungen der Tumorzell-induzierten ATP-Freisetzung
auszuschlieRen, die aus der Freisetzung von ATP aus den Tumorzellen statt aus den Thrombozyten

resultieren wirden, wurde diese im Folgenden quantifiziert.
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Abbildung 6.5 — Vergleich der Tumorzell-induzierten ATP-Freisetzung mit der Gesamtmenge des in Thrombozyten
und Tumorzellen enthaltenen ATP. Es wurde die spontane Freisetzung von ATP pro mL TRP gemessen
(400x108 Thrombozyten/mL). Die Gesamtmenge ATP/mL TRP wurde durch die Zugabe von 1 % (V/V) Triton bestimmt.
Um eine Aussage uber die Menge an ATP treffen zu kdnnen, die theoretisch aus den Tumorzellen freigesetzt werden
konnte, wurden 1x10* Tumorzellen/mL ebenfalls mit Triton lysiert und ATP quantifiziert. Auch die spontane Freisetzung
aus Tumorzellen wurden im Puffer ohne Thrombozyten vermessen. In blau ist die ATP-Freisetzung in TRP nach Zugabe
von 1x10* Tumorzellen/mL dargestellt.

Wie zuvor festgelegt, wurde TRP (400x10® Thrombozyten/mL) mit 1x10* Tumorzellen/mL inkubiert
und die ATP-Konzentration nach 30 Minuten (MDA-MB-231 Zellen) bzw. 40 Minuten (MCF-7 Zellen)
detektiert. Uber den gleichen Zeitraum wurde die Sekretion von ATP aus den Tumorzellen in
Thrombozyten-freiem Puffer quantifiziert. Daneben wurde die spontane ATP-Freisetzung aus

Thrombozyten tber einen Zeitraum von 40 Minuten erfasst.

Weder Thrombozyten noch Tumorzellen setzten nennenswerte ATP Mengen frei (Abbildung 6.5).
Um diese Beobachtung zu untermauern, wurden zudem 1x10% Tumorzellen mit 1 % Triton lysiert,
um die Gesamtmenge ATP zu quantifizieren, die maximal aus den Tumorzellen hatte sezerniert

werden konnen.

Nach der Coinkubation der Thrombozyten mit MDA-MB-231 Zellen ist die ATP-Konzentration im
Vergleich zur spontanen Freisetzung um das Siebenfache erhoht. Die Coinkubation mit MCF-7
Zellen fihrte zu einer Vervierfachung der ATP-Konzentration. Um zu evaluieren, ob die

thrombozytare ATP-Freisetzung nach der Coinkubation mit MDA-MB-231 Zellen der maximal
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moglichen ATP-Freisetzung entspricht, wurden zudem 400x10® Thrombozyten mit 1 % Triton lysiert.
Hier betrug die detektierte Menge ein Neunfaches der spontanen ATP-Freisetzung. Es kann jedoch
keine Aussage dariiber getroffen werden, ob das gesamte erfasste ATP aus der dichten Granula
stammte und nach einer Aktivierung theoretisch hatte sezerniert werden kénnen oder ob ein Tell
des ATP aus anderen Zellkompartimenten sowie dem Stoffwechsel der Thrombozyten stammte. Die
Ergebnisse bestétigen jedoch die gewéhlte Tumorzellkonzentration, da keine nennenswerte Menge
ATP aus den Tumorzellen sezerniert wurden. Zudem bleibt die nach der Aktivierung mit Tumorzellen

detektierte Konzentration ATP unterhalb der Gesamtmenge des in Thrombozyten gespeicherten
ATP.

6.2 Die Rolle der Gerinnung fur die Thrombozytenaktivierung im etablierten in
vitro-Testsystem

Wie in Abschnitt 6.1 geschildert, ist fur die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung in einem
pufferbasierten Testsystem die Addition von TAPI und Calcium-lonen essentiell. Da in dem
zugefugten Plasma neben anderen l6slichen Faktoren auch Gerinnungsfaktoren enthalten sind,
wurde im nachsten Schritt evaluiert, ob die geringe Menge zugegeben Plasmas ausreicht, um eine
Gerinnung in dem verwendeten TRP zu ermdglichen.

6.2.1 Quantifizierung der Tumorzell-induzierten Thrombin-Generierung im

entwickelten Testsystem

Um die generelle Moéglichkeit einer Thrombin-Generierung nach Zugabe von 1 % Plasma in Puffer
zu Uberprifen, wurden Thrombin-Generierungs-Assays durchgefihrt.
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Abbildung 6.6 — Thrombin-Generierung in Thrombozyten-armen Puffer (TAP) in Abh&ngigkeit von der Menge
zugesetzten Plasmas. A zeigt die Thrombin-Generierung in Proben, die 40 % Plasma enthalten, nach Zugabe von TF
(5 pM), MDA-MB-231 sowie MCF-7 Zellen (1x10%mL). In grau ist die spontan gebildete Menge Thrombin ohne den Zusatz
eines Aktivators dargestellt. Zudem ist die Sekretion aktiven Thrombins aus Tumorzellen in TAP dargestellt. B zeigt die
Thrombin-Generierung in Proben, die 1 % Plasma enthalten. Die Zugabe der Aktivatoren erfolgte analog zu A.

Zunachst wurde das generelle Thrombin-Generierungspotential der beiden
Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 in Thrombozyten-armen Plasma getestet. Dazu

wurde Thrombozyten-armes Plasma mit 5 pM TF (Positivkontrolle), oder 1x104/mL MDA-MB-231
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bzw. MCF-7 Zellen inkubiert und mit einem fluorogenen Thrombin-Substrat versetzt (Abschnitt 5.8).
Die Thrombin-Generierung wurde nach der Recalcifizierung der Proben anhand der Abspaltung des

fluorogenen Substrates Uber einen Zeitraum von 90 Minuten verfolgt.

Aufgrund der Zugabe der Tumorzellsuspension und des Substrats betragt die Endkonzentration an
Plasma wahrend der Messung 40 % (V/V) (Abbildung 6.6 A). Die Zugabe von 1x10* MDA-MB-231
Zellen pro Milliliter fuhrte sofort nach der Zugabe des Substrats zu einer ausgepragten Thrombin-
Generierung, die zur maximalen Thrombinkonzentration von 350 uM nach 10 Minuten fuhrte. Die
mittels MCF-7 Zellen induzierte Thrombin-Generierung wies eine langere lagtime und eine geringere
Maximalkonzentration sowie AUC auf. Es konnte weder eine spontane Thrombin-Generierung durch
die Zugabe von Calcium detektiert werden, noch sezernierten die beiden Mammakarzinomzelllinien

ohne Plasmazugabe Thrombin.

Sowohl MDA-MB-231 als auch MCF-7 Zellen schienen demzufolge befahigt, eine Aktivierung des
Gerinnungssystems zu induzieren. Da in dem zuvor entwickelten TRP-basierten Testsystems
jedoch nicht 40 %, sondern lediglich 1 % Plasma enthalten war, wurde der Thrombin-Generierungs-
Assay in Puffer nach Zugabe von 1 % Plasma wiederholt (Abbildung 6.6 B). Sowohl die Zugabe von
MDA-MB-231 als auch von MCF-7 Zellen flhrte auch bei geringer Plasmakonzentration sofort nach
Zugabe zu einem Anstieg der Thrombinkonzentration. Die erreichte Maximalkonzentration war
jedoch im Vergleich zu Thrombin-Generierungsversuchen mit 40 % Plasma deutlich vermindert.

Nach der Zugabe von 5 pM TF konnte keine Thrombin-Generierung zu verzeichnet werden.

Die Zugabe von 1 % TAPI zu TRP ist folglich ausreichend, um die Generierung aktiven Thrombins

durch MDA-MB-231 bzw., in einem geringeren Ausmalf3, durch MCF-7 Zellen zu ermoglichen.

6.2.2 Durchflusszytometrischer Nachweis der TF-Expression auf

Mammakarzinomzellen

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass eine Thrombin-Generierung im TRP durch die
Zugabe von TAPI ermdglicht wurde und dass die beiden untersuchten Mammakarzinomzelllinien
diese induzierten, wurde die molekulare Grundlage der Tumorzell-induzierten Thrombin-

Generierung evaluiert.

Tumorzellen kénnen die physiologische Blutgerinnungskaskade auf verschiedene Weise anstofRen
(siehe Abschnitt 2.3.1). Eine zentrale Rolle in der Tumorzell-induzierten Aktivierung der
Blutgerinnung nimmt TF ein. Es konnte in diversen malignen Geweben eine Expression von TF
nachgewiesen werden. Tumore epithelialen Ursprungs exprimierten dabei haufig mehr TF als

Tumore nicht-epithelialen Ursprungs (127).
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Um die beiden untersuchten Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 sowie MCF-7 hinsichtlich
einer TF-Expression zu charakterisieren, wurden durchflusszytometrische Experimente, wie in
Abschnitt 5.10.2 beschrieben, durchgefihrt.
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Abbildung 6.7 — Durchflusszytometrischer Nachweis der TF-Expression auf MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen. A: TF-
Prasentation auf der Oberflache von MDA-MB-231 Zellen. B: TF-Prasentation auf der Oberflache von MCF-7 Zellen.

Durchflusszytometrische Experimente belegten eine TF-Expression sowohl auf MDA-MB-231 als
auch auf MCF-7 Zellen (Abbildung 6.7). Jedoch exprimierten MDA-MB-231 Zellen wesentlich
gréBere Mengen TF als MCF-7 Zellen. Diese Beobachtung untermauert die Ergebnisse der
Versuche zur Thrombin-Generierung (Abschnitt 6.2.1), im Rahmen derer sich MDA-MB-231 Zellen
hinsichtlich des Ausmafes und der Geschwindigkeit der induzierten Thrombin-Generierung im

Vergleich mit MCF-7 Zellen als potenter erwiesen.
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6.2.3 Beitrag von Thrombin zur Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen legten nahe, dass der Tumorzell-
induzierten Thrombin-Generierung eine durch die Expression von TF induzierte Aktivierung des
extrinsischen Gerinnungssystems zugrunde lag. Um die Relevanz des Thrombins fiir die Aktivierung
der Thrombozyten in TRP weiter zu beleuchten, wurde der Einfluss des Thrombin-Inhibitors
Argatroban auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht. Bei Argatroban
handelt es sich um einen Antithrombin-unabhéangigen Thrombin-Inhibitor, der direkt im aktiven
Zentrum des Thrombins bindet und so reversibel die proteolytische Wirkung des Thrombins hemmt
(140).

Agonist: TRAP-6 . Agonist: Thrombin
B e D ok
= — ] _ — xRk
_ 100 £ 100 . 100 £ 100
g 5 ' :
g 50 2 5o I 850 S 50
g & [ &
> E 3 E
< < |;| L} 2 < ,—_2\
0 T T T 1 0+ ] = 0: T 1 0
| 100 200 300 400 [ 100 00 00 700
Zeit[s] Zeit[s]
TRP I TRP + Agonist I TRP + Agonist
+ Argatroban (0,5 pg/mL)
MDA E
1004 S
g 2
(= =
c N
S g
< 50+ °
:
= =
2 <
01— T T T
500 1005 1566
Zeit [s]
I TRP + MDA I TRP + MDA
+ Argatroban (0,5 pg/mL)
MCF-7 G
1004 £
- N
S ki
® 504 o
g d
=3 =
S(’ <
0 T T
500 1000 1500
Zeit [s]

I TRP + MCF-7 I TRP + MCF-7
+ Argatroban (0,5 pg/mL)

Abbildung 6.8 — Einfluss der Inhibition von Thrombin auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung in
TRP. Préainkubation des TRP fur 30 Minuten mit einem Thrombin-Inhibitor (Argatroban; 0,5 pg/mL) oder der
entsprechenden Menge Lésungsmittel (DMSO). A-D: Kontrollversuche. A und B: Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach
Prainkubation mit bzw. ohne Argatroban und Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 uM). C und D: Aktivierung mit
Thrombin (0,5 NIH/mL). E und F: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach der Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10%/mL) zu
TRP. G und H: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%/mL) zu TRP.

Eine Prainkubation des TRP mit Argatroban (0,5 ug/mL) fuhrte im beobachteten Zeitraum von
30 Minuten zum vollstandigen Ausbleiben einer Tumorzell-induzierten TCIPA (Abbildung 6.8 E und

G). Auch die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung aus der thrombozytaren dichten Granula konnte
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durch die Prainkubation mit Argatroban um 83 % (MDA-MB-231 Zellen) bzw. 79 % (MCF-7 Zellen)
reduziert werden (Abbildung 6.8 F und H).

Um mogliche, unerwartete Effekte des Argatrobans auszuschliel3en, wurde zudem der Einfluss einer
Prainkubation mit Argatroban auf die Aktivierung der Thrombozyten mittels TRAP-6 bzw. Thrombin
untersucht. Wie bei einem selektiven Thrombin-Inhibitor zu erwarten, zeigte die Prainkubation mit
Argatroban keinen Einfluss auf die TRAP-6 induzierte Thrombozytenaktivierung. Eine Thrombin-
induzierte Aggregation bzw. ATP-Freisetzung wurde durch die Inkubation des TRP mit Argatroban
hingegen vollstandig inhibiert (Abbildung 6.8 A-D).

Die vollstandige Hemmung der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung durch den Einsatz
eines direkten Thrombin-Inhibitors unterstreicht die Relevanz einer Aktivierung der Thrombozyten in
TRP durch das Blutgerinnungssystem. Ob die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung alleine
Uber das Blutgerinnungssystem induziert wird, oder es sich dabei lediglich um eine initiale
Aktivierung handelt, die von weiteren Aktivierungsmechanismen unterstitzt wird, werden weitere in

dieser Arbeit beschriebene Untersuchungen zeigen.
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6.2.4 Beitrag verschiedener thrombozytarer Zielstrukturen des Thrombins zur

Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung

Um die molekularen Mechanismen der initialen Aktivierung von Thrombozyten in TRP Uber eine
Tumorzell-induzierte Thrombin-Generierung weiter aufzuklaren, wurden verschiedene Inhibitoren

bekannter Zielstrukturen des Thrombins auf Thrombozyten angewendet.

Thrombin-Rezeptoren
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Abbildung 6.9 — Einfluss der Inhibition verschiedener thrombozytarer Zielstrukturen des Thrombins auf die
Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des TRP fir 30 Minuten mit einem PAR-1 Inhibitor
(BAY-386, 10 uM), PAR-4 Inhibitor (BMS986120, 10 uM), einem Antikdrper gegen GPlba (HIP1, 30 pg/mL), oder
Kombinationen der Inhibitoren. Die jeweiligen Kontrollen ohne Inhibitor wurden mit dem entsprechenden Lésungsmittel
(BAY, BMS: DMSO, HIP1: DPBS) prainkubiert. A und B: Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit
Inhibitoren bzw. Losungsmittel und Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin. C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung
nach der Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL) zu TRP. E und F: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Zugabe von
MCF-7 Zellen (1x10%mL) zu TRP.

Es wurden drei thrombozytare Zielstrukturen des Thrombins hinsichtlich ihrer Beteiligung an der
Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung untersucht. Dies waren zum einen die beiden
Protease-aktivierbaren Rezeptoren PAR-1 sowie PAR-4 und zum anderen GPIba als Bestandteil
des GPIb-IX-V Komplexes. Fur GPIb konnte eine Beteiligung an der Thrombin-vermittelten
Aktivierung von Thrombozyten unabhangig vom aktiven Zentrum des Thrombin gezeigt werden
(146).



102

Zunachst wurde die Aktivierung der Thrombozyten mittels Thrombin untersucht. TRP wurde mit
Inhibitoren gegen PAR-1 bzw. PAR-4 (BAY-386 (BAY) bzw. BMS986120 (BMS)) préainkubiert. Die
Zugabe von 0,5 NIH/mL Thrombin zu TRP fihrte ohne Inhibitorzugabe nach kurzer Zeit zu einer
Vollaggregation der Thrombozyten (Abbildung 6.9 A), sowie zu einer ausgepragten ATP-Freisetzung
(Abbildung 6.9 B). Die Inkubation des TRP mit Inhibitoren gegen PAR-1 oder PAR-4 zeigte keinen
Effekt auf die Thrombozytenaggregation, reduzierte die Thrombin-induzierte ATP-Freisetzung
jedoch um 35 %, bzw. 45 %. Eine Maximierung des inhibitorischen Effekts wurde durch die
Kombination der beiden Inhibitoren erreicht. Das Aggregogramm zeigt eine deutliche Verlangerung
der lagtime sowie eine Reduktion der maximalen Aggregation um knapp 50 %. Die ATP-Freisetzung
wurde auf das Niveau der spontanen ATP-Freisetzung aus Thrombozyten reduziert. Der zusatzliche
Einsatz eines Antikoérpers gegen GPIba (Klon HIP1) fiihrte wiederum zu einer weiteren Reduktion
der maximalen Aggregation, zeigte aber keinen additiven Effekt auf die ATP-Freisetzung (Abbildung
6.9 A und B).

AnschlieBend wurde der Effekt einer Inhibition von PAR-1, PAR-4 und GPlba auf die MDA-MB-231
Zell-induzierte Thrombozytenaggregation sowie ATP-Freisetzung untersucht (Abbildung 6.9 C und
D). Die Ergebnisse sind éhnlich denen der Thrombin-induzierten Thrombozytenaktivierung. Die
Inhibition von PAR-1 zeigte keinen Effekt auf die TCIPA, reduzierte die ATP-Freisetzung jedoch
leicht. Eine leichte Verlangerung der lagtime sowie eine Reduktion der ATP-Freisetzung um 50 %
wurde durch die Inhibition von PAR-4 erzielt. Die alleinige Coinkubation des TRP mit einem
Antikorper gegen GPIba hatte keinen signifikanten Effekt auf die Tumorzell-induzierte ATP-
Freisetzung. Die Inkubation des TRP mit einer Kombination aus einem PAR-1 sowie PAR-4 Inhibitor
zeigte einen starken additiven Effekt auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Dieser

wurde durch den zusétzlichen Einsatz von HIP1 nicht signifikant verstérkt (Abbildung 6.9 C und D).

Auch die MCF-7 Zell-induzierte Thrombozytenaktivierung wurde durch die Inhibition von PAR-4
leicht beeinflusst. Die Inhibition von PAR-1 fihrte zu einem Plateau zwischen primérer und
sekundarer Aggregation der Thrombozyten, hatte jedoch keinen signifikanten Effekt auf die ATP-
Freisetzung. Der additive Effekt der beiden PAR-Inhibitoren &hnelte jenem in den Versuchen mit
MDA-MB-231 Zellen. Zuséatzlich war eine weitere Reduktion der ATP-Freisetzung durch die Addition
von HIP1 zu beobachten (Abbildung 6.9 E und F).

Die im Zuge der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung beobachtete Rolle des Thrombins
scheint sich nicht auf die Aktivierung eines speziellen Targets auf Thrombozyten zu beschranken.
Im Rahmen der isolierten Inhibition der verschiedenen Rezeptoren zeigte sich ausschlie3lich durch
die Inhibition von PAR-4 ein ausgepragter Effekt auf die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung. Eine vollstandige Hemmung der Thrombozytenaktivierung wurde durch
die Inhibition einzelner Zielstrukturen des Thrombins nicht erreicht. Der in Abschnitt 2.3.1.1

beschriebenen Theorie folgend, dass die Aktivierung von PAR-4 im Gegensatz zu einer PAR-1
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Aktivierung eine hohe Konzentration Thrombin am Rezeptor voraussetzt, sprechen diese
Beobachtungen erneut fir eine ausgepragte, durch die beiden Mammakarzinomzelllinien

angestol3ene, Thrombin-Generierung (142-145).

Wurden zeitgleich beide auf humanen Thrombozyten stdndige PAR inhibiert, zeigte sich eine
deutliche Reduktion der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Im Falle von MCF-7 Zellen
konnte dieser Effekt durch die parallele Inhibition der beiden PAR und GPIba noch einmal verstarkt
werden. Diese Beobachtungen decken sich mit Untersuchungen von Estevez und Kollegen, die
zeigen konnten, dass die drei beschriebenen Thrombin-Rezeptoren synergistische Effekte
aufweisen, die fur eine vollstandige Aktivierung der Thrombozyten unabdingbar sind (371).

6.2.5 Einfluss der Inhibition verschiedener thrombozytéarer Zielstrukturen des

Thrombins auf die Freisetzung von Proteinen aus der a-Granula

Neben dem Einfluss einzelner Zielstrukturen des Thrombins auf die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung wurde die Beeinflussung der Sekretion der a-Granula durch Thrombin
untersucht. Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass nach einer
Thrombozytenaktivierung hunderte bioaktive Proteine aus der a-Granula freigesetzt werden (372).
Obwohl die molekularen Mechanismen der Granulasekretion seit einigen Jahren im Fokus der
Forschung stehen, kann die Frage nach der Regulation der Freisetzung einzelner Proteine bis heute
nicht abschlieBend beantwortet werden. Es wird diskutiert, dass Untergruppen von Proteinen in
verschiedenen a-Granula gespeichert sind, deren Freisetzungen unterschiedlich reguliert werden
(99,107,108). Einer anderen Hypothese folgend kénnten die verschiedenen Proteine aber auch in
unterschiedlichen Bereichen der gleichen Granula gespeichert sein, welche in Folge einzelner

Stimuli differenziert sezerniert werden (109,110).

Im Folgenden wird auf den Einfluss der Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins auf
die Sekretion unterschiedlicher Proteine néher eingegangen. Da Thrombozyten Uber die Sekretion
der a-Granula ein unter anderem proinflammatorisches und proangiogenetisches Mikromilieu
fordern kdnnen, konnte die differenzierte Beeinflussung der Granulafreisetzung einen interessanten

Ansatzpunkt fir eine antitumorale Therapie darstellen.

Die sich infolge einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung im Thrombozyteniiberstand
befindlichen Proteine wurden, wie in Abschnitt 5.6 beschrieben, mithilfe des OLINK Bioscience
Inflammation Panels quantifiziert und in einer relativen Einheit aufgetragen, die keine Ruckschlisse

auf die absolute Proteinmenge zulésst.

Die Sekretion der thrombozytaren a-Granula wurde exemplarisch fur zehn Proteine evaluiert. Diese
kénnen in Wachstumsfaktoren (Abbildung 6.10 A), Chemokine (Abbildung 6.10 B) und zwei weitere
Proteine (Abbildung 6.10 C) unterteilt werden. Zu den dargestellten Wachstumsfaktoren z&hlen

VEGF-A als ein proangiogenetischer Wachstumsfaktor und HGF, der mit einem aggressiven
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Tumorwachstum, der Infiltration von Geweben sowie der Metastasierung von Tumorzellen assoziiert
wird. Als dritter Wachstumsfaktor ist TGFR dargestellt, der beispielsweise in der EMT eine

entscheidende Rolle einnimmt (373).

Die Quantifizierung der Chemokine umfasste GROa (CXCL1), das Uber die Bindung an
beispielsweise CXCR2 den Arrest von Monozyten in der metastatischen Nische férdert (374), sowie
ENA-78 (CXCL5), das zur Neutrophilenrekrutierung beitragt (375). MIP-1a (CCL3) wird aufgrund
seiner protumoralen Eigenschaften als prognostischer Biomarker genutzt. Es trégt zu Rekrutierung
von Monozyten sowie Makrophagen bei und fordert die Extravasation von Tumorzellen (376). IL8
(CXCL8) moduliert neben der Proliferation auch die Migration sowie Invasion der Tumorzellen und
ist an Prozessen der Neovaskularisation beteiligt (377). MCP-1 (CCL2) induziert eine starke

Chemotaxis von Monozyten hin zu entziindlichen Prozessen und in das Tumorgewebe (378).

Neben den genannten Wachstumsfaktoren und Chemokinen wurden die Proteine uPA und MMP-1
guantifiziert. Die Protease uPA ist an der Degeneration der EZM beteiligt und in Prozesse der
Tumorzell-Invasion und -Migration integriert. Erhdhte Konzentrationen von uPA und PAI-1 im
Tumorgewebe werden bei Brustkrebspatientinnen mit einer schlechten Prognose assoziiert (379).

Die Rolle von MMP-1 als Vertreter der Matrix-Metalloproteasen wurde in Abschnitt 2.1 erlautert.

Grundsatzlich wurde die Freisetzung der a-Granula nach Induktion der Thrombozytenaktivierung mit
41 uM TRAP-6 oder 1x10* MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen pro Milliliter analysiert. Vor der
Aktivierung wurden die Thrombo zyten fur 30 Minuten mit verschiedenen Inhibitoren préainkubiert
(siehe Abschnitt 5.6.1). Zudem wurde die spontane Freisetzung des jeweiligen Proteins aus den
Thrombozyten oder aus Tumorzellen in Thrombozyten-freien-Puffer quantifiziert. Aufgrund der Fulle
der Daten wird im Folgenden nur auf ausgewahlte, in Abbildung 6.10 gelb markierte, Beobachtungen

eingegangen.
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Abbildung 6.10 — Quantifizierung der Freisetzung verschiedener Proteine aus der thrombozytdren a-Granula und
der Einfluss der Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins auf diese. Prdinkubation des TRP fur 30
Minuten mit einem PAR-1 Inhibitor (BAY-386, 10 uM), PAR-4 Inhibitor (BMS986120, 10 uM), einem Antikdrper gegen
GPIba (HIP1, 30 pg/mL), oder Kombinationen der Inhibitoren. Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Zugabe von
TRAP-6 (41 pM), MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen (1x10%mL) induziert. Die Konzentration der Proteine im Uberstand der
Thrombozyten ist jeweils in einer relativen Einheit dargestellt. A: Quantifizierung der Wachstumsfaktoren VEGF-A, HGF,
TGFB. B: Quantifizierung der Chemokine GROa, ENA-78, IL8, MCP-1 und MIP-1a. C: Quantifizierung weiterer Proteine

(UPA, MMP-1).
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Die Detektion der Proteinfreisetzung aus den Tumorzellen selber zeigte, dass bis auf MIP-1a kein

Protein in nennenswerter Konzentration aus den Tumorzellen sezerniert wird.

Die Coinkubation der Thrombozyten sowohl mit TRAP-6 als auch mit den beiden
Mammakarzinomzelllinien fihrte bei den meisten Proteinen zu einer verstarkten Sekretion aus der
a-Granula. Das Ausmalf der Sekretion variierte dabei deutlich und reichte von einer geringen
Freisetzung (z.B. MCP-1 und MIP-1a) bis hin zu einer Versiebenfachung des
Thrombozytennullwertes (ENA-78) nach Tumorzellzugabe. Dies kdnnte ein erster Hinwies auf die
unterschiedliche Regulation der Granulasekretion infolge der Aktivierung der Thrombozyten mit
unterschiedlichen Tumorzelllinien sein. Grundsétzlich fuhrte die Inkubation der Thrombozyten mit
MCF-7 Zellen entgegen der Erwartungen zu einer starkeren Granulasekretion als die Inkubation mit
MDA-MB-231 Zellen. Dies konnte aus der Abhangigkeit der Thrombozytenaktivierung von der
Tumorzellkonzentration resultieren. Da die Granulafreisetzung nur in einem Versuch evaluiert
wurde, kénnte eine Varianz in der Tumorzellkonzentration dazu gefiihrt haben, dass die mittels der
beiden Tumorzelllinien induzierte Freisetzung der thrombozytdren Granula nicht miteinander

vergleichbar waren.

Die Prainkubation der Thrombozyten mit Argatroban fihrte bei vielen Proteinen zu einer
Verminderung der Tumorzell-induzierten Freisetzung auf das Niveau des Thrombozytennullwerts.
Wie in Abbildung 6.10 zu erkennen, trifft diese Beobachtung besonders im Kontext der MCF-7
induzierten Granulafreisetzung nicht auf alle Proteine zu. In Bezug auf GROa, ENA-78, uPA und
MMP-1 schien eine Freisetzung durch die Inhibition von Thrombin nicht vollstandig inhibierbar. In
Bezug auf uPA wird diese Beobachtung durch den Umstand untermauert, dass eine Aktivierung von
PAR-1 mittels TRAP-6 keine Erhéhung der uPA-Konzentration zur Folge hat. Dies spricht fir eine
Thrombin-unabhangige Induktion der uPA-Sekretion nach einer Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung.

Hinsichtlich der differenzierten Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins lasst sich
zusammenfassen, dass die Inhibition von PAR-1 alleine in den seltensten Fallen einen deutlichen
Effekt auf die Granulasekretion ausubte. Ausnahmen davon stellten beispielsweise MCP-1, ENA-78
oder HGF dar. Die kombinierte Inhibition von PAR-1 und PAR-4 zeigte bei vielen quantifizierten
Proteinen einen deutlichen Effekt auf die Sekretion. Darunter fiel, nach Induktion der
Thrombozytenaktivierung mit MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen, beispielsweise TGFf. In Bezug auf
diverse andere Proteine kann die MDA-MB-231 Zell-induzierte Freisetzung durch die zuséatzliche
Inhibition von PAR-4 nicht weiter gemindert werden. Auf die MCF-7 Zell-induzierte Freisetzung
zeigte die Kombination der Inhibitoren im Gegensatz dazu einen additiven Effekt auf die Freisetzung
dieser Proteine. Zu diesen Proteinen zahlten VEGF-A, HGF, GROa, ENA-78, IL8, MIP-1a, uPA und
MMP-1.
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Die dreifache Inhibition der von Thrombin adressierten Rezeptoren PAR-1, PAR-4 und GPlba
induzierte eine weitere Minderung der Granulasekretion. Dieses Phanomen konnte, in

unterschiedlichen Auspréagungen, bei allen untersuchten Proteinen beobachtet werden.

Hinsichtlich der Rolle des Thrombins auf die Tumorzell-induzierte Freisetzung der a-Granula kann
zusammengefasst werden, dass die Regulation der Freisetzung verschiedener Proteine von
verschiedenen Thrombinrezeptoren abzuh&ngen schien. Die reversible Inhibition des aktiven
Zentrums von Thrombin mittels Argatroban fihrte in Bezug auf die meisten der untersuchten

Proteine zu einer deutlich verminderten Freisetzung.

Adam et al. konnten zeigen, dass die GPIb-vermittelte Thrombozytenaktivierung unabhangig vom
aktiven Zentrum des Thrombins zu sein scheint und somit von der Coinkubation der Thrombozyten
mit Argatroban nicht beeinflusst werden sollte (146). Der ausgepragte Effekt der
Thrombozyteninkubation mit Argatroban spricht daher fir eine untergeordnete Rolle des GPIb in der
Tumorzell-induzierten Granulasekretion. Estevez und Kollegen zeigten zudem eine ausgepragte
gegenseitige Beeinflussung und Abhangigkeit der PAR- sowie GPIlb-IX-induzierten Signalwege
(371).

Der Protein-Ubergreifende, additive Effekt des Antikérpers HIP1 in Kombination mit der Inhibition
von PAR-1 und PAR-4 zeigte, dass GPlb, zumindest in Kombination mit weiteren
Aktivierungsmechanismen des Thrombins, einen Beitrag zur Granulasekretion leistet. Die Diversitat
der Proteinsekretion bezogen auf die Tumorzell-induzierte Freisetzung sowie die Mdglichkeiten der
Einflussnahme Uber den Einsatz verschiedener Inhibitoren unterstreicht zum einen die allgemeine
Relevanz der Tumorzell-induzierten Thrombin-Generierung fir die Granulasekretion. Zum anderen
zeigt sie aber auch, dass die mechanistischen Hintergrinde der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung duRerst komplex sind und dass Thrombozyten, je nach Art der Aktivierung
(z.B. durch die Zugabe von Tumorzellen) oder nach Einsatz verschiedener Inhibitoren, verschiedene
Freisetzungsprofile aufweisen und so unterschiedlichen Einfluss auf ihr zellulares Mikromilieu

nehmen kénnen.

6.2.6 Einfluss der Inhibition verschiedener thrombozytéarer Zielstrukturen des
Thrombins auf die Freisetzung von pro- und antiangiogenetischen

Wachstumsfaktoren

Die Quantifizierung der Sekretion verschiedener Proteine aus der thrombozytaren a-Granula infolge
der  Tumorzell-induzierten  Thrombozytenaktivierung  unterstreicht die  Diversitat  der
Granulafreisetzung hinsichtlich verschiedener Proteine und die Mdoglichkeit der differenzierten
Einflussnahme (ber den Einsatz verschiedener Inhibitoren. Um diese Beobachtung im Hinblick auf
ihre Bedeutung fir die hamatogene Metastasierung zu vertiefen, wurde die Freisetzung

verschiedener Wachstumsfaktoren ndher untersucht, deren Bedeutung fir die Tumor-assoziierte
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Angiogenese bekannt ist. Es wurde die Sekretion der proangiogenetischen Wachstumsfaktoren
VEGF-A und EGF sowie die Sekretion des antiangiogenetisch wirksamen TIMP-1 mittels ELISA
quantifiziert. Eine Zusammenfassung und statistische Auswertung der in Abbildung 6.11 bis
Abbildung 6.13 dargestellten Ergebnisse erfolgt in Abbildung 6.14.

Zunachst wurde die Freisetzung von VEGF-A (im Folgenden VEGF genannt) aus der
thrombozytaren a-Granula infolge einer Thrombozytenaktivierung mit MDA-MB-231 bzw. MCF-7
Zellen (1x10%/mL) oder Thrombin (0,5 NIH/mL) evaluiert (Abbildung 6.11).

VEGF-A
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Abbildung 6.11 - Quantifizierung der Freisetzung von VEGF-A aus der thrombozytdren a-Granula mittels ELISA und
der Einfluss der Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins auf die VEGF-Freisetzung. Prainkubation
des TRP fur 30 Minuten mit einem Thrombin-Inhibitor (Argatroban 0,5 pg/mL), PAR-1 Inhibitor (BAY-386, 10 uM), PAR-4
Inhibitor (BMS986120, 10 uM), einem Antikérper gegen GPlba (HIP1, 30 pg/mL), oder Kombinationen der Inhibitoren.
Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Zugabe von TRAP-6 (41 pM) sowie A: MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL); B:
MCF-7 Zellen (1x10%mL); C: Thrombin (0,5 NIH/mL) induziert. Die Konzentration von VEGF ist auf die jeweilige
Aktivierung normalisiert.

Sowohl die Aktivierung der Thrombozyten durch Coinkubation mit Tumorzellen, als auch die durch
Thrombin fihrte zu einer ausgepragten VEGF-Freisetzung, die durch die Inkubation der
Thrombozyten mit Argatroban vollstdndig unterbunden werden konnte. Weder die alleinige Blockade
von PAR-1 noch von PAR-4 reduzierten die VEGF-Freisetzung signifikant. Die kombinierte Inhibition
der beiden Thrombin-Rezeptoren zeigte einen ausgepragten Effekt auf die Tumorzell-induzierte
Freisetzung, der durch die zusétzliche Blockade des GPIba weiter verstarkt werden (Abbildung 6.11
A und B) konnte.

Die Blockade der beiden Protease-aktivierbaren Rezeptoren hatte keinen signifikanten Effekt auf die
Thrombin-induzierte VEGF-Freisetzung. Hier konnte lediglich die Inhibition von GPIba bzw. die
kombinierte Blockade aller drei Thrombin-relevanten Rezeptoren eine signifikante Hemmung der
VEGF-Freisetzung herbeiftihren (Abbildung 6.11 C).
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Abbildung 6.12 - Quantifizierung der Freisetzung von EGF aus der thrombozytéren a-Granula mittels ELISA und
der Einfluss der Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins auf die EGF-Freisetzung. Prainkubation des
TRP fiir 30 Minuten mit einem Thrombin-Inhibitor (Argatroban, 0,5 ug/mL), PAR-1 Inhibitor (BAY-386, 10 uM), PAR-4
Inhibitor (BMS986120, 10 uM), einem Antikérper gegen GPlba (HIP1, 30 pg/mL) oder Kombinationen der Inhibitoren.
Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Zugabe von TRAP-6 (41 uM) sowie A: MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL); B:
MCF-7 Zellen (1x10%mL); C: Thrombin (0,5 NIH/mL) induziert. Die Konzentration von EGF ist auf die jeweilige Aktivierung
normalisiert.

Der proangiogenetische Wachstumsfaktor EGF wurde nach der Inkubation der Thrombozyten mit
Tumorzellen verstarkt freigesetzt (Abbildung 6.12 A und B). Argatroban filhrte wiederum zum
beinahe vollstdndigen Ausbleiben der Sekretion. Die Blockade von PAR-1 reduzierte die MCF-7 Zell-
induzierte EGF-Sekretion um 45%, wahrend die MDA-MB-231 Zell-induzierte Sekretion
unbeeinflusst blieb. Durch die kombinierte Inhibition von PAR-1, PAR-4 sowie GPIba wurde die
MCF-7 Zell-induzierte Freisetzung von EGF noch einmal leicht reduziert. Die kombinierte Inhibition
der drei Zielstrukturen verminderte auch eine MDA-MB-231 Zell-induzierte Freisetzung um 50 %.
Hinsichtlich der Thrombin-vermittelten EGF-Sekretion konnte aufgrund der grol3en
Standardabweichung der Messungen keine abschlieRende Bewertung getroffen werden (Abbildung
6.12 C). Aber auch hier schien eine Kombination der Inhibition von PAR-1, PAR-4 sowie GPlba die

Freisetzung von EGF stark zu beeintrachtigen.
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Der antiangiogenetische Einfluss von TIMP-1 beruht besonders auf der Inhibition von Matrix-
Metalloproteasen sowie der Migration von Endothelzellen, einem essentiellen Schritt der
Angiogenese (380). Neben der Hemmung von MMP scheint TIMP-1 die Migration auch unabhéngig
von MMP zu reduzieren (381). Zwar konnte in vitro gezeigt werden, dass die Uberexpression von
TIMP-1 mit einer Minderung von Tumorzellimplantation, Tumorwachstum, Metastasenbildung und
Angiogenese assoziiert werden kann (382). Jedoch scheinen erhdhte Gewebskonzentrationen an
TIMP-1 bei Patienten verschiedener Tumorentitdten mit einer schlechteren Gesamtprognose
einherzugehen (383). Dabei scheint nicht nur der Einfluss auf die Angiogenese eine Rolle zu spielen,
sondern auch die Beteiligung von TIMP-1 an der Rekrutierung Tumor-assoziierter Fibroblasten
(384).
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Abbildung 6.13 — Quantifizierung der Freisetzung von TIMP-1 aus der thrombozytidren a-Granula mittels ELISA und
der Einfluss der Inhibition verschiedener Zielstrukturen des Thrombins auf die TIMP-1 Freisetzung. Prainkubation
des TRP fur 30 Minuten mit einem Thrombin-Inhibitor (Argatroban, 0,5 pg/mL), PAR-1 Inhibitor (BAY-386, 10 uM), PAR-4
Inhibitor (BMS986120, 10 uM), einem Antik6érper gegen GPIba (HIP1, 30 pg/mL) oder Kombinationen der Inhibitoren.
Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Zugabe von TRAP-6 (41 uM) sowie A: MDA-MB-231 Zellen (1xx10%/mL); B:
MCF-7 Zellen (1x10*/mL); C: Thrombin (0,5 NIH/mL) induziert. Die Konzentration von TIMP-1 ist auf die jeweilige
Aktivierung normalisiert.

Sowohl Thrombin als auch Tumorzellen induzierten eine TIMP-1 Sekretion, die durch Argatroban
reduziert werden konnte (Abbildung 6.13). Die Thrombin-induzierte TIMP-1-Freisetzung konnte
durch den Einsatz einer Kombination aus PAR-1 sowie PAR-4 Inhibitoren signifikant reduziert
werden. Diese Kombination hatte auf die Tumorzell-induzierte Freisetzung keinen bzw. kaum einen
Effekt.



Ergebnisse und Diskussion 111

Die unterschiedlichen Effekte der verwendeten Inhibitoren auf die Tumorzell- bzw. Thrombin-

induzierte Freisetzung der drei Proteine aus der thrombozytaren Granula wird in Abbildung 6.14

deutlich.
MDA
V%Fgﬁ;’;g[‘;;‘] Arga BAY BMS |BAY/BMS| HIPL |BAY/BMS/HIP1
VEGF 267 ok - - o * b
EGF 306 ok - - * * b
TIMP-1 259 - - - - - -
MCF-7
v%lir:jj?;lg[x] Arga BAY BMS |BAY/BMS| HIPL |BAY/BMS/HIP1
VEGF 243 i - - > - -
EGF 269 * ** - - - b
TIMP-1 221 * - - - - -
Thrombin
VQ(_;,F;T?E?[L;:] Arga BAY BMS |BAY/BMS| HPL |BAY/BMS/HIP1
VEGF 305 ook - - - * i
EGF 259 - - - - - -
TIMP-1 356 i - - o - b

Abbildung 6.14 - Zusammenfassung der mittels ELISA quantifizierten Freisetzung von EGF, VEGF-A sowie TIMP-1.
Die Zusammenfassung bezieht sich auf die in Abbildung 6.11 - Abbildung 6.13 dargestellten Ergebnisse. Dargestellt sind
die Erhdhung des Proteingehaltes infolge der Tumorzell- bzw. Thrombin-induzierten Thrombozytenaktivierung sowie die
Ergebnisse des zweiseitigen t-Tests hinsichtlich der Einflisse der oben genannten Inhibitoren.

Die Aktivierung der Thrombozyten durch Zugabe von MDA-MB-231 Zellen filhrte zu einer intensiven
Freisetzung der a-Granula. Besonders die EGF-Konzentration war nach Zugabe der MDA-MB-231
Zellen um das Dreifache im Vergleich zur spontanen Freisetzung aus den Thrombozyten erhdht. Die
Prainkubation der Thrombozyten mit Argatroban inhibierte die Freisetzung der beiden
proangiogenetischen Wachstumsfaktoren VEGF sowie EGF héchst signifikant. Im Gegensatz dazu
zeigte Argatroban keinen Einfluss auf die Freisetzung von TIMP-1 aus der a-Granula. Die Inhibition
von PAR-1 bzw. PAR-4 hatte keinen Einfluss auf die Freisetzung der untersuchten Proteine. Wurden
die beiden PAR-1 und PAR-4 Inhibitoren kombiniert, kam es zu einer verminderten Freisetzung der
untersuchten proangiogenetischen Wachstumsfaktoren. Die Freisetzung von TIMP-1 war, &hnlich
den Beobachtungen nach Préainkubation mit Argatroban, nicht signifikant beeinflusst. Wurde neben
den beiden Protease-aktivierbaren Rezeptoren auch GPIba mittels eines Antikdrpers blockiert, war
der inhibitorische Effekt der PAR-1 und PAR-4 Inhibitoren noch einmal verstérkt. Auch die alleinige
Blockade von GPlba zeigte einen signifikanten Effekt auf die Freisetzung der beiden
proangiogenetischen  Wachstumsfaktoren  nach  einer MDA-MB-231  Zell-induzierten
Thrombozytenaktivierung. Die Freisetzung von TIMP-1 konnte auch durch den kombinierten Einsatz

verschiedener Inhibitoren nicht signifikant beeinflusst werden.
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Die Aktivierung der Thrombozyten mittels MCF-7 Zellen fiihrte ebenfalls zu einer starken Sekretion
der thrombozytaren a-Granula, auch wenn die Freisetzung im direkten Vergleich zum Effekt der
MDA-MB-231 Zellen leicht vermindert war. Hinsichtlich des Einflusses einer Inhibition verschiedener
Thrombinrezeptoren lasst sich zusammenfassen, dass die reversible Blockade des aktiven
Zentrums von Thrombin mittels Argatroban eine verminderte Freisetzung aller drei untersuchten
Proteine zur Folge hatte. Dabei zeigte sich, wie schon bei der MDA-MB-231 Zell-induzierten
Freisetzung, ein gréRerer Einfluss des Argatrobans auf die Freisetzung der proangiogenetischen
Wachstumsfaktoren als auf TIMP-1. Den starksten inhibitorischen Effekt auf die Sekretion von VEGF
sowie EGF wurde erneut durch die Kombination verschiedener Inhibitoren erzielt. Die Freisetzung
von TIMP-1 konnte auch hier durch keine Kombination verschiedener Inhibitoren signifikant
beeinflusst werden. Die generelle Thrombin-Abh&ngigkeit der Sekretion von TIMP-1 aus der
thrombozytaren a-Granula zeigte sich jedoch nach Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin. Die
Konzentration von TIMP-1 im TRP war nach der Zugabe von Thrombin durchschnittlich um mehr als
3,5-fache erhéht. Die Prainkubation des TRP mit Argatroban verminderte die Thrombin-induzierte
TIMP-1 Freisetzung héchst signifikant und unterstreicht die generelle Thrombin-Abhangigkeit der
TIMP-1-Sekretion. Auch der kombinierte Einsatz der Inhibitoren von PAR-1, PAR-4 sowie GPlba
zeigte einen hochst signifikanten Einfluss auf die Thrombin-induzierte Sekretion von TIMP-1, der im

Zuge einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung nicht beobachtet werden konnte.

Anhand der ELISA-basierten Evaluation der Freisetzung der drei exemplarisch gewéhlten, sowohl
pro- als auch antiangiogenetisch wirkenden Proteine aus der a-Granula lasst sich zusammenfassen,
dass sich durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren die Zusammensetzung des angiogenetische
Milieus unterschiedlich beeinflussen lasst. Es konnte gezeigt werden, dass die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung zu einer ausgepragten Sekretion der a-Granula fiuhrte, die je nach
Tumorzelllinie in ihrem Ausmalfd variierte. Obwohl auch die Zugabe von Thrombin zu TRP eine
ausgepragte Granulasekretion zur Folge hatte, scheint die Tumorzell-induzierte Sekretion nicht
ausschlieB3lich auf der Tumorzell-vermittelten Thrombin-Generierung zu beruhen. Dies wurde in den
durchgefiihrten Versuchen besonders hinsichtlich der Tumorzell-induzierten Sekretion von TIMP-1
deutlich, die weder durch den Einsatz von Argatroban noch durch die Inhibition verschiedener
Zielstrukturen des Thrombins signifikant gemindert wurde. Dies kann als Indiz fir weiterfihrende,
Thrombin-unabhangige Mechanismen der Tumorzell-induzierten Granulasekretion gedeutet

werden.

6.3 Beitrag verschiedener Aktivierungsmechanismen zur Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Im Zuge der Etablierung eines Puffer-basierten Testsystems zur Untersuchung der Tumorzell-

induzierten Thrombozytenaktivierung kristallisierte sich die Relevanz einer initialen Aktivierung der
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Thrombozyten Uber das Gerinnungssystem heraus. Weitere Untersuchungen, besonders jene zur
Tumorzell-induzierten Freisetzung der a-Granula, lassen jedoch einen multifaktoriellen Charakter
der Interaktionen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten vermuten, der Uber die bloR3e
Aktivierung des Gerinnungssystems durch die Tumorzellen hinausgeht. Um den mechanistischen
Hintergrund dieser, Thrombin-unabh&ngigen, Interaktionen weiter zu beleuchten, wurde der Einfluss
der Inhibition verschiedener bekannter thrombozytéarer Oberflachenrezeptoren auf die Tumorzell-
induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht.

6.3.1 Beteiligung des TXA2-Rezeptors an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Um die Rolle von Idslichen Mediatorstoffen im Kontext der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung zu evaluieren, wurde zunachst die Beteiligung des Thromboxan A-
Rezeptors (TXAz-Rezeptor) untersucht. Dazu wurde der TRP vor der Aktivierung mit dem TXA;-
Rezeptor-Antagonisten Seratrodast prainkubiert.
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Abbildung 6.15 — Beitrag des TXAz-Rezeptors zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Prainkubation
des TRP fur 30 Minuten mit Seratrodast (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DMSO. A-D:
Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation des TRP mit Seratrodast bzw. DMSO und
Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 uM) (A, B) bzw. U46619 (TXA2-Rezeptoragonist; 10 uM) (C, D). E und F:
TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Seratrodast bzw. DMSO und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen
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(1x10%mL). G und H: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Seratrodast bzw. DMSO und Zugabe von
MCF-7 Zellen (1x10*/mL).

Zur Kontrolle des Effektes von Seratrodast wurden die Thrombozyten nach entsprechender
Prainkubation durch die Zugabe eines PAR-1 Agonisten (TRAP-6) bzw. des TXAz-Analogons
U46619 aktiviert. Es wurden die Freisetzung von ATP aus der dichten Granula und die Aggregation
evaluiert. Der inhibitorische Effekt des Seratrodast auf den TXAz-Rezeptor zeigte sich nach der
Aktivierung der Thrombozyten mit U46619. Die Zugabe von U46619 fihrte zu einer raschen
Aggregation der Thrombozyten und einer Verdopplung der ATP-Konzentration im Vergleich zu
ruhenden Thrombozyten. Die Prainkubation der Thrombozyten mit Seratrodast unterband bereits in
der geringsten getesteten Konzentration (1 pg/mL) die Aggregation vollstandig (Abbildung 6.15 C).
Die ATP-Freisetzung wurde, abhé&ngig von der eingesetzten Seratrodast-Konzentration, stark
beeinflusst bzw. vollstandig unterbunden (Abbildung 6.15 D). Im Kontext der PAR-1 vermittelten
Thrombozytenaktivierung zeigte sich ein leichter Effekt des Seratrodast auf die maximale
Aggregation und auf die ATP-Freisetzung (Abbildung 6.15 A und B). Der Grund fur diese
Beobachtung kdnnte eine Reduktion des positive feedback loops sein, den die Freisetzung von TXA;
aus der dichten Granula als Folge einer initialen Thrombozytenaktivierung initiiert (192). Durch die

Blockade des TXA;-Rezeptors kénnte dieser positive feedback loop reduziert werden.

Die Blockade des TXA2-Rezeptors zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die, durch die Zugabe
von MDA-MB-231 Zellen induzierte, Thrombozytenaktivierung (Abbildung 6.15 E und F). Die MCF-7
Zell-induzierte TCIPA wurde durch den Einsatz von Seratrodast leicht beeinflusst, was sich in einer
konzentrationsabhangigen Verlangerung der lagtime widerspiegelte (Abbildung 6.15 G). Die MCF-7
Zell-induzierte ATP-Freisetzung aus der thrombozytaren dichten Granula wurde durch die
Prainkubation des TRP mit Seratrodast nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 6.15 H).

Der geringe Einfluss des Seratrodast auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung wird
durch die Erkenntnisse von Zara und Kollegen untermauert, die zeigen konnten, dass die Inhibition
der TXAz2-Synthese mittels ASS keinen signifikanten Einfluss auf die MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zell-
induzierte TCIPA haben (49). Der durch die Freisetzung von TXA. induzierte positive feedback loop
scheint dementsprechend im Kontext der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung lediglich

eine untergeordnete Rolle einzunehmen.
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6.3.2 Beteiligung des P2Y12-Rezeptors an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Neben der Beteiligung von TXA; sollte der Beitrag des loslichen Mediatorstoffes ADP zur Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaktivierung untersucht werden. ADP wird infolge einer initialen
Thrombozytenaktivierung aus der dichten Granula freigesetzt und ruft Gber purinerge Rezeptoren
eine Autoaktivierung der Thrombozyten hervor (172). Dieser Effekt des postive feedback loops
konnte die Beobachtung begriinden, dass die Prainkubation der Thrombozyten mit dem P2Yi»-
Rezeptor-Antagonisten Ticagrelor eine konzentrationsabhangige Inhibition der PAR-1 vermittelten
Thrombozytenaktivierung zur Folge hatte (Abbildung 6.16 A und B).

P2Y,,-Rezeptor
Agonist: TRAP-6
x  kk  kk

A B e |

Agonist: ADP

C D

=
o
S

00 00

|
|
100 !
|
|

T 50 | 50 ¥
; [}
|

0 04 — ] 0+ T T

50
200 400 600 | 200 400
Zeit [s] Zeit [s]

.
=

ATP-Freisetzung [%]
@
S

Aggregation [%]
Aggregation [%]
ATP-Freisetzung [%)]

o

TRP I TRP + Agonist TRI? + Agonist I TRF + Agonist I TRP + Agonist
+ Ticagrelor (0,1 pM) + Ticagrelor (1 uM) + Ticagrelor (10 uM)

MDA E F . ko *kk *kk

100+ g 100
S 2
= 5
2 2

© 50 ° 50
o u
= a
=X =
2 <

0 T T 1 0

20042/400 600 800
Zeit [sec]
TRP + MDA TRP + MDA TRP + MDA
I TRP + MDA + Ticagrelor (0,1 pM) I + Ticagrelor (1 uM) I + Ticagrelor (10 pM)
MCF-7 G H * *% *
—_ T T T 1

D\C’

1004 <100
—_ c
g 5
= @

£ s0- g 50
5 H
g g
3 <

<
0 T T 0
S 1000
Zeit [s]
TRP + MCE-7 TRP + MCF-7 I TRP + MCF-7 I TRP + MCF-7
+ Ticagrelor (0,1 puM) + Ticagrelor (1 uM) + Ticagrelor (10 pM)

Abbildung 6.16 - Beitrag des P2Y12-Rezeptors zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Prainkubation
des TRP fir 30 Minuten mit Ticagrelor (0,1 pM, 1 pM, 10 pM) oder der entsprechenden Menge DMSO. A-D:
Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation des TRP mit Ticagrelor bzw. DMSO und
Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 pM) (A, B) bzw. ADP (P2Y12-Rezeptoragonist; 25 uM) (C, D). E und F:
TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation mit Ticagrelor bzw. DMSO und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen
(1x10%mL). G und H: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Ticagrelor bzw. DMSO und Zugabe von MCF-7
Zellen (1x10%mL).

Auch das Maximum der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation konnte durch den Einsatz von
Ticagrelor deutlich vermindert, jedoch nicht vollstdndig inhibiert werden. Zudem schien es lediglich
Zu einer reversiblen Aggregation zu kommen, was sich im Abfall der Kurven im Aggregogramm

widerspiegelt (Abbildung 6.16 C). Im Gegensatz dazu wurde die ATP-Freisetzung nicht wie erwartet
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beeinflusst (Abbildung 6.16 D). Das Ausbleiben eines inhibitorischen Effekts auf die ADP-induzierte
ATP-Freisetzung reduziert die Aussagekraft der weiteren Untersuchungen, da ein P2Yi»-

unabhangiger Effekt des Ticagrelors nicht ausgeschlossen werden konnte.

In Bezug auf den Effekt von Ticagrelor auf die TCIPA kann dennoch festgehalten werden, dass die
Prainkubation der Thrombozyten mit dem P2Y 1.-Inhibitor zu einer Verlangerung der lagtime nach
Zugabe der beiden Mammakarzinomzelllinien fiihrte. Diese Verlangerung war nach der Aktivierung
mit MCF-7 Zellen ausgepragter als nach der Aktivierung mit MDA-MB-231 Zellen. Im Gegensatz zu
einer TRAP-6 bzw. ADP-induzierten Aktivierung verlief die TCIPA in beiden Féllen jedoch vollsténdig
und irreversibel (Abbildung 6.16 E und G). Die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung wurde bereits
durch die Prainkubation mit der geringsten verwendeten Konzentration Ticagrelor (0,1 uM)
signifikant reduziert (Abbildung 6.16 F und H). Aufgrund des unerwarteten Ausbleibens einer
Inhibition der ADP-induzierten ATP-Freisetzung kann die Rolle des ADP und des P2Y1,-Rezeptors

in der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung jedoch nicht abschlie3end beurteilt werden.
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6.3.3 Beteiligung des GPVI an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Zur Untersuchung der Beteiligung des Kollagen-Rezeptors GPVI an einer Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung wurde TRP mit Losartan prainkubiert, das als Angiotensin 1lI-Rezeptor-
Subtyp-1 (AT:-Rezeptor) -Antagonist in der Blutdrucktherapie Verwendung findet. Losartan zeigte
in Studien neben der Blockade des ATi-Rezeptors auch inhibitorische Effekte auf GPVI (385). Dieser
Effekt scheint auf der Blockade einer Clusterbildung von GPVI zu beruhen (386). Jiang und Kollegen
zeigten zudem eine Losartan-induzierte Inhibition des TXAz-Rezeptors (387). Der generelle Effekt
von Losartan auf die Agonist-induzierte Aggregation sowie ATP-Freisetzung wurde

dementsprechend unter Verwendung von Kollagen sowie des TXAz-Agonisten U46619 untersucht.
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Abbildung 6.17 - Beitrag des GPVI zur Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des TRP fiir 30
Minuten mit Losartan (2 pM, 20 uM, 200 pM) oder der entsprechenden Menge DPBS. A-D: Kontrollversuche. Aggregation
bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation des TRP mit Losartan bzw. DPBS und Aktivierung der Thrombozyten mit
Kollagen (5 pg/mL) (A, B) bzw. U46619 (10 pM) (C, D). E und F: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit
Losartan bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10%/mL). G und H: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach
Prainkubation mit Losartan bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%/mL).

Eine Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation wurde durch die Prainkubation mit 20 uM

Losartan vollstandig inhibiert (Abbildung 6.17 A). Die Kollagen-induzierte ATP-Freisetzung wurde
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entgegen dieser Beobachtung auch durch die Inkubation mit 200 uM Losartan nicht beeinflusst
(Abbildung 6.17 B).

Die Thrombozytenaggregation, die aus der Aktivierung des TXA:-Rezeptors mittels U46619
resultierte, wurde durch den Einsatz von 200 uM Losartan vollstandig unterbunden (Abbildung
6.17 C). Die U46619-induzierte ATP-Freisetzung wurde ab einer Konzentration von 20 uM Losartan
signifikant beeinflusst (Abbildung 6.17 C).

Weder die TCIPA noch die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung wurden durch die Prainkubation
mit Losartan signifikant beeinflusst (Abbildung 6.17 E-H). Untersuchungen zur TCIPA zeigten
lediglich eine leichte Verlangerung der lagtime sowie des shape changes unter Einsatz hoher
Konzentrationen (200 uM) Losartan. Die Aktivierung uber GPVI scheint dementsprechend keine
ausgepragte Rolle in der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung einzunehmen. Zudem
unterstreicht dieses Ergebnis den geringen Effekt einer Inhibition des TXA.-Rezeptors auf die
Interaktion zwischen MDA-MB-231 sowie MCF-7 Zellen und Thrombozyten (Abbildung 6.15).
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6.3.4 Beteiligung des Integrins aubfs an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung

Das Integrin aunPs liegt bei ruhenden Thrombozyten in einer inaktiven Konformation vor, die infolge
eines inside-out-signalings nach einer initialen Aktivierung der Thrombozyten in eine aktive
Konformation Ubergeht, die in der Lage ist makromolekulare Liganden, wie beispielsweise
Fibrinogen oder Fibronektin, zu binden (388).
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Abbildung 6.18 - Beitrag des Integrins aisBs zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des
TRP fur 30 Minuten mit Eptifibatid (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A-D:
Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation des TRP mit Eptifibatid bzw. DPBS und
Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 uM) (A, B) bzw. Kollagen (5 pg/mL) (C, D). E und F: TCIPA bzw. ATP-
Freisetzung nach Prainkubation mit Eptifibatid bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10*/mL). G und H:
TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Eptifibatid bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%/mL).

Durch eine Prainkubation der Thrombozyten mit dem aypBs-Antagonisten Eptifibatid wurde die
maximale TRAP-6 induzierte Thrombozytenaggregation um 80 % gesenkt. Bemerkenswert ist der
initiale  Verlauf der Aggregationskurve der Eptifibatid-enthaltenden Proben. Dieser st
deckungsgleich mit dem der Positivkontrolle, die anstelle des Eptifibatids lediglich DPBS enthielt.
Nach einem Anstieg auf 20 % Aggregation flachen die Kurven der Proben, die Inhibitor enthielten,
jedoch ab. Ein weiterer Anstieg der Aggregation konnte tber den gesamten Beobachtungszeitraum
nicht detektiert werden (Abbildung 6.18 A). Ahnlich verhielt es sich nach der Aktivierung der
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Thrombozyten mit Kollagen (Abbildung 6.18 D). Hier konnte bei allen vermessenen Proben ein
shape change detektiert werden. Nach dem shape changes flachen die Kurven fiir die Proben die

Eptifibatid enthielten jedoch ab, und es konnte keine weitere Aggregation beobachtet werden.

Die initiale Aktivierung der Thrombozyten sowohl Uber PAR-1 als auch Uber entsprechende
Kollagen-Rezeptoren schien dementsprechend unabhangig von dem Integrin a3 zu verlaufen. Fur
den anschlieBenden Verlauf der Aggregation schien das Integrin jedoch eine wichtige Rolle in der
weiteren Aktivierung bzw. in der Querverknipfung der Thrombozyten und damit in der Ausbildung

eines stabilen Thrombus zu spielen.

Anders verhielt es sich bei der untersuchten ATP-Freisetzung nach Aktivierung der Thrombozyten
mit TRAP-6 bzw. Kollagen (Abbildung 6.18 B und D). Die TRAP-6 induzierte ATP-Freisetzung
konnte durch die Zugabe von Eptifibatid nicht signifikant reduziert werden (Abbildung 6.18 B). Dies
koénnte in der schnell verlaufenden Aktivierung der Thrombozyten tber PAR-1 begriindet liegen, auf
die, unabhéngig von einer sich anschlieRenden Quervernetzung der Thrombozyten, unmittelbar die
Freisetzung der dichten Granula folgt. Dementsprechend wéare die Rolle des, zu Beginn der
Thrombozytenaktivierung inaktiv vorliegenden, aypBs flr die schnell ablaufende Sekretion der
dichten Granula untergeordneter Natur. Wurde zur Aktivierung der Thrombozyten ein schwacherer
Thrombozyten-Agonist als TRAP-6, wie beispielsweise Kollagen, genutzt, hatte die Prainkubation
mit Eptifibatid einen konzentrationsabhangigen Effekt auf die ATP-Freisetzung aus der dichten
Granula (Abbildung 6.18 D).

Die Tumorzell-vermittelte ATP-Freisetzung wurde, ahnlich der TRAP-6 induzierten Freisetzung,
durch die Préainkubation mit Eptifibatid nicht signifikant gehemmt (Abbildung 6.18 F und H). Auch
hier kbnnte die Zeitkomponente dadurch der entscheidende Faktor sein, dass die Freisetzung der
dichten Granula vor der vollstandigen inside-out Aktivierung des Integrins abgeschlossen ist. Eine
alternative Erklarung ist eine untergeordnete Rolle des ainBs-Integrins fir die eigentliche Aktivierung
der Thrombozyten im Kontext der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Die Relevanz
des apPs konnte eher bei der, fur eine Vollaggregation unabdingbaren, Quervernetzung der

Thrombozyten liegen.

Die TCIPA wurde, im Gegensatz zur Freisetzung der dichten Granula, durch die Prainkubation der
Tumorzellen mit Eptifibatid beeinflusst (Abbildung 6.18 E und G). Wiederum durchliefen die
Thrombozyten, unabhangig von der Zugabe des Inhibitors, sowohl nach Aktivierung mittels
MDA-MB-231 als auch mittels MCF-7 Zellen einen shape change. Danach resultierte aus der
Hemmung von aiuBs jedoch ein Plateau, das nach der MCF-7 Zell-induzierten TCIPA langer verlief
als nach der MDA-MB-231 induzierten TCIPA. Die sich an das Plateau anschlieRende sekundéare
Aggregation mindete in beiden Fallen in einer Vollaggregation. Die beobachtete charakteristische
Kurve kann als Indiz fir den unterschiedlichen Ablauf von TCIPA und Agonist-induzierter

Thrombozytenaggregation gesehen werden. In beiden Fallen schien es eine aypBs-unabhangige
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initiale Aktivierung der Thrombozyten zu geben, die zu einem shape change und einer initialen
Aggregation fihrte. Im Falle der TCIPA konnte dies z.B. durch eine Tumorzell-induzierte Thrombin-
Generierung erfolgen. Nach der initialen Aktivierung wirde das aktivierte aypfs zu einer weiteren
Aggregation beitragen. Da dieses jedoch in seiner aktiven Konformation von Eptifibatid gebunden
und inhibiert wurde, kam es zu einem Plateau im Verlauf des Aggregogramms. Im Gegensatz zur
Agonist-induzierten Thrombozytenaggregation schienen im Falle der TCIPA andere Mechanismen
der Thrombozytenaktivierung bzw. der Quervernetzung der Thrombozyten das inhibierte a3 zu
kompensieren, sodass es nach einer erneuten lagtime zu einer Vollaggregation kam. Zur Aufklarung
der mechanistischen Hintergriinde dieser, aypBs-unabhéngigen, sekundaren Aggregation sind

weitere Untersuchungen von Néten.
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6.3.5 Untersuchung des Einflusses weiterer Inhibitoren auf die Tumorzell-

induzierte Thrombozytenaktivierung

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden neben den bereits errterten Antagonisten thrombozytarer
Oberflachenrezeptoren weitere Inhibitoren getestet. Da diese jedoch keinen signifikanten Effekt auf
die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung hatten, oder kontrare Ergebnisse hinsichtlich der
entsprechenden Positivkontrollen aufwiesen, fasst an dieser Stelle ein tabellarischer Uberblick die

die verwendeten Inhibitoren zusammen, ohne naher auf die Ergebnisse einzugehen (Abbildung

6.19).
Zielstruktur
(Inhibitor) Konz. TRAP-6 Kollagen MDA MCF-7
0,1 uM ns - ns *
TLR4
(TAK-242) f— f
FcyRlla
(IV.3) Kr' i f
Integrin a6
(GOH3) / -
~—F
syk .
(BAY61-3606) s / F
I f
[ Y

Abbildung 6.19 — Der Einfluss weiterer Inhibitoren auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung.
Dargestellt sind die Einfliisse der jeweiligen Inhibition der Thrombozyten-stdndigen Oberflachenrezeptoren TLR4, FcyRlla,
Integrin a6, sowie des intrazelluldren Proteins syk auf die Aktivierung der Thrombozyten. Die Aktivierung der Thrombozyten
wurde nach 30-minltiger Inkubation mit den entsprechenden Inhibitoren (TAK-242, BAY-61-3606) und Antikérpern (1V.3,
GoH3) durch die Zugabe von TRAP-6 (41 uM), Kollagen (5 pg/mL) bzw. MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen (1x10%/mL)
induziert. Dargestellt ist jeweils die statistische Zusammenfassung des Einflusses der Inhibitoren auf die ATP-Freisetzung.
Darunter ist in der, der ATP-Freisetzung entsprechenden, Farbe, die jeweilige Aggregation abgebildet.

Es wurde TAK-242 als Inhibitor des thrombozytaren Oberflachenrezeptors TLR4 eingesetzt. Zudem
wurden zwei Antikérper verwendet, die entweder gegen den FcyRlla (Klon 1V.3) oder gegen die a6-
Untereinheit von Integrinen (Klon GoH3) gerichtet sind. Neben Substanzen, die der Inhibition
thrombozytarer Oberflachenstrukturen dienten, wurde zudem BAY61-3606 verwendet, das der
Inhibition der Tyrosinkinase syk diente. Der Effekt der Inhibitoren kann der Abbildung 6.19

entnommen werden.



Ergebnisse und Diskussion 123

6.3.6 Untersuchung des Einflusses von UFH auf die Tumorzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung

Neben den bisher vorgestellten selektiven Antagonisten thrombozytarer Oberflachenrezeptoren
wurde der Einfluss des UFH auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht. UFH
verfugt Uber pleiotrope Wirkmechanismen, die aus der polysulfatierten Glykosaminoglykanstruktur
des Heparins resultieren. Zum einen vermittelt es einen Antithrombin Ill-abhangigen
antikoagulatorischen Effekt (329). Zum anderen bindet und inhibiert UFH aufgrund der hohe Dichte

negativer Ladungen Adhasionsmolekile wie beispielsweise Selektine (332,333).
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Abbildung 6.20 — Der Einfluss von UFH auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des
TRP fur 30 Minuten mit UFH (1 I.E./mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A und B: Kontrollversuche. Aggregation
bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation des TRP mit UFH bzw. DPBS und Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6
(41 pM). C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation mit UFH bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231
Zellen (1x10*/mL). E und F: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit UFH bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7
Zellen (1x10%mL).

Die Préainkubation des TRP mit UFH (1 I.LE./mL) hatte keinen Effekt auf die PAR-1 vermittelte
Aggregation der Thrombozyten oder auf die Freisetzung der dichten Granula (Abbildung 6.20 A und
B).
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Die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung wurde im Gegensatz zur TRAP-6 induzierten
Aktivierung durch die Zugabe von UFH nahezu vollstandig inhibiert. Dies traf auf eine Aktivierung
der Thrombozyten sowohl durch die Zugabe von MDA-MB-231 als auch von MCF-7 Zellen zu und
spiegelte sich in einem vollstdndigen Ausbleiben der TCIPA (Abbildung 6.20 C und E) und einer
Reduktion der ATP-Freisetzung auf das Niveau ruhender Thrombozyten wider (Abbildung 6.20 D
und F).

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits die essentielle Rolle einer Tumorzell-induzierten Aktivierung
des Gerinnungssystems evaluiert. Jedoch konnten erste Hinweise auf weitere Mechanismen
gefunden werden, die nach einer initialen Aktivierung der Thrombozyten Gber Tumorzell-generiertes
Thrombin die Aktivierung der Thrombozyten weiter vorantreiben. Dies spiegelte sich beispielsweise
in einer Freisetzung unterschiedlicher Proteine aus der a-Granula wider, die durch den Einsatz des
direkten Thrombin-Inhibitors Argatroban nicht beeinflusst wurde (Abschnitt 6.2.5). Auch die
Moglichkeit einer Kompensation der Blockade des Integrins aips im Zuge der TCIPA Ilasst
Tumorzell-spezifische Mechanismen einer sekundaren Thrombozytenaktivierung vermuten.
Dementsprechend koénnte der ausgepragte Effekt des UFH auf die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung nicht nur auf der bekannten antikoagulatorischen Wirkung des UFH
beruhen, sondern unter Umstanden auf einen weiteren, Gerinnungs-unabhangigen Mechanismus
hinweisen, der durch den Einsatz von UFH ebenfalls inhibiert wird. Zur Untermauerung dieser These

sind weitere Untersuchungen notwendig.

6.4 Einfluss von P-Selektin auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung

Um der Hypothese eines Gerinnungs-unabhangigen Aktivierungsmechanismus der Thrombozyten
infolge des Kontaktes mit Mammakarzinomzellen nachzugehen, wurde in verschiedenen
Experimenten der inhibitorische Effekt unterschiedlicher Heparine auf die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung evaluiert. Wie in Abschnitt 2.3.3.6.3 erlautert, werden Heparine diverse
antimetastatische Effekte zugeschrieben, die sich auf unterschiedliche Bereiche der hamatogenen
Metastasierung erstrecken. Dazu gehdren neben dem antikoagulatorischen Effekt der Heparine
beispielweise die Inhibition verschiedener Tumor-assoziierter Enzyme wie MMP’s oder Heparanase,
die Bindung unterschiedlicher Wachstumsfaktoren oder Chemokine, sowie die Blockade
verschiedener Adhasionsmolekiile, wie P-Selektin oder VLA-4 (389-391). Demensprechend sollte
in den im Folgenden dargestellten Versuchen der Beitrag einer Heparin-vermittelten Blockade des
direkten Kontakts von Tumorzellen und Thrombozyten zu dem inhibitorischen Effekt von UFH

(Abbildung 6.20) evaluiert werden.
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6.4.1 Einfluss verschiedener Heparin-Derivate auf die Tumorzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung

Um den antikoagulativen Effekt des UFH von der Inhibition des direkten Kontaktes zwischen
Tumorzellen und Thrombozyten abzugrenzen, wurden verschiedene Derivate des Heparins bzw.
strukturverwandte Substanzen, wie beispielsweise Fondaparinux, hinsichtlich ihres Einflusses auf
die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht. Die Derivate des Heparins
unterschieden sich von UFH hinsichtlich ihrer MolekilgréRe, dem Grad der Sulfatierung und

Oxidation.

Das synthetisch hergestellte Pentasaccharid Fondaparinux entspricht der kleinsten
pharmakologisch wirksamen Struktur der Heparine. Fondaparinux inhibiert Gber die Bindung an
Antithrombin Ill, anders als UFH, ausschlie8lich den Faktor Xa (392). Aufgrund der geringen
Kettenlange und dem Vorhandensein lediglich einer 2-O-Sulfo-a-L-lduronsaure im Molekll ist
Fondaparinux nicht beféahigt signifikanten Einfluss auf Adhasionsmolekiile, wie beispielsweise P-

Selektin, zu nehmen (393).
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Abbildung 6.21 - Der Einfluss von Fondaparinux auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung.
Prainkubation des TRP fur 30 Minuten mit Fondaparinux (0,78 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A und B:
Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation des TRP mit Fondaparinux bzw. DPBS und
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Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 pM). C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Préainkubation mit
Fondaparinux bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10%/mL). E: Quantifizierung adharenter Thrombozyten,
welche mit Fondaparinux bzw. DPBS préinkubiert wurden, an MDA-MB-231 Zellen. F und G: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung
nach Prainkubation mit Fondaparinux bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%mL). H: Quantifizierung
adharenter Thrombozyten, welche mit Fondaparinux bzw. DPBS prainkubiert wurden, an MCF-7 Zellen.

Die Prainkubation des TRP mit Fondaparinux hatte keinen Einfluss auf eine TRAP-6 induzierte
Thrombozytenaktivierung (Abbildung 6.21 A und B). Auch die, durch Zugabe von MDA-MB-231
Zellen induzierte TCIPA bzw. ATP-Freisetzung konnte durch den Einsatz von 0,78 pg/mL
Fondaparinux nur nicht signifikant beeinflusst werden (Abbildung 6.21 C und D). Die MCF-7 Zell-
induzierte ATP-Freisetzung war nach Prainkubation mit Fondaparinux zwar signifikant reduziert
(Abbildung 6.21 G), der Effekt auf eine MCF-7 Zell-vermittelte TCIPA beschrankte sich jedoch auf
eine Verlangerung der lagtime. Eine Reduktion der maximalen Aggregation konnte nicht beobachtet
werden (Abbildung 6.21 F). Der geringe Effekt des Fondaparinux kénnte darin begriindet sein, dass
Faktor Xa, der bereits im Prothrombinase-Komplex gebunden ist, vor einer Fondaparinux-
vermittelten Inhibition Uber Antithrombin 1ll, geschitzt ist (394). Ein weiterer Grund kénnte jedoch
die mangelnde Bindungsfahigkeit des Fondaparinux an Adhasionsmolekiile sein. Diese Hypothese
wird von den Ergebnissen des durchgefuhrten Adhasions-Assays untermauert (Abbildung 6.21 E
und H). Die Prainkubation mit Fondaparinux verminderte weder die Zahl adharenter Thrombozyten
an MDA-MB-231 noch an MCF-7 Zellen. Fondaparinux schien dementsprechend Kkeinen

inhibitorischen Effekt auf beteiligte Adh&sionsmolekule zu haben.
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Um eine Bindung mit P-Selektin eingehen zu kénnen, benétigen polysulfatierte Glykosaminoglykane
eine Kettenldnge von mindestens sechs Saccharideinheiten (332). Um dieser Anforderung Genilge
zu leisten wurde in einem néchsten Versuch der Einfluss eines Heparin-Fragmentes untersucht, das
aus zehn Saccharideinheiten bestand. Dieses Decasaccharid wurde aus dem LMWH Dalteparin
isoliert (395).
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Abbildung 6.22 - Der Einfluss eines Decasaccharids auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung.
Prainkubation des TRP fir 30 Minuten mit Decasaccharid (100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A und B:
Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation des TRP mit Decasaccharid bzw. DPBS und
Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 pM). C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation mit
Decasaccharid bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10*mL). E: Quantifizierung adharenter
Thrombozyten, welche mit Decasaccharid bzw. DPBS prainkubiert wurden, an MDA-MB-231 Zellen. F und G: TCIPA bzw.
ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Decasaccharid bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%mL). H:
Quantifizierung adharenter Thrombozyten, welche mit Decasaccharid bzw. DPBS préinkubiert wurden, an MCF-7 Zellen.

Die Prainkubation der Thrombozyten mit 100 ug/mL Decasaccharid hatte keinen Einfluss auf die
TRAP-6 induzierte Aggregation (Abbildung 6.22 A). Die TRAP-6 vermittelte Freisetzung von ATP
war hingegen leicht reduziert (Abbildung 6.22 B).

Der Einfluss des Decasaccharids auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung war jedoch
deutlich ausgepragter. Eine MDA-MB-231 Zell-induzierte TCIPA zeigte sich zwar hinsichtlich der

erreichten Maximalaggregation unbeeinflusst, die lagtime war jedoch nach der Prainkubation mit
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dem Oligosaccharid deutlich verlangert (Abbildung 6.22 C). Ausgepragter war der inhibitorische
Effekt auf die MCF-7 Zell-induzierte TCIPA. Diese konnte durch den Einsatz des Decasaccharids

Uber den gesamten Detektionszeitraum vollkommen unterbunden werden (Abbildung 6.22 F).

Der Einfluss des Decasaccharids auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung erstreckte
sich auch auf die Freisetzung der dichten Granula, die nach Prainkubation der Thrombozyten mit
dem Oligosaccharid und der Aktivierung mittels der verwendeten Mammakarzinomzelllinien
signifikant reduziert war (Abbildung 6.22 D und G).

Neben der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung war auch die Adh&sion von, mit
Decasaccharid prainkubierten, Thrombozyten an die beiden Mammakarzinomzelllinien signifikant
reduziert (Abbildung 6.22 E und H).

Die Beobachtungen hinsichtlich des Effektes des verwendeten Decasaccharids auf die Tumorzell-
induzierte Thrombozytenaktivierung sowie auf die Adhasion der Thrombozyten an Tumorzellen
konnen als Hinweis auf eine Beteiligung von P-Selektin an der Interaktion zwischen Tumorzellen
und Thrombozyten betrachtet werden, die durch den Einsatz weiterer Heparin-Derivate weiter

untersucht werden sollte.
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Um den Effekt der Heparine auf eine mdgliche Beteiligung des P-Selektins an einer Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaktivierung deutlich von antikoagulativen Eigenschaften der Heparine
abzugrenzen, wurden chemisch modifizierte Heparin-Derivate, wie beispielsweise RO-Heparin,
verwendet. Dieses weist die originale Kettenlange von UFH auf, jedoch sind infolge einer
Glykolspaltung alle C(2)-C(3)-Bindungen nicht-sulfatierter Uronsduren gespalten (343). Dies fihrt
zu einer, im Vergleich zu UFH gesteigerten Inhibition von P-Selektin bei gleichzeitigem Verlust der

antikoagulativen Eigenschaften (343,346).

RO-Heparin
Agonist: TRAP-6
’ ° —k
1004 £ 100
= N
g, 501 '® 50
g i
S a
g E
0 T T o]
200 400
Zeit [s]
TRP + TRAP-6
TRP I TRP +TRAP-6 I + RO-Heparin (100 pg/mL)
MDA C E
,_id:_|
1004 g = “
g g 25
g % 5%
& 501 3 50 28
g i TE 50
S = £
g < [=
0 T T T 1 0
200 400 600 800
Zeit []
I TRP + MDA
TRP + MDA + RO-Heparin (100 pg/mL)
MCF-7 F
1004 g <
5 2 © g
c N 5
£ i & 8
S, 50 © c o
g T BE
[=2] o =
< = £
0 T ¥ ey
1000 2000 3000
Zeit [s]

I TRP + MCF-7
+ RO-Heparin (100 pg/mL)

TRP + MCF-7

Abbildung 6.23 - Der Einfluss von RO-Heparin auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Prainkubation
des TRP fir 30 Minuten mit Reduced Oxyheparin (RO-Heparin, 100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A
und B: Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach Préinkubation des TRP mit RO-Heparin bzw. DPBS
und Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 pM). C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit
RO-Heparin bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL). E: Quantifizierung adharenter Thrombozyten,
welche mit RO-Heparin bzw. DPBS prainkubiert wurden, an MDA-MB-231 Zellen. F und G: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung
nach Prainkubation mit RO-Heparin bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%mL). H: Quantifizierung adharenter
Thrombozyten, welche mit RO-Heparin bzw. DPBS préainkubiert wurden, an MCF-7 Zellen.

Die gesteigerte Bindungsaffinitdt des RO-Heparin an Adh&asionsmolekiile spiegelte sich in der
signifikant verminderten Zahl adharenter Thromozyten an MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen nach
Prainkubation mit RO-Heparin wider (Abbildung 6.23 E und H).
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Die Prainkubation des TRP mit 100 ug/mL RO-Heparin blockierte eine TCIPA lber den gesamten
Detektionszeitraum vollstandig (Abbildung 6.23 C und F). Auch die Tumorzell-induzierte ATP-
Freisetzung war signifikant reduziert (Abbildung 6.23 D und G).

Ein Ausbleiben der TCIPA kénnte mit der Eigenschaft des P-Selektins als Adhasionsmolekil
zusammenhangen. Eine Blockade des P-Selektins kénnte seine Funktion in der Quervernetzung
aggregierender Thrombozyten mit Tumorzellen beeintrachtigen, wodurch die Bildung stabiler
Aggregate unterbunden wirde. Neben der Thrombozytenaggregation war jedoch auch die
Freisetzung der dichten Granula signifikant beeinflusst (Abbildung 6.23 D und G). Dies spricht fur
eine direkte Beeinflussung der Thrombozytenaktivierung durch die Blockade von P-Selektin mittels

RO-Heparin.

Die Rolle eines vermeintlichen Adhasionsrezeptors in der eigentlichen Aktivierung der
Thrombozyten infolge des Kontaktes mit Tumorzellen wurde umso bemerkenswerter, wenn man sie
mit den Beobachtungen vergleicht, die im Zuge der Blockade des Integrins aupBs gemacht wurden
(Abbildung 6.18). Auch hier konnte durch die Inhibition eines Adhasionsmolekiils eine Beeinflussung
der TCIPA beobachtet werden. Jedoch war hier die sekundare Aggregation starker betroffen als die

initiale Aktivierung und die Freisetzung der dichten Granula.

Der Einsatz von RO-Heparin beeinflusste zudem signifikant die TRAP-6 induzierten ATP-
Freisetzung (Abbildung 6.23 B). P-Selektin schien auch nach der Aktivierung der Thrombozyten tUber
PAR-1 einen verstarkenden Effekt auf die Freisetzung der Granula zu haben. Die TRAP-6 induzierte
Thrombozytenaggregation war hingegen von der Blockade des P-Selektins unbeeinflusst (Abbildung
6.23 A).
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Um den Beitrag des P-Selektins zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung zu verifizieren
und mogliche, unbekannte Nebeneffekte des RO-Heparins auszuschliel3en, wurde ein weiteres
Heparin-Derivat, 2-O-Desulfatiertes Heparin, zur Kontrolle verwendet. Durch die spezifische 2-O-
Desulfatierung sind sowohl die antikoagulativen Eigenschaften als auch die Selektin-
Bindungsfahigkeit des Heparins nahezu vollstdndig aufgehoben (343).
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Abbildung 6.24 - Der Einfluss von 2-O-Desufatiertem Heparin auf die Tumorzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des TRP fur 30 Minuten mit 2-O-Desulfatiertem Heparin (2-O-Des. Hep.)
(100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A und B: Kontrollversuche. Aggregation bzw. ATP-Freisetzung nach
Préainkubation des TRP mit 2-O-Des. Hep. bzw. DPBS und Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 (41 uM). C und D:
TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit 2-O-Des. Hep. bzw. DPBS und Zugabe von MDA-MB-231 Zellen
(1xx10*mL). E: Quantifizierung adharenter Thrombozyten, welche mit 2-O-Des. Hep. bzw. DPBS prainkubiert wurden, an
MDA-MB-231 Zellen. F und G: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit 2-O-Des. Hep. bzw. DPBS und
Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%/mL). H: Quantifizierung adharenter Thrombozyten, welche mit 2-O-Des. Hep bzw. DPBS
prainkubiert wurden, an MCF-7 Zellen.

Die fehlende Bindungsfahigkeit des 2-O-Desulfatierten Heparins an Adhéasionsmolekile spiegelte
sich im durchgefihrten Adhasions-Assay wider (Abbildung 6.24 E und H). Die Prainkubation mit dem
chemisch modifizierten Heparin-Derivat hatte weder Einfluss auf die Adhasion von Thrombozyten
an MDA-MB-231 Zellen noch an MCF-7 Zellen.

Entsprechend der Erwartungen aufgrund der fehlenden antikoagulativen Aktivitat des 2-O-

Desulfatierten Heparins und der aufgehobenen Bindungsfahigkeit an P-Selektin wurden durch die
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Prainkubation des TRP mit 100 ug/mL des Heparin-Derivats weder die TCIPA (Abbildung 6.24 C
und F) noch die Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung beeinflusst (Abbildung 6.24 D und G). Auch
die TRAP-6 induzierte Thrombozytenaktivierung wurde durch den Einsatz von 2-O-Desulfatiertem
Heparin nicht beeintrachtigt (Abbildung 6.24 A und B).

Um den Beitrag von P-Selektin zur Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung klar herausstellen
zu kénnen wurde neben der Untersuchung verschiedener Heparin-Derivate der Einfluss des
selektiven Selektin-Inhibitors Bimosiamose untersucht. Bimosiamose ist ein glykosidisch-
substituiertes Biphenylderivat und weist anders als die verwendeten Derivate des Heparins keine
Oligosaccharid-Struktur auf (348).

P-Selektin Inhibitor
MDA A

(@]
e
%

—
D\c =3
_100 = £ 100
S S L5
5 B s<
9 @ & o
=1 £ Qa
g 504 £ % TE 50
o a 2
3 g 5
<
0 T 0 0
500 1000
zeits] TRP + MDA
I TRP + MDA I + Bimosiamose (100 pg/mL)
MCF-7 D F *%
—

i X =
_100 < 100
X c =
= = £g
S 2 58
T 50 © 52
S - gg 50
=] = '-E
2 <

0 ~——1 T 1 0
1000 T 2000———3000

Zeit [s]

TRP + MCF-7
+ Bimosiamose (100 pg/mL)

I TRP + MCF-7

Abbildung 6.25 - Der Einfluss der Inhibition von P-Selektin auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung.
Prainkubation des TRP fur 30 Minuten mit einem P-Selektin Inhibitor (Bimosiamose, 100 pug/mL) oder der entsprechenden
Menge DPBS. A und B: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Bimosiamose bzw. DPBS und Zugabe von
MDA-MB-231 Zellen (1x10*mL). C: Quantifizierung adharenter Thrombozyten, welche mit Bimosiamose bzw. DPBS
prainkubiert wurden, an MDA-MB-231 Zellen. D und E: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation mit Bimosiamose
bzw. DPBS und Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10*mL). E: Quantifizierung adharenter Thrombozyten, welche mit
Bimosiamose bzw. DPBS prainkubiert wurden, an MCF-7 Zellen.

Die Prainkubation des TRP mit 100 uyg/mL Bimosiamose zeigte einen deutlichen Effekt auf die
Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Die lagtime der MDA-MB-231 induzierten TCIPA
war mehr als verdoppelt und die Freisetzung von ATP aus der dichten Granula war um 80 %
reduziert (Abbildung 6.25 A und B). Die MCF-7 Zell-induzierte TCIPA wurde durch die Prainkubation
mit Bimosiamose Uber den gesamten Detektionszeitraum unterbunden (Abbildung 6.25 D). Die ATP-
Freisetzung war um mehr als 85 % gesenkt und lag damit auf dem Niveau des detektierbaren ATP
bei der Verwendung ruhender Thrombozyten (Abbildung 6.25 E). Auch die Zahl adharenter
Thrombozyten an die beiden Mammakarzinomzelllinien war durch die Préinkubation des TRP mit

Bimosiamose signifikant gemindert (Abbildung 6.25 C und F).
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Die Rolle des P-Selektins scheint sich nicht auf die eines Adhasionsmolekiils zu beschranken, das
die Bildung von Tumorzell-Thrombozyten-Heteroaggregaten unterstitzt. Vielmehr deuten
insbesondere die Ergebnisse der ATP-Freisetzung darauf hin, dass P-Selektin einen essentiellen
Beitrag zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung leistet. Ob es sich dabei um einen
Ligand-vermittelten Effekt handelte oder ob der Beitrag des P-Selektins zur Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung unabh&ngig von dem Vorhandensein potentieller P-Selektin Liganden ist,
mussen weitere Untersuchungen zeigen.

6.4.2 Einfluss einer Inhibition von P-Selektin auf die PAR-1 vermittelte

Thrombozytenaktivierung

Um den allgemeinen Einfluss des P-Selektins auf die Aktivierung von Thrombozyten naher zu

untersuchen, wurden die Versuche mit TRAP-6 als selektivem PAR-1 Agonisten wiederholt.
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Abbildung 6.26 - Der Einfluss der Inhibition von P-Selektin auf die TRAP-6 induzierte Thrombozytenaktivierung.
Prainkubation des TRP fir 30 Minuten mit Bimosiamose (100 pg/mL) oder der entsprechenden Menge DPBS. A:
Thrombozytenaggregation nach Prdinkubation des TRP mit Bimosiamose bzw. DPBS und Zugabe von TRAP-6 (41 pM).
B: ATP-Freisetzung nach Préinkubation des TRP mit Bimosiamose bzw. DPBS und Zugabe von TRAP-6 (41 uM). C:
Thrombozytenaggregation nach Préainkubation des TRP mit Bimosiamose bzw. DPBS und Zugabe von TRAP-6 (10 puM).

Der Einsatz von Bimosiamose hatte keinen Effekt auf die Thrombozytenaggregation, die durch die
Zugabe von 41 yM TRAP-6 induziert wurde (Abbildung 6.26 A). Die ATP-Freisetzung aus
Thrombozyten, die durch Zugabe der gleichen Konzentration TRAP-6 aktiviert wurden, war jedoch
signifikant reduziert (Abbildung 6.26 B). Da 41 uyM eine recht hoch gewahlte Konzentration des
PAR-1 Agonisten ist, die unmittelbar nach Zugabe zu einer Vollaggregation der Thrombozyten
fuhrte, wurde in einem nachsten Experiment eine geringere Konzentration eingesetzt (Abbildung
6.26 C). Die Zugabe von 10 uM TRAP-6 fuhrte zu einer maximalen Thrombozytenaggregation von
50 %. Durch Préainkubation des TRP mit Bimosiamose wurde die maximale Aggregation auf 25 %
gesenkt. Zudem bildeten sich scheinbar nur instabile Thrombozytenagglomerate, sodass die
Aggregation reversibel war (Abbildung 6.26 C). Diese Ergebnisse werden von den zuvor
dargestellten Effekten der unterschiedlichen Heparin-Derivate auf die TRAP-6 induzierte
Thrombozytenaktivierung unterstitzt. Fondaparinux (Abbildung 6.21) sowie 2-O-Desulfatiertes
Heparin (Abbildung 6.24) hatten keinen Effekt auf die TRAP-6 vermittelte ATP-Freisetzung. Im
Gegensatz dazu verminderte die Prainkubation des TRP mit dem P-Selektin inhibierenden

Decasaccharid (Abbildung 6.22) bzw. RO-Heparin (Abbildung 6.23) die ATP-Freisetzung nach
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Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 signifikant. Die Rolle des P-Selektins scheint sich

dementsprechend nicht auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung zu beschréanken.

Auch im Zuge einer PAR-1 vermittelten Aktivierung der Thrombozyten scheint P-Selektin, anders
als bisher angenommen, einen additiven Effekt auf die Aktivierung zu haben, die Uber seine
bekannten Eigenschaften als Adhasionsmolekil hinausgehen. Vorhergehende Arbeiten
unterstreichen die Hypothese eines Beitrags von P-Selektin zur allgemeinen Aktivierung von
Thrombozyten. Beispielsweise wiesen P-Selektin defiziente Mause im Vergleich zum Wildtyp eine
um 40 % verlangerte Blutungszeit nach einer Amputation der Schwanzspitze auf (396).

Der Einfluss von P-Selektin auf die PAR-1 vermittelte Thrombozytenaktivierung in Abwesenheit von
Tumorzellen als potentielle Trager von P-Selektin Liganden kann als Hinweis auf einen Ligand-
unabhangigen Effekt des P-Selektins auf die Thrombozytenaktivierung gewertet werden. Qi und
Kollegen zeigten, dass P-Selektin mit intrazellularem Talin-1 interagiert, was eine Aktivierung des
Integrins aupBs zur Folge hat und in der Bildung eines P-Selektin-aypBs-Talin-1 Komplexes mindet.
Die Bildung dieses Komplexes filhrt zur Akkumulation von Thrombozyten im Tumorgewebe. Die
Ergebnisse von Qi und Kollegen lieferten eindeutige Hinweise fir ein P-Selektin induziertes Ligand-
unabhangiges signaling in Thrombozyten und die Interaktion von P-Selektin mit weiteren
Adhasionsrezeptoren (323). Auch Barkalow und Kollegen beobachteten die Bildung von P-Selektin
Heterodimeren mit weiteren Proteinen als Folge einer initialen Aktvierung der Thrombozyten (397).
Um beurteilen zu kénnen, inwieweit die Assoziation mit weiteren Proteinen und die Ausbildung von
Heterokomplexen essentiell fir den Beitrag des P-Selektins zur vollstdndigen

Thrombozytenaktivierung ist, sind in Zukunft weitere Untersuchungen von Ndéten.
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6.4.3 Nachweis von P-Selektin auf der Oberflache von ruhenden Thrombozyten,

sowie nach einer Tumorzell-induzierten Aktivierung

Physiologisch befindet sich P-Selektin in ruhenden Thrombozyten in der a-Granula. Infolge einer
Aktivierung der Thrombozyten und der sich anschlieRBenden Sezernierung der a-Granula
verschmelzen die a-Granula mit der aufReren Zellmembran der Thrombozyten, sodass P-Selektin
auf der Zelloberflache prasentiert wird (284). Um die Rolle des P-Selektins wahrend der Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaktivierung néher charakterisieren zu konnen, wurde mittels
durchflusszytometrischer Untersuchungen das Basallevel von P-Selektin auf ruhenden
Thrombozyten bestimmt. Zudem wurde untersucht, wie sich die Menge von, auf der Oberflache
prasentiertem, P-Selektin nach Aktivierung der Thrombozyten mittels TRAP-6 bzw. durch Zugabe

der Mammakarzinomzellen veranderte.
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Abbildung 6.27 — Durchflusszytometrischer Nachweis von P-Selektin auf der Oberflache von Thrombozyten im
ruhenden Zustand und nach der Aktivierung mit TRAP-6 oder MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen. Der TRP wurde
jeweils vor der Aktivierung mit einem FITC-markierten Antikorper gegen P-Selektin oder einer entsprechenden
Isotypkontrolle inkubiert.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten ein geringes Basallevel P-Selektin auf der
Oberflache der Thrombozyten in recalcifiziertem TRP (Abbildung 6.27). Die Zugabe von Calcium
schien dementsprechend keine nennenswerte Praaktivierung der Thrombozyten auszulésen, die
unabhéngig von einer Aktivierung mit Tumorzellen eine Présentation von P-Selektin auf der
thrombozytaren Oberflache zur Folge gehabt hatte. Die Zugabe von 41 uM TRAP-6 oder 1x10*
MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen pro Milliliter fihrten zu einem signifikanten Anstieg detektierbaren
P-Selektins auf der Oberflache der Thrombozyten (Abbildung 6.27).

Es wurde dementsprechend postuliert, dass P-Selektin infolge einer initialen Aktivierung der
Thrombozyten aus der a-Granula an die Oberflaiche gelangt und dort, im Zuge einer sekundaren

Aktivierung, eine weiterfilhrende Rolle in der Thrombozytenaktivierung Gbernimmt.
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6.4.4 Einfluss des P-Selektins auf die spate Phase der TCIPA

Mittels Durchflusszytometrie konnte nachgewiesen werden, dass zu Beginn der Experimente die
Thrombozyten im recalcifizierten TRP keine signifikanten Mengen P-Selektin auf ihrer Oberflache
exprimierten und P-Selektin demzufolge nicht an einem initialen Kontakt mit den Tumorzellen und
der initialen Tumorzell-induzierten Aktivierung beteiligt war. Um die Rolle des P-Selektins in der

spaten Phase der TCIPA zu evaluieren, wurden entsprechende Experimente im Aggregometer
durchgefihrt.

Der TRP wurde ohne eine Prainkubation mit den verwendeten Inhibitoren vorbereitet. Die TCIPA
wurde durch die Zugabe von MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen in jeweils zwei Proben induziert.
Nach Durchlaufen des shape changes, also nach der initialen Aktivierung der Thrombozyten, wurden
jeweils einer Probe der entsprechende Inhibitor (100 pg/mL 2-O-Desulfatiertes Heparin, 100 pg/mL

RO-Heparin oder 100 pg/mL Bimosiamose) zugegeben und der weitere Verlauf der Aggregation
beobachtet.
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Abbildung 6.28 — Einfluss des P-Selektins auf die spate Phase der TCIPA. A-C: Induktion der TCIPA durch Zugabe
von MDA-MB-231 Zellen (1x104/mL). D-E: Induktion der TCIPA durch Zugabe von MCF-7 Zellen (1x10%mL). Zugabe der
jeweiligen Inhibitoren nach Durchlaufen des shape changes. Zeitpunkt der Zugabe durch Pfeile gekennzeichnet. A, D:

Zugabe von 2-O-Desulfatiertem Heparin (100 pg/mL). B, E: Zugabe von RO-Heparin (100 pg/mL). C, F: Zugabe von
Bimosiamose (100 pg/mL).

Die Zugabe von 2-O-Desulfatiertem Heparin nach Durchlaufen des shape changes hatte keinen
Einfluss auf die weiterfiihrende MDA-MB-231 Zell-induzierte Thrombozytenaggregation (Abbildung
6.28 A). Auch der Effekt auf die MCF-7 Zell-induzierte TCIPA war sehr gering (Abbildung 6.28 D).
Die Zugabe von RO-Heparin verhinderte im Gegensatz dazu die weitere TCIPA vollstandig
(Abbildung 6.28 B und E). Auch der P-Selektin Inhibitor Bimosiamose fuhrte zu einer Verzégerung
der MDA-MB-231 induzierten TCIPA (Abbildung 6.28 C) und einem Ausbleiben der weiteren
Aggregation im Falle der MCF-7 induzierten TCIPA (Abbildung 6.28 F). Die Ergebnisse korrelieren

mit denen jener Versuche, in denen der TRP vor der Zugabe der Tumorzellen mit Bimosiamose
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prainkubiert wurde (Abbildung 6.25). Es scheint dementsprechend irrelevant, ob P-Selektin bereits
wahrend der initialen Aktivierung der Thrombozyten blockiert ist, oder erst inhibiert wird, wenn die

initiale Thrombozytenaktivierung bereits erfolgt ist.

Die Méglichkeit der Einflussnahme auf die spate TCIPA durch Einsatz von P-Selektin inhibierenden
Substanzen unterstreicht die Rolle von P-Selektin fir die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung. Die initiale Aktivierung der Thrombozyten scheint unabhéngig von P-
Selektin, beispielsweise durch eine Tumorzell-induzierte Thrombin-Generierung angestol3en zu
werden (siehe Ubersichtsabbildung Abbildung 6.29).

TRAP-6 Thrombin 4—\
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weitere

Aktivierung

vollstandige, irreversible
Aggregation

vollstandige Freisetzung
der dichten Granula

Abbildung 6.29 — Ubersicht zur Verdeutlichung der Hypothese des Einflusses von P-Selektin auf die sekundare
Thrombozytenaktivierung und einer mdglichen Inhibition dieser.

Im Zuge einer initialen Aktivierung gelangt P-Selektin aus der a-Granula an die Thrombozyten-
Oberflache und nimmt eine wichtige Rolle in der weiteren Thrombozytenaktivierung
und -aggregation ein, sodass eine Blockade von P-Selektin eine fortschreitende Aktivierung der
Thrombozyten nahezu vollstandig unterbindet. Der inhibierende Effekt der Bimosiamose auf die
PAR-1 vermittelte Thrombozytenaktivierung legt die Vermutung nahe, dass sich die Rolle des P-

Selektins nicht auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung beschrankt (Abbildung 6.26).
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6.4.5 Einfluss der Inhibition von P-Selektin auf die Tumorzell-induzierte

Freisetzung verschiedener Proteine aus der thrombozytaren a-Granula

Nachdem die Bedeutung des P-Selektins fir die TCIPA und fur die Tumorzell-induzierten ATP-
Freisetzung gezeigt werden konnte, wurde in einem nachsten Schritt der Einfluss des Selektin-
Inhibitors Bimosiamose auf die Freisetzung der a-Granula evaluiert. Dazu wurde ein Proteome
Profiler Array durchgefuhrt (Abschnitt 5.6.2).
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Abbildung 6.30 - Quantifizierung der Freisetzung verschiedener Proteine aus der thrombozytidren a-Granula und
der Einfluss der Inhibition von P-Selektin auf diese. Prainkubation des TRP fur 30 Minuten mit Bimosiamose
(100 pg/mL) oder DPBS. Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Zugabe von MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen
(1x10%/mL) induziert. Die relative Konzentration der Proteine im Uberstand der aktivierten Thrombozyten wurde mittels
eines membran-basierten Antikdrper-Arrays bestimmt. Dargestellt ist die mit der Proteinmenge korrelierende Lumineszenz
(RLU).

Es wurde die Freisetzung von acht Tumor-assoziierten Proteinen aus der thrombozytaren a-Granula
untersucht. Diese waren die Wachstumsfaktoren PDGF, BDNF und Angiopoetin-1, die Zytokine
CXCL5, CCL3/CCL4 und MIF sowie PAI-1 (Abbildung 6.30).

Beide untersuchten Mammakarzinomzelllinien induzierten eine ausgepragte Freisetzung aller
Proteine. Interessanterweise wurden die Proteine PDGF, CXCL5, BDNF und Angiopoetin-1 nach
einer MDA-MB-231 Zell-induzierten Thrombozytenaktivierung in gréfierem Ausmal freigesetzt als
nach einer MCF-7 induzierten Aktivierung. Im Gegensatz dazu wurden PAI-1, CCL3/CCL4 und MIF

unabhangig von der verwendeten Zelllinie in &hnlichem Mal3 sezerniert.

Die Prainkubation des TRP mit Bimosiamose hatte je nach betrachtetem Protein unterschiedlich
ausgepragte Effekte auf dessen Freisetzung aus der a-Granula. Wahrend die Freisetzung der
meisten Proteine durch die Blockade von P-Selektin deutlich reduziert wurde, wurde die Sekretion
von PAI-1 nur wenig beeinflusst. Experimente mit Thrombozyten von P-Selektin defizienten Mausen

zeigten analog zu den hier gezeigten Ergebnissen eine Beeinflussung der Sekretion der a-Granula
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aufgrund eines Mangels an P-Selektin und eine verminderte Sekretion von VEGF nach Aktivierung
der Thrombozyten mit B16F10 Melanomzellen (398).

Die unterschiedliche Beeinflussung der Freisetzung verschiedener Proteine durch die Inhibition von
P-Selektin kénnte durch das Vorhandensein verschiedener Subpopulationen der a-Granula in

Thrombozyten zu erklaren sein, die sich in ihrem Sekretionsverhalten unterscheiden (399).

Es kann postuliert werden, dass P-Selektin mit verschiedenen Proteinen, z.B. PAI-1 in den a-
Granula colokalisiert vorliegt. Diese a-Granula werden im Zuge einer initialen
Thrombozytenaktivierung sezerniert, sodass die Inhibition von P-Selektin keinen Einfluss auf die
Freisetzung dieser colokalisierten Proteine zeigte. Andere Subpopulationen der a-Granula werden
hingegen erst zu spéteren Zeitpunkten der Thrombozytenaktivierung sezerniert, sodass die
Blockade des P-Selektins und die damit einhergehende Inhibition der sekundaren

Thrombozytenaktivierung eine verminderte Freisetzung dieser a-Granula zur Folge hatte.

initiale
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Freisetzung

weitere a———'
Aktivierung

O

vollstandige Freisetzung
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vollstandige, irreversible
Aggregation

vollstandige Freisetzung
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Abbildung 6.31 — Erweiterung der in Abbildung 6.29 dargestellten Hypothese zur Rolle des P-Selektins in der sekundéren
Thrombozytenaktivierung. Differenzierte Freisetzung der P-Selektin enthaltenden a-Granula.

Abbildung 6.31 verdeutlicht die zuvor erdrterte Hypothese des Einflusses von P-Selektin auf die
sekundare Thrombozytenaktivierung (Abbildung 6.29) und die Erweiterung der Hypothese aufgrund

der Ergebnisse zur differenzierten Freisetzung von unterschiedlichen Subtypen der a-Granula.

6.5 Beitrag von Tumorzell-stdndigen Liganden des P-Selektins zur TCIPA

Die Relevanz des P-Selektins gerade in der spaten Phase der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung konnte anhand der vorausgegangenen Versuche mit verschiedenen
Heparin-Derivaten und P-Selektin Inhibitoren belegt werden. Der Einfluss einer Inhibition von P-

Selektin auf die PAR-1 vermittelte Thrombozytenaktivierung legte die Vermutung nahe, dass die
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Rolle des P-Selektins in der Aktivierung der Thrombozyten zumindest teilweise unabhéngig von
etwaigen Liganden zu sein scheint. Um die Interaktionen zwischen thrombozytdrem P-Selektin und
Tumorzellen dennoch néaher zu charakterisieren und etwaige Einflisse Tumorzell-assoziierter P-

Selektin Liganden aufzudecken, wurde deren Rolle in einem néchsten Schritt n&her beleuchtet.

6.5.1 Nachweis der Bindung von P-Selektin an Tumorzellen

Um die generelle Bindungsféahigkeit von P-Selektin an den verwendeten Mammakarzinomzellen zu
untersuchen, wurden durchflusszytometrische Experimente unter Verwendung von rekombinantem
P-Selektin durchgefuhrt. Dieses rekombinante P-Selektin war an humanes IgG: gekoppelt, sodass
gebundenes P-Selektin mittels eines gegen dieses Fc-Fragment gerichteten sekundaren

Antikorpers detektiert werden konnte.
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Abbildung 6.32 — Durchflusszytometrische Untersuchung potentieller P-Selektin Liganden auf der Oberflache von
Tumorzellen. Inkubation von MDA-MB-231(A) bzw. MCF-7 Zellen (B) mit rekombinantem P-Selektin (Fc-Chimére) sowie
einem FITC-markiertem sekundaren Antikérper gegen das Fc-Fragment. Die Kontrollproben wurden nur mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert.

Sowohl an MDA-MB-231 als auch an MCF-7 Zellen konnte eine Bindung von rekombinantem P-
Selektin detektiert werden (Abbildung 6.32). Die im Vergleich zu Antikérper-basierten
durchflusszytometrischen Experimenten geringe Rechtsverschiebung der Kurven ist in der
vergleichsweise hohen Dissoziationskonstante von P-Selektin an seine Liganden begriindet, sodass
in den Proben wahrend der Messung ein Gleichgewicht aus gebundenem und ungebundenem P-
Selektin vorlag (193). Dennoch konnte auf Basis der durchflusszytometrischen Versuche von einem
Vorhandensein von P-Selektin Liganden auf der Oberflache der untersuchten

Mammakarzinomzellen ausgegangen werden.

6.5.2 Einfluss der P-Selektin Liganden auf die Tumorzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung

Um den Einfluss von potentiell auf Mammakarzinomzellen exprimierten Liganden des P-Selektins
auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung zu evaluieren, wurden Tumorzellen mit

rekombinantem P-Selektin inkubiert und anschlieRend hinsichtlich einer Tumorzell-induzierten
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Thrombozytenaktivierung untersucht. Die Inkubation mit rekombinantem P-Selektin diente der
Abséttigung der entsprechenden Bindungspartner, sodass diese der Interaktion mit thrombozytarem
P-Selektin entzogen wurden. Sowohl die so behandelten Tumorzellen als auch die Kontrollproben
ohne rekombinantes P-Selektin wurden mit einem Antikérper gegen FcyRlla inkubiert (Klon 1V.3,
13 pg/mL), um eine eventuelle Bindung des, an das rekombinante P-Selektin gekoppelten, Fc-
Fragments zu unterbinden.
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Abbildung 6.33 - Der Einfluss der Abséattigung von Tumorzell-standigen P-Selektin Liganden auf die Tumorzell-
induzierte Thrombozytenaktivierung. Prainkubation des TRP fur 30 Minuten mit einem Antikérper gegen FcyRlla (IV.3,
13 pg/mL). Inkubation der Tumorzellen mit rekombinantem P-Selektin (Fc-Chimare, 2,5 pug/1x10* TZ) bzw. DPBS. A und
B: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung, die durch Zugabe von entsprechend prainkubierten MDA-MB-231 Zellen (1x10%mL)
induziert wurden. C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung, die durch Zugabe von entsprechend prainkubierten MCF-7
Zellen (1x10%mL) induziert wurden.

Die Absattigung von P-Selektin Liganden auf der Oberflache von Mammakarzinomzellen hatte einen
Einfluss auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung, der je nach betrachteter Zelllinie
unterschiedlich ausgepragt war (Abbildung 6.33). Die Inkubation von MDA-MB-231 Zellen mit
rekombinantem P-Selektin zeigte keinen ausgepréagten Effekt auf die TCIPA, reduzierte die
Tumorzell-induzierte ATP-Freisetzung jedoch signifikant (Abbildung 6.33 A und B). In Bezug auf die
MCF-7 Zell-induzierte Thrombozytenaktivierung konnte ein ausgepragter Effekt einer Absattigung
von P-Selektin Liganden detektiert werden. Die lagtime der TCIPA verlangerte sich nach der
Inkubation der Tumorzellen mit rekombinantem P-Selektin auf das doppelte (Abbildung 6.33 C). Die
ATP-Freisetzung wurde um mehr als 50 % reduziert (Abbildung 6.33 D).

Diese Beobachtungen decken sich mit den Beobachtungen nach Préinkubation der Tumorzellen mit
dem P-Selektin Inhibitor Bimosiamose (Abbildung 6.25). Sowohl die Blockade von thrombozytarem

P-Selektin als auch die Absattigung von Liganden des P-Selektins auf der Oberflache von
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Tumorzellen zeigte einen Effekt auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung, wobei dieser
bei MCF-7 Zellen starker ausgepragt war als bei MDA-MB-231 Zellen.

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von P-Selektin Liganden in der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung wurden Tumorzellen mit 2F-Peracetyl-Fucose, einem Fucosyltransferase-
Inhibitor (FTI), behandelt. Daraus resultierten Zellen, die sich durch die Abwesenheit von sLe* auf
ihrer Oberflache auszeichneten. Diese Tumorzellen wurden zunachst hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit von P-Selektin im Durchflusszytometer vermessen. AnschlieBend wurden
Versuche zur TCIPA sowie zur Tumorzell-induzierten ATP-Freisetzung durchgefuhrt.
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Abbildung 6.34 — Einfluss der Inhibition der Synthese von P-Selektin Liganden auf die Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung. A und B: Durchflusszytometrische Untersuchung von MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen, die
Uber 72 Stunden mit einem Fucosyltransferase-Inhibitor (FTI) bzw. DMSO inkubiert wurden. Inkubation der Zellen mit
rekombinantem P-Selektin (Fc-Chiméare) sowie einem FITC-markiertem, sekundaren Antikdrper, der gegen das Fc-
Fragment gerichtet ist. Die Kontrollproben wurden nur mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert. C und D: TCIPA bzw.
ATP-Freisetzung nach Prainkubation von MDA-MB-231 Zellen Uber 72 Stunden mit FTI bzw. DMSO und Zugabe von
1x10%/mL Tumorzellen zu TRP. E: Quantifizierung adh&renter Thrombozyten an MDA-MB-231 Zellen, welche mit FT1 oder
DMSO prainkubiert wurden. F und G: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation von MCF-7 Zellen iber 72 Stunden
mit FTI bzw. DMSO und Zugabe von 1x10*mL Tumorzellen zu TRP. E: Quantifizierung adharenter Thrombozyten an
MCF-7 Zellen, welche mit FTI oder DMSO prainkubiert wurden.

Die Inkubation der beiden Mammakarzinomzelllinien mit einem FTI fihrte zu einer detektierbaren
Abnahme gebundenen P-Selektins, besonders an MDA-MB-231 Zellen (Abbildung 6.34 A und B).
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Die reduzierte Prasentation von P-Selektin Liganden fihrte zudem zu einer signifikanten Abnahme
adharenter Thrombozyten an den mit FTI inkubierten Tumorzellen (Abbildung 6.34 E und H).

Entgegen den Erwartungen konnte jedoch kein, bzw. lediglich ein geringer Effekt einer Inhibition der
Fucosyltransferase auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung festgestellt werden. Die
TCIPA zeigte sich weder nach Inkubation von MDA-MB-231 Zellen noch von MCF-7 Zellen jeweils
mit dem FTI beeinflusst (Abbildung 6.34 C und F). Auch die ATP-Freisetzung nach Aktivierung der
Thrombozyten mit MDA-MB-231 Zellen war durch den Einsatz eines FTI unbeeinflusst. Lediglich die
MCF-7 Zell-induzierte ATP-Freisetzung war durch die Inhibition der Fucosyltransferase signifikant
reduziert. Moglicherweise war die Inkubation mit 2F-Peracetyl-Fucose nicht ausreichend, um die
Expression von sLe*-haltigen Liganden vollstandig zu unterbinden, sodass zwar die Adhasion der
Thrombozyten an entsprechend behandelte Tumorzellen signifikant gemindert war, eine Aktivierung
der Thrombozyten jedoch nur in geringem Mal3e (bei MCF-7 Zellen) beeinflusst wurde. Eventuell
wurde die inhibierte Expression von P-Selektin Liganden seitens der Tumorzellen auch durch

alternative Mechanismen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung kompensiert.

Um gezielt den Einfluss unterschiedlicher, potentiell auf den beiden Tumorzelllinien exprimierten,
Liganden naher charakterisieren zu kénnen, wurden im Folgenden die beiden P-Selektin Liganden
CD24 und PSGL-1 untersucht. Dazu wurde zundchst die Expression der beiden

Oberflachenproteine auf den MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen mittels Durchflusszytometrie evaluiert.

A mmm MCF-7 + sek. Ak B mmm MDA + sek. Ak
mmm MCF-7 + Ak gg. CD24 + sek. Ak mmm MDA + Ak gg. CD24 + sek. Ak

o o

N N

— —

o o

o o
—_ o
g8 g2
N N
<8 28

o o

< <

o o

N N

o o

100 10! 102 103 104 10° 100 101 102 103 104 10°
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
C  mmm MCF-7 + sek. Ak D mmm MDA + sek. Ak
mmm MCF-7 + Ak gg. PSGL-1 + sek. Ak mmm MDA + Ak gg. PSGL-1 + sek. Ak

§ §
_8 _8
S8 T8
N S o
&8 £

] S

& 8

o o D

100 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abbildung 6.35 — Durchflusszytometrische Untersuchung der Expression von PSGL-1 sowie CD24 auf der
Oberflache von MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen. A und B: Prasentation von PSGL-1 auf der Oberflache von MDA-MB-
231 bzw. MCF-7 Zellen. C und D: Prasentation von CD24 auf der Oberflache von MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen. Es
handelt sich um repréasentative Graphen einer Messung (n=3).
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CD24 wird als prognostischer Marker im Zuge diagnostischer Verfahren bei Brustkrebspatientinnen
verwendet (307). Die Expression von CD24 zeigte sich bei invasiven Karzinomen im Vergleich zu
lokalen Lasionen signifikant erhdht (400). Die Beteiligung von CD24 an der Bildung von Metastasen

wurde bereits mit seiner Funktion als Ligand von P-Selektin assoziiert (401).

MCF-7 Zellen werden als CD44*/CD24* beschrieben (402). Ma und Kollegen konnten zeigen, dass
ein knockdown von CD24 in MCF-7 Zellen die Proliferation sowie Invasion der Tumorzellen minderte
und ihre Sensitivitat gegeniber Tamoxifen steigerte (403). Die durchflusszytometrischen
Untersuchungen untermauerten die hohe Dichte an CD24 auf der Oberflache von MCF-7 Zellen, die
sich in einer starken Rechtsverschiebung der mit dem entsprechendem Antikérper inkubierten
Proben manifestierte (Abbildung 6.35 A).

Im Vergleich zu MCF-7 Zellen wiesen MDA-MB-231 Zellen eine geringe CD24 Expression und damit
einhergehend eine geringe Rechtsverschiebung auf (Abbildung 6.35 B). MDA-MB-231 Zellen
werden in der Literatur als CD44*/CD24""- beschrieben (404). Dieses Profil scheint mit Stammzell-
ahnlichen Eigenschaften der Tumorzellen und einem deutlich erhéhten tumorgenen Potential

einherzugehen (405).

Theorét und Kollegen zeigten bereits, dass P-Selektin infolge der Interaktion mit seinem Liganden
PSGL-1 zu der Aktivierung von Thrombozyten sowie zur Thrombozytenadhasion und zur Bildung
von Mikroaggregaten beitrdgt (406). Hinsichtlich PSGL-1 konnte im Zuge der
durchflusszytometrischen Untersuchungen jedoch weder fir MCF-7 noch fur MDA-MB-231 eine
Expression festgestellt werden (Abbildung 6.35 C und D), sodass die Beteiligung von PSGL-1 an
der MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zell-induzierten Thrombozytenaktivierung ausgeschlossen werden

konnte.
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6.5.2.1 Einfluss von CD24 auf die Tumorzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung

Da mittels durchflusszytometrischer Versuche gezeigt werden konnte, dass sich MCF-7 Zellen im
Vergleich zu MDA-MB-231 Zellen durch eine hohe Dichte von CD24 auf ihrer Oberflache
auszeichnen (Abbildung 6.35), wird im Folgenden der Einfluss dieses P-Selektin Liganden auf die

Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung néher beleuchtet.
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Abbildung 6.36 — Beitrag von CD24 zur Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. Préinkubation der
Tumorzellen fir 30 Minuten mit einem Antikorper, der gegen CD24 gerichtet ist (SWA11, 1 pg/1x10* TZ) bzw. DPBS. A
und B: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Préainkubation von MDA-MB-231 Zellen mit SWA11 bzw. DPBS und Zugabe
von 1x10%/mL Tumorzellen zu TRP. C und D: TCIPA bzw. ATP-Freisetzung nach Prainkubation von MCF-7 Zellen mit
SWAI11 bzw. DPBS und Zugabe von 1x10*mL Tumorzellen zu TRP.

Die beiden untersuchten Mammakarzinomzelllinien wurden mit einem Antikdrper gegen CD24 (Klon:
SWAL11) prainkubiert und anschliel3end fur Experimente zur Evaluation der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung verwendet. Die Blockade von CD24 auf MDA-MB-231 Zellen hatte keinen
Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung (Abbildung 6.36 A und B). Diese Beobachtung entspricht
den Erwartungen, da zuvor mittels Durchflusszytometrie gezeigt werden konnte, dass MDA-MB-231
Zellen keine nennenswerte CD24-Expression aufweisen (Abbildung 6.35 B) und CD24
dementsprechend in Bezug auf Interaktionen zwischen MDA-MB-231 Zellen und Thrombozyten

irrelevant zu sein scheint.

Die Prainkubation von MCF-7 Zellen mit einem gegen CD24-gerichteten Antikdrper fuhrte zu einer
Verdoppelung der lagtime wahrend der TCIPA (Abbildung 6.36 C) und zu einer Reduktion der
Tumorzell-induzierten ATP-Freisetzung um 70 %. Die Interaktion zwischen CD24 auf MCF-7 Zellen
und P-Selektin, das nach einer initialen Aktivierung der Thrombozyten auf der Oberflache der
Thrombozyten prasentiert wird, scheint dementsprechend ein elementarer Mechanismus der MCF-7

induzierten Thrombozytenaktivierung zu sein.
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Um ein tieferes Verstandnis der allgemeinen Rolle von CD24 in der Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung, abseits von MCF-7 Zellen, zu erlangen, wurden die Versuche mit A375
Melanomzellen wiederholt. Dabei wurden A375 Zellen verwendet, die sich durch eine stabile
Uberexpression von CD24 auszeichneten (A375-CD24). Diese wurden mit dem Wildtyp (A375wt)
verglichen, sodass der direkte Einfluss von CD24 auf die A375 Zell-induzierte
Thrombozytenaktivierung evaluiert werden konnte.
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Abbildung 6.37 — Charakterisierung von A375wt sowie A375-CD24 Zellen hinsichtlich ihrer CD24-Expression und
der Adhasion an Thrombozyten. A: Durchflusszytometrische Untersuchung von A375wt sowie A375-CD24 Zellen
hinsichtlich der Expression von CD24 auf ihrer Oberflache. B: Quantifizierung adhérenter Thrombozyten an A375wt bzw.
A375-CD24 Zellen, welche mit einem Antikorper gegen CD24 (SWA11; 1 ug/1x10* TZ) oder DPBS prainkubiert wurden.

Routinemalfiig wurde die Transfektion der A375 Zellen mit CD24 mithilfe des Durchflusszytometers
sichergestellt. A375-CD24 Zellen zeichneten sich durch eine, im Vergleich zu A375wt Zellen,
deutlich gesteigerte Expression von CD24 auf ihrer Oberflache aus (Abbildung 6.37 A). Im néchsten
Schritt wurde der Einfluss von CD24 auf die Adh&sion der Tumorzellen an Thrombozyten untersucht
(Abbildung 6.37 B). Die Relevanz von CD24 als Bindungspartner des P-Selektins fur eine stabile
Adhasion von Tumorzellen und Thrombozyten konnte in vorhergehenden Arbeiten bereits gezeigt
werden (407). Dies korreliert mit den Beobachtungen, dass die Uberexpression von CD24 zu einer
signifikanten Steigerung der Zahl adharenter Thrombozyten an A375-CD24 Zellen im Vergleich zu
A375wt Zellen fuhrte (Abbildung 6.37 B). Die Prainkubation von A375-CD24 Zellen mit einem
Antikorper gegen CD24 fiihrte entsprechend zu einer signifikanten Abnahme der Zahl adharenter
Thrombozyten. CD24 ist dementsprechend an der Adhasion von Thrombozyten an A375 Zellen
beteiligt. Inwiefern das Oberflachenprotein auch zu der A375 Zell-induzierten
Thrombozytenaktivierung betragt, wurde in weiteren Experimenten zu TCIPA und Tumorzell-

induzierten ATP-Freisetzung untersucht.
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Abbildung 6.38 — Einfluss der Uberexpression von CD24 auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung.
A: ATP-Freisetzung nach Préinkubation von A375wt bzw. A375-CD24 Zellen mit einem Antikdrper gegen CD24 (SWA11,;
2 ug/1x108 TZ). Quantifizierung von ATP nach der Zugabe von 1x10* oder 2,5x10° Tumorzellen/mL TRP. Zudem Kontrolle
der ATP-Freisetzung aus den Tumorzellen in Puffer (grau). B und C: TCIPA nach Préinkubation von A375wt und A375-
CD24 Zellen mit SWA11 (2 ug/1x10° TZ) oder DPBS und Zugabe der Tumorzellen zu TRP. B: Zugabe von 1x10* TZ/mL
TRP. C: Zugabe von 2,5x10° TZ/mL TRP.

Die Zugabe von 1x10% A375 Zellen pro Milliliter TRP fihrte zu einer ausgepragten ATP-Freisetzung
aus der thrombozytaren dichten Granula (Abbildung 6.38 A). Die Menge an detektierbarem ATP war
sowohl nach Zugabe von A375wt Zellen als auch nach Zugabe von A375-CD24 Zellen im Vergleich
zu TRP um das Vierfache erhdht. Dies entsprach ungefahr der ATP-Freisetzung nach Zugabe von
1x10* MDA-MB-231 Zellen pro Milliliter (Abbildung 6.1). Eine Steigerung der ATP-Freisetzung durch
Uberexpression von CD24 konnte nicht beobachtet werden. Ein Einfluss des CD24-inhibierenden
Antikérpers konnte ebenfalls nicht detektiert werden (Abbildung 6.38 A). Auch auf die TCIPA hatte
die Uberexpression von CD24 sowie die Blockade von CD24 keinen Einfluss (Abbildung 6.38 C).

Um die hamatogene Metastasierung mdoglichst physiologisch abzubilden, wurden in allen
Experimenten 400x10% Thrombozyten pro Milliliter aber lediglich 1x10* Tumorzellen verwendet.
Dieses Verhéltnis von 1:40.000 ermdéglicht nur wenigen Thrombozyten den direkten Kontakt mit
Tumorzellen. Um die direkte Interaktion zwischen P-Selektin und CD24 fir eine gré3ere Anzahl
Thrombozyten zu erméglichen wurde die Konzentration an A375 Zellen auf 2,5x108/mL TRP erhoht.
Die Erh6hung der Tumorzell-Konzentration fihrte zu einer Steigerung der ATP-Konzentration um
das Dreieinhalb-fache (Abbildung 6.38 B). Dabei ist zu beachten, dass auch die Freisetzung von

ATP aus den Tumorzellen selber signifikant anstieg. Allerdings war auch bei 2,5x10% Tumorzellen
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pro Milliliter TRP kein Unterschied zwischen A375wt und A375-CD24 Zellen detektierbar. Auch der
Einsatz des CD24-neutralisierenden Antikoérpers hatte keinen Einfluss auf die Tumorzell-induzierte
ATP-Freisetzung. Ahnlich verhielt es sich bei der A375 Zell-induzierten Thrombozytenaggregation
(Abbildung 6.38 D). Leichte Unterschiede in der detektierten lagtime kénnten aus Ungenauigkeiten
der Tumorzell-Quantifizierung resultieren. Bei der Verwendung hoher Tumorzellkonzentrationen
wurden die naturlichen Limitierungen der Lichttransmissionsaggregometrie deutlich. Die Suspension
wurde durch die groRe Zahl Tumorzellen so getriibt, dass keine vollstandige Aggregation detektiert

werden konnte.

Der fehlende Einfluss von CD24 auf die A375 Zell-induzierte Thrombozytenaktivierung entsprach
nach den vorhergehenden Experimenten mit MCF-7 Zellen nicht den Erwartungen, da die Rolle fur

CD24 im Zuge der MCF-7 induzierten Thrombozytenaktivierung belegt werden konnte.

Eine Erkenntnis aus den vorausgehenden Experimenten war jedoch, dass eine intensive Tumorzell-
induzierte Thrombin-Generierung eine schnelle, vollstdndige Aktivierung der Thrombozyten zur
Folge hatte, die weitere Aktivierungsmechanismen einer sekundaren Thrombozytenaktivierung
Uberdeckte. Um zu uUberpriifen, ob auch A375 Zellen in der Lage waren, eine Aktivierung des

Gerinnungssystems zu induzieren, wurde ein Thrombin-Generierungs-Assay durchgefihrt.
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Abbildung 6.39 — Fahigkeit von A375wt sowie A375-CD24 Zellen eine Thrombin-Generierung in Thrombozyten-
armen Plasma zu induzieren. Vergleich der Thrombin-Generierung in Thrombozyten-armen-Plasma (TAPI), die durch
die Zugabe von A375wt bzw. A375-CD24 Zellen induziert wurde. Untersuchung der Konzentrationsabhéngigkeit der
Thrombin-Generierung (1x10* bzw. 5x10° TZ/mL TAPI).

A375 Zellen fuhrten nach Zugabe zu Thrombozyten-armen Plasma zu einer Konzentrations-
abhangigen, intensiven Generierung aktiven Thrombins (Abbildung 6.39). Das Ausmald der
Thrombin-Generierung entsprach in lagtime und AUC einer MDA-MB-231 Zell-induzierten

Thrombin-Generierung.

Diese Beobachtung stitzt die Hypothese, dass die Tumorzell-induzierte Thrombin-Generierung
einen elementaren Beitrag zu einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung leistet. Bei
Tumorzellen, die befahigt sind groRe Mengen aktiven Thrombins zu generieren, schienen weitere

Aktivierungsmechanismen keinen relevanten Beitrag zur Tumorzell-induzierten
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Thrombozytenaktivierung zu leisten. Tumorzellen, die eine geringe TF-Expression aufwiesen, wie
beispielsweise MCF-7 Zellen, nutzten additive Mechanismen der Thrombozytenaktivierung, die sich,
nach einer initialen Aktivierung mittels Thrombin, als unabdingbar fur die sekundére Aktivierung der

Thrombozyten zeigten.

Einen elementaren Bestandteil der sekundaren Thrombozytenaktivierung reprasentiert
thrombozytares P-Selektin. P-Selektin schien in hdchstem Maf3e sowohl Ligand-abhangig (im Falle
einer MCF-7 induzierten Thrombozytenaktivierung) als auch Ligand-unabhéngig (im Falle einer
PAR-1 vermittelten Thrombozytenaktivierung) zur weiteren Aktivierung von praaktivierten
Thrombozyten  beizutragen. Die Blockade von P-Selektin  mittels polysulfatierter
Glykosaminoglykane oder durch den selektiven Selektin-Inhibitor Bimosiamose reduzierte in
besonderem Malie die MCF-7 induzierte Thrombozytenaktivierung. Auch die mittels MDA-MB-231
Zellen oder TRAP-6 induzierte Aktivierung der Thrombozyten war durch die Blockade von P-Selektin

vermindert.

Diese Beobachtungen untermauern erneut die Hypothese, dass P-Selektin, anders als bisher
vermutet, nicht nur als Adhasionsmolekdl fur eine Bindung der Thrombozyten an Leukozyten und
die Bildung von Heteroaggregaten mit Tumorzellen verantwortlich ist, sondern dariiber hinaus aktiv
an der Aktivierung von Thrombozyten beteiligt ist. Diese Beteiligung an einer Tumorzell-vermittelten
Thrombozytenaktivierung lasst ein P-Selektin induziertes thrombozytares signaling vermuten, dass

weiter charakterisiert werden sollte.

6.6 Beteiligung von P-Selektin am thrombozytaren signaling infolge einer

Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung

Besonders der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Effekt der Inhibition von P-Selektin auf die
Freisetzung von ATP aus der thrombozytaren dichten Granula kann als deutliches Indiz fur einen
Einfluss von P-Selektin betrachtet werden, der Uber seine bloRe Funktion als Adhasionsmolekl
hinausgeht und ein P-Selektin vermitteltes signaling in den Thrombozyten vermuten lasst. Um dieses
P-Selektin vermittelte signaling naher charakterisieren zu kénnen, wurde zunachst ein Western Blot
unter Verwendung eines Antikdrpers gegen phosphoryliertes Serin, Threonin und Tyrosin
durchgefiihrt. Dieser Antikérper ermoglichte erste Hinweise auf Unterschiede im Phosphoproteom
von Thrombozyten, die vor der Aktivierung mittels Tumorzellen oder TRAP-6 mit dem P-Selektin
Inhibitor Bimosiamose prainkubiert wurden. Um sicherzustellen, dass lediglich das Phosphoproteom
der Thrombozyten erfasst wurde, wurden zudem 1x10* MDA-MB-231 bzw. MCF-7 Zellen pro
Milliliter in Thrombozyten-freiem Puffer lysiert. Das Proteom der eingesetzten Tumorzellzahl hatte
keinen Einfluss auf das Ergebnis des Western Blots (Abbildung 6.40 A rechts). Die detektierten
Anderungen im Phosphoproteom resultierten dementsprechend alleine aus der Tumorzell-

induzierten Aktivierung der Thrombozyten und nicht aus der blo3en Lyse der Tumorzellen.
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Abbildung 6.40 — Der Einfluss einer Inhibition von P-Selektin auf das thrombozytare signaling. A: Western Blot unter
Verwendung eines anti-phospho-Tyrosin/Threonin/Serin Antikdrpers. Aktivierung von TRP (nach Prainkubation mit
Bimosiamose (100 pg/mL) oder DPBS) mit TRAP-6 (41 uM), MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen (1x10%mL). Das
normalisierte Pixelvolumen der gelb markierten Bande wird in B dargestellt (n=3).

Die Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 oder Mammakarzinomzellen fiihrte zu Anderungen
im thrombozytaren Phosphoproteom (Abbildung 6.40). Besonders bei einer Proteingrof3e von
ungeféahr 30 kDa war nach Aktivierung der Thrombozyten mit MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen eine
Bande zu detektieren, deren Intensitat bei Proben, die mit Bimosiamose prainkubiert wurden,
geringer war. Besonders ausgepragt war die aus der Prainkubation mit Bimosiamose resultierende
Abnahme der Bandenintensitdt nach einer Aktivierung der Thrombozyten mit MCF-7 Zellen
(Abbildung 6.40). Diese Abnahme der Bandesintensitat war ein deutliches Indiz fur ein MCF-7 Zell-
induziertes P-Selektin signaling in Thrombozyten. Um weitere Aufschlisse Uber die an diesem
signaling beteiligten Kinasen zu erlangen, wurde ein Proteome Profiler™ Human Phospho-Kinase

Array durchgefihrt.

N
K- | —
AKT 11213 i

TOR
Src
Lyn
Lck

P —

ves oI TRP
Fgr I TRP + MCF-7

Il TRP + MCF-7 + Bimosiamose
[
A —

0 100 200 300
normalisierte Lumineszenz [%)]

Abbildung 6.41 — Phospho-Kinase Array zur Beteiligung von P-Selektin an einem Tumorzell-induzierten signaling
in Thrombozyten. Lysate von Thrombozyten, die mit 100 pg/mL Bimosiamose oder entsprechender Menge DPBS
inkubiert und mit MCF-7 Zellen (1x10%/mL) aktiviert wurden. Gelb gekennzeichnete Kinasen wurden durch Prainkubation
mit Bimosiamose deutlich beeinflusst.

Alle betrachteten Kinasen wurde auf die entsprechende Phosphorylierung in ruhenden
Thrombozyten normalisiert (Abbildung 6.41). Es zeigte sich, dass von den zwolf nachweislich in
Thrombozyten enthaltenen Kinasen besonders die beiden SFK Hck und Fyn aber auch GDK-3a/p,
AKT1/2/3 sowie ERK1/2 nach einer Aktivierung der Thrombozyten mit MCF-7 verstarkt
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phosphoryliert vorlagen. Die deutlich verminderte Phosphorylierung nach Prainkubation der
Thrombozyten mit Bimosiamose wies auf eine Beteiligung der Kinasen ERK1/2, AKT1/2/3, Fyn
sowie Hck an einem P-Selektin vermittelten signaling hin. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Phosphorylierung von ERK eine Grundvoraussetzung fur die Sekretion der thrombozytaren Granula

sowie der finalen Thrombozytenaggregation ist (408).

Schon 1997 berichteten Bradley und Kollegen, dass die Expression von Glykoproteinen oder
Glykolipiden mit funktionellen Sialinséureresten sowie N-verkniipften Kohlenhydratresten an der
Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung beteiligt sind. Retrospektiv konnte dies ein Hinweis
auf die Beteiligung von P-Selektin an der Thrombozytenaktivierung sein, da die von Bradley und
Kollegen beschriebenen Strukturen P-Selektin Liganden sind (409). Qi und Kollegen zeigten, dass
P-Selektin mit intrazellularem Talin-1 interagiert, was eine Aktivierung des Integrins o33 zur Folge
hatte und in der Bildung eines P-Selektin-a;xBs-Talin-1 Komplexes miindete. Die Bildung dieses
Komplexes fiihrte zur Akkumulation von Thrombozyten im Tumorgewebe. Die Ergebnisse von Qi
und Kollegen lieferten eindeutige Hinweise fir ein P-Selektin induziertes signaling in Thrombozyten

und die Interaktion von P-Selektin mit weiteren Adhéasionsrezeptoren (323).

Die Hinweise dieser vorangehenden Arbeiten sowie die Ergebnisse der Analyse des
Phosphoproteoms sowie des Kinase Arrays weisen eindeutig auf ein P-Selektin induziertes signaling
in Thrombozyten hin. Weitere Untersuchungen werden zuklnftig zeigen, ob dieses P-Selektin
induzierte signaling direkt Einfluss auf die Aktivierung der Thrombozyten nimmt oder ob die Rolle
des P-Selektins besonders in der Assoziation mit weiteren Proteinen und der Beeinflussung derer

liegt.
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7 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Einblicke in die molekularen Mechanismen einer Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaktivierung zu erlangen und so potentielle Angriffspunkte fur eine
antimetastatische Therapie zu identifizieren. Die Interaktion von Thrombozyten mit Tumorzellen
wurde am Beispiel der beiden Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 untersucht. Um
molekulare Mechanismen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung unabhangig von
weiteren Blutbestandteilen zu betrachten, wurden die Thrombozyten isoliert und anschlieRend
wurde in einem Puffer-basierten Testsystem gearbeitet. Dabei wurde ersichtlich, dass fir die
Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung die Zugabe einer geringen Menge Plasma sowie der
physiologischen Konzentration Calcium-lonen unabdingbar war, die nachweislich eine Tumorzell-

induzierte Thrombin-Generierung im pufferbasierten Testsystem ermdglichte.

Der durchflusszytometrische Nachweis von TF auf der Oberflache der Tumorzellen unterstrich die
Bedeutung der Tumorzell-induzierten Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems fir die

initiale Aktivierung der Thrombozyten.

Hinsichtlich der beiden Mammakarzinomzelllinien wurde festgehalten, dass MDA-MB-231 Zellen
mehr TF exprimieren als MCF-7 Zellen und dadurch eine intensivere Thrombin-Generierung
induzieren. Zusatzlich présentierten sich MDA-MB-231 Zellen in Versuchen zur Tumorzell-
induzierten Thrombozytenaktivierung als die potentere der beiden Zelllinien. Letzteres wurde sowohl
in Versuchen zur ATP-Freisetzung aus der thrombozytaren dichten Granula als auch im Zuge der

Lichttransmissionsaggregometrie gezeigt.

Um den Einfluss einer Tumorzell-induzierten Thrombin-Generierung auf molekularer Ebene zu
evaluieren, wurde der Beitrag der drei Thrombozyten-standigen Thrombin-Rezeptoren PAR-1,

PAR-4 sowie GPIb zur initiale Aktivierung der Thrombozyten untersucht.

Im Rahmen einer isolierten Inhibition der verschiedenen Rezeptoren zeigte ausschlieBlich die
Inhibition von  PAR-4 einen ausgepragten Effekt auf die  Tumorzell-induzierte
Thrombozytenaktivierung. Dies unterstreicht erneut die potente Thrombin-Generierung durch die
beiden untersuchten Mammakarzinomzelllinien, da in vorangehenden Arbeiten gezeigt werden
konnte, dass die Aktivierung von PAR-4 im Gegensatz zu einer PAR-1 Aktivierung eine hohe
Konzentration Thrombin am Rezeptor voraussetzt (142,143). Eine vollstandige Hemmung der
Thrombozytenaktivierung wurde durch die Inhibition einzelner Zielstrukturen des Thrombins nicht

erreicht.

Eine kombinierte Inhibition der beiden PAR reduzierte sowohl die Tumorzell-induzierte ATP-
Freisetzung als auch die TCIPA maRgeblich. Eine zusatzliche Blockade des GPlba reduzierte die
Thrombozytenaktivierung weiter, sodass eine Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung

nahezu vollstandig unterbunden wurde. Die beobachteten synergistischen Effekte der drei



154

Thrombozyten-stdndigen Thrombin-Rezeptoren entsprechen vorangegangenen Beobachtungen

von Estevez und Kollegen (371).

Um die mit einer Thrombozytenaktivierung einhergehende Sekretion der a-Granula zu untersuchen,
wurden Thrombozyten mit jeweils einer der beiden Mammakarzinomzelllinien coinkubiert. Die
resultierende, verstarkte Sekretion der Mehrheit der dabei betrachteten Proteine variierte in ihrem
Ausmald deutlich zwischen den einzelnen Proteinen. Die Variation flhrte zur Annahme einer
differenzierten Freisetzung der Inhalte der a-Granula. Diese Annahme wurde dadurch untermauert,
dass der Einsatz des direkten Thrombin-Inhibitors Argatroban die Freisetzung einiger Proteine
vollstéandig unterband (z.B. ENA-78, VEGF-A und EGF), die Sekretion anderer Proteine aber
weniger beeinflusste (z.B. uPA und TIMP-1).

Die differenzierte Freisetzung indizierte weiterfiihrende, Thrombin-unabhangige Mechanismen der
Tumorzell-induzierten  Granulasekretion, die sich einer initialen, Thrombin-abhangigen,

Thrombozytenaktivierung anschliel3en.

Um diese sekundaren Mechanismen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung genauer
zu untersuchen und hinsichtlich potentieller Angriffspunkte flir eine Gerinnungs-unabhéangige
antimetastatischen Therapie zu evaluieren, wurde die Beteiligung verschiedener bekannter
Aktivierungsmechanismen an der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung untersucht.
Entsprechend gezielte Inhibitionen zeigten, dass I6sliche Mediatorstoffe (z.B. ADP und Thromboxan
A>), die nach initialer Aktivierung aus den Thrombozyten freigesetzt werden und eine weitere
Aktivierung forcieren (postive feedback loop), an der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung lediglich eine untergeordnete Rolle einnehmen.

Auch die Inhibition der thrombozytaren Oberflachenrezeptoren GPVI, TLR4, FcyRlla sowie der
Integrinuntereinheit o6 zeigte keinen Einfluss auf die Mammakarzinomzell-induzierte

Thrombozytenaktivierung.

Das in ruhenden Thrombozyten inaktiv vorliegende Integrin aiuPBz scheint fur die initiale Aktivierung
der Thrombozyten keine Rolle zu spielen. Nach dem Ubergang in eine aktive Konformation infolge
der initialen Aktivierung der Thrombozyten nimmt das Adhasionsmolekdl jedoch eine wichtige Rolle
in der weiteren Aktivierung bzw. in der Querverknipfung der Thrombozyten und damit in der
Ausbildung eines stabilen Thrombus ein. Nach einer Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP-6 oder
Kollagen verhinderte die Blockade des Integrins a3 nach initialer Aktivierung und Durchlaufen des
shape changes eine weitere Aggregation der Thrombozyten vollstandig. Auch die TCIPA wurde
durch die Blockade des Integrins beeinflusst. Wiederum durchliefen die Thrombozyten,
unbeeinflusst von der Zugabe des Inhibitors, einen shape change. Danach resultierte aus der
Inhibition von aipPBs jedoch ein Plateau. Die sich an das Plateau anschlieRende sekundéare
Aggregation muindete trotz Blockade des Adhasionsmolekils in einer Vollaggregation. Die

sekundaren Mechanismen der TCIPA forcierten die weiterfihrende Aktivierung der Thrombozyten
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und kompensierten folglich eine Blockade des Integrins ausPs auf einem anderen Weg als die

isolierte Aktivierung der Thrombozyten tUber PAR-1 oder Kollagen-Rezeptoren.

Um den Einfluss der Gerinnung auf die Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung deutlich von
der des direkten Kontaktes zwischen Tumorzellen und Thrombozyten Uber Adh&sionsmolekile
abzugrenzen, wurden Heparin-Derivate eingesetzt, die sich in ihrer strukturellen Beschaffenheit und
den daraus resultierenden Charakteristika voneinander unterschieden.

Die Zugabe von UFH unterband die Thrombozytenaktivierung mittels MDA-MB-231 bzw. MCF-7
Zellen vollstandig. Das synthetische hergestellte Pentasaccharid Fondaparinux hatte hingegen
keinen Einfluss. Wahrend UFH sowohl einen Antithrombin lll-abhéngigen antikoagulatorischen
Effekt vermittelt als auch Adhasionsmolekile inhibiert, hemmt Fondaparinux vorwiegend den Faktor
Xa, ist jedoch nicht beféhigt signifikanten Einfluss auf Adhasionsmolekiile, wie beispielsweise P-
Selektin, zu nehmen (329,332,333,393). Zur Beeinflussung von Selektinen ist eine Kettenlange von
mindestens sechs Sacchariden von Noéten (332). Der Einsatz eines Heparin-Fragments, das aus
zehn Saccharid-Einheiten besteht, beeinflusste nicht nur die Anzahl an Tumorzellen adharenter
Thrombozyten, sondern reduzierte auch die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung

signifikant.

Der Einsatz verschiedener, modifizierter Heparin-Derivate unterstrich die Relevanz des P-Selektins
fur die spate Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung. RO-Heparin weist bei Verlust der
antikoagulativen Eigenschaften eine im Vergleich zu UFH gesteigerte Inhibition von P-Selektin auf

und unterband die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung vollstandig.

Daneben hatte 2-O-Desulfatiertes Heparin keinen Einfluss auf die Aktivierung der Thrombozyten.
Die spezifische 2-O-Desulfatierung dieses Heparin-Derivats hebt sowohl die antikoagulativen
Eigenschaften als auch die Selektin-Bindungsfahigkeit des Heparins nahezu vollstandig auf (343).
Die Ergebnisse wurden durch die Verwendung des spezifischen Selektin-Inhibitors Bimosiamose
untermauert, der analog zu UFH und RO-Heparin die Aktivierung der Thrombozyten vollsténdig

unterband.

Die Bedeutung von P-Selektin fir die hAmatogene Metastasierung ist bekannt (318—-321). Bisher
wurde jedoch davon ausgegangen, dass sich die Funktion des P-Selektins wahrend der
hamatogenen Metastasierung auf adh&sive Interaktionen mit entsprechenden Liganden auf
Tumorzellen und dem Endothel beschrankt (311,410). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse
weisen hingegen auf eine Funktion des P-Selektins in der Tumorzell-induzierten

Thrombozytenaktivierung hin, die weit tiber seine bloRe Rolle als Adhasionsmolekil hinausgeht.

Durchflusszytometrische Untersuchen zeigten, dass P-Selektin nach einer initialen Aktivierung der
Thrombozyten aus der a-Granula an die Oberflache gelangt und infolgedessen seinen Einfluss auf

die sekundare Aktivierung der Thrombozyten entfaltet. Dieser Einfluss auf die spate Phase der
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TCIPA konnte unter Verwendung verschiedener Heparin-Derivate sowie Bimosiamose
nachgewiesen werden: Die Zugabe der P-Selektin-inhibierenden Substanzen zu préaktivierten
Thrombozyten, die den shape change nach einer initialen Aktivierung bereits durchlaufen hatten,
unterband eine weitere Aggregation vollstandig. Untersuchungen des Sekretoms der
thrombozytaren a-Granula nach der Inhibition von P-Selektin deuteten darauf hin, dass P-Selektin
mit verschiedenen Proteinen (z.B. PAI-1) in der a-Granula colokalisiert vorliegt. Diese a-Granula
werden im Zuge einer initialen Thrombozytenaktivierung sezerniert, sodass die Inhibition von P-
Selektin keinen Einfluss auf die Freisetzung dieser colokalisierten Proteine zeigte. Andere
Subpopulationen der a-Granula werden hingegen erst zu spateren Zeitpunkten der
Thrombozytenaktivierung sezerniert, sodass die Blockade des P-Selektins und die resultierende
Inhibition der sekundaren Thrombozytenaktivierung eine verminderte Freisetzung dieser

Subpopulationen zur Folge hatten.

Ein inhibierender Effekt verschiedener P-Selektin blockierender Substanzen auf die PAR-1
vermittelte Aktivierung der Thrombozyten legte eine allgemeine Beteiligung des P-Selektins an der
Aktvierung von Thrombozyten jenseits der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung nahe,
deren genauer mechanistischer Hintergrund in weiterfihrenden Arbeiten ndher zu untersuchen ist.
Der Effekt lasst zudem vermuten, dass die Rolle des P-Selektins in der Aktivierung der
Thrombozyten zumindest teilweise unabhéangig von etwaigen Liganden des P-Selektins ist. Gestitzt
wird diese Hypothese durch den Umstand, dass in Experimenten zur Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung das Verhéltnis von Tumorzellen zu Thrombozyten 1:40.000 betrug,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass nur ein geringer Teil der Thrombozyten mit den

Tumorzellen in direktem Kontakt stand.

Um die Interaktionen zwischen thrombozytarem P-Selektin und Tumorzellen dennoch naher zu
charakterisieren, wurden Untersuchungen zu etwaigen Einflissen Tumorzell-assoziierter P-Selektin
Liganden angestellt. Vorangegangene Arbeiten zeigten bereits, dass die Uberexpression von
sialylierten, fucosylierten Muzinen, die Liganden des P-Selektins reprasentieren, auf Karzinomzellen

mit einer schlechten Gesamtprognose der Patienten assoziiert wird (410).

Die Blockade des P-Selektin Liganden CD24 auf MCF-7 Zellen fuhrte zu einer stark verminderten
Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung. Ein allgemeiner Einfluss des CD24 auf die
Aktivierung von Thrombozyten konnte jedoch unter Verwendung von CD24 Uberexprimierenden
Melanomzellen (A375) nicht bestétigt werden. Die Relevanz einer Ligand-vermittelten Interaktion
von Tumorzellen und Thrombozyten scheint von dem Thrombinbildungspotential der jeweiligen
Tumorzelllinie abzuhangen. Bei Tumorzellen, die befahigt sind grofe Mengen aktiven Thrombins zu
generieren, schienen weiterfiihrende Ligand-vermittelte Aktivierungsmechanismen keinen
relevanten Beitrag zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung zu leisten. Bei Tumorzellen,

die hingegen eine geringe TF-Expression aufwiesen, beispielsweise MCF-7 Zellen, leisten additive
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Mechanismen der Thrombozytenaktivierung, besonders tGber P-Selektin, einen elementaren Beitrag

zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung.

Diese Beobachtungen untermauern erneut die Hypothese, dass P-Selektin nicht nur als
Adhasionsmolekul fur eine Bindung der Thrombozyten an das aktivierte Endothel oder an
Leukozyten zur Bildung von Heteroaggregaten mit Tumorzellen verantwortlich ist, sondern dartber
hinaus aktiv an der Aktivierung von Thrombozyten beteiligt ist. Diese Beteiligung an einer Tumorzell-
vermittelten Thrombozytenaktivierung lasst ein P-Selektin induziertes thrombozytares signaling

vermuten, das weiter charakterisiert werden sollte.

Es konnte mittels eines Proteome Profiler™ Human Phospho-Kinase Array gezeigt werden, dass
die Inkubation der Thrombozyten mit MCF-7 Zellen zu einer verstarkten Phosphorylierung der
Kinasen Hck und Fyn, sowie GDK-3a/B, AKT1/2/3 und ERK1/2 fuhrte. Die deutlich verminderte
Phosphorylierung nach Prainkubation der Thrombozyten mit Bimosiamose wies auf eine Beteiligung
der Kinasen ERK1/2, AKT1/2/3, Fyn sowie Hck an einem P-Selektin vermittelten signaling hin.
Weitere Untersuchungen werden zukinftig zeigen, in welchem Rahmen P-Selektin auf dieses
signaling direkt, Gber die Bildung von Clustern oder Uber die Assoziation mit weiteren Proteinen und

deren Beeinflussung einwirkt.

Die Identifikation von P-Selektin als essentiellem Rezeptor in der sekundéaren Aktivierung der
Thrombozyten durch Tumorzellen eréffnet Optionen, in Zukunft gezielt in die verschiedenen Phasen
der zellularen Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und Thrombozyten einzugreifen. So kbénnte
ein elementarer Schritt der hAmatogenen Metastasierung beeinflusst oder gar unterbunden und
neue Optionen einer antimetastatischen Therapie ohne Beeinflussung des hdmostaseologischen

Systems eroffnet werden.
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9 Anhang

9.1 Abbildungsverzeichnis
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