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1 Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen

Laut dem Statistischen Bundesamt stellten Tumorerkrankungen mit 26 % in
Deutschland im Jahr 2009 nach den Erkrankungen des Kreislaufsystems mit 42 %
die zweithaufigste Todesursache nach ICD-10 Klassifikation der WHO dar [1]. Unter
diesen Todesfallen dominierten bei Frauen 2006 (197.600 Neuerkrankungen)
Tumoren der Brustdriise mit 29,3 %, des Darmes mit 16,4 % und der Lungen mit
7,4 %, wahrend bei Mannern 2006 (229.200 Neuerkrankungen) Tumorlokalisationen
besonders in der Prostata mit 26,2 %, dem Darm mit 15,8 % und der Lunge mit
14,2 % diagnostiziert wurden [2].

1.2 Charakteristika der Tumorentstehung

1.2.1 Einfluss von Genmutationen auf die Tumorentstehung

Tumorzellen entstehen durch Mutationen. Mutationen sind permanente,
unphysiologische und ungerichtete Veranderungen der DNA. Sie werden nach
Ausmald und Ort unterschieden in Genommutationen, Chromosomenmutationen,
Mutationen in repetitiven DNA-Sequenzen und Gen- oder Sequenzmutationen oder
in  Keimbahnmutationen und somatische Mutationen. Somatische Mutationen
betreffen knapp 80 % der Tumorgene, Keimbahnmutationen weitere 10 %,

Keimbahn- und somatische Mutationen zusammen die restlichen 10 %.

Eine Mutation kann sich als Funktionsgewinn (gain of function) oder Funktionsverlust
(loss of function) des betroffenen Proteins auswirken. Mutagene, die Krebs
verursachen, heil3en Kanzerogene oder Karzinogene, wobei nicht alle Mutagene
Krebs verursachen und nicht alle Karzinogene mutagen sind. Spontane Mutationen
der DNA sind mit einem Basenaustausch pro 10° Basen pro Zellgeneration sehr
selten, was an den komplexen, effektiven und schnell greifenden
Reparaturmechanismen der Zelle liegt sowie der Konservierung der genetischen
Information durch die doppelstrangige Bauweise der DNA mit komplementérer

Basenpaarung [3].
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1.2.2 Tumorgene

Sogenannte Tumorgene sind fur die Entstehung von Krebs verantwortlich oder daran
beteiligt und kénnen aufgrund unterschiedlicher Funktionsweisen in Onkogene und
Tumorsuppressorgene unterteilt werden [4]. Mutierte Gene kdnnen ohne Auswirkung
auf die Funktion der Tumorzelle bleiben (passenger mutation) oder urséchlich fir die
Entartung der Zelle sein (driver gene). Generell gilt es als erwiesen, dass fir die
Entstehung manifester Tumorerkrankungen eine einzelne genetische Veréanderung
nicht ausreicht, sondern eine konzertierte Veranderung mehrerer Protoonkogene,
Tumorsuppressorgene oder miRNA-Gene erforderlich ist [5]. Ein vielstufiger Prozess
unter Umgehung komplexer und effektiver zellularer Kontrollmechanismen (Abb. 1)
gilt als gesichert [6].

Onkogene sind zellulare oder virale Gene, deren Produkte (Onkoproteine) den
Zellzyklus und die Apoptose kontrollieren [5]. Koérpereigene Protoonkogene kdnnen
durch Mutation, Genfusion, Juxtaposition zu Transkriptionsverstarkern oder
Uberamplifikation einen Funktionsgewinn erfahren und zu tumorigenen Onkogenen
werden oder die Tumorprogression vorantreiben [7-9]. Die Proteinprodukte von
Tumorsuppressorgenen regulieren wichtige zellulare Signaltransduktionswege der
Zellzykluskontrolle, Apoptose, Genomintegritat und Morphogenese. Sie kdnnen als
Gegenspieler der Onkogene verstanden werden. lhr Funktionsverlust fihrt zu
unkontrollierter Zellteilung und Tumorwachstum. Mutatorgene kdnnen zusétzlich die
Mutationsrate dermalf3en stark erhdhen, dass es friher oder spater zur Entwicklung

einer Tumorerkrankung kommt [10].

Im Jahr 2000 waren bereits hundert potentielle Onkogene und zwanzig
Tumorsuppressorgene sowie Mutatorgene identifiziert [5]. So fuhrt eine Mutation im
ERBB2 Protoonkogen zur Uberexpression der Rezeptortyrosinkinase HER2/neu,
was mit Apoptosehemmung und Proliferationsstimulation sowie einer schlechten
Prognose bei Brustkrebs assoziiert ist [11]. Mutationen des K-RAS Onkogens fiihren
zu einer ununterbrochenen Signaltransduktion und treten gehauft bei Darm-, Lungen-
und Pankreaskrebs auf [12]. In etwa der Halfte aller Tumoren kdnnen Mutationen im
Tumorsuppressorgen TP53 nachgewiesen werden, die zu einem defekten
Transkriptionsfaktor p53 und dadurch zu einer Deregulation von Zellzyklus,

Apoptose, Migration und Invasion fuhren [13].



Einleitung

Prokanzerogen Kontrollmechanismen
Metabolische Aktivierung
Genotoxisches Karzinogen > Vletabolische Inaktivierung

DNA-Schaden

DNA-Reparaturmechanismen
Proliferation > Zellzyklus-Arrest

Y Apoptose

DNA-Mutationen

Proliferation
Onkogen-Aktivierung | > Apoptose
Tumorsuppressorgen-lnaktivierung Seneszenz
Prol#eration R > Akti\/ierung deS |mmunsystems
Tumor

Abbildung 1: Schematische Darstellung der mehrstufigen Tumorigenese sowie der kdrpereigenen
Kontrollmechanismen zur Verhinderung mutierter Zellen. Adaptiert nach [6].

1.2.3 Genomische Stabilitat und DNA-Reparatursysteme

Der Erhalt der genetischen Information in jeder einzelnen Zelle ist fir das Uberleben
und die Funktion des Organismus von entscheidender Bedeutung. Eine Vielzahl
komplexer zellularer Mechanismen erkennt (DNA-damage checkpoint) und repariert
(DNA-repair) ungerichtete Veranderungen der genomischen DNA in verschiedenen
Phasen des Zellzyklus. Wird an einem DNA-damage checkpoint durch einen Sensor
ein DNA-Schaden erkannt, wird die Zellteilung gestoppt (Zellzyklusarrest) und eine
Reparatur oder der kontrollierte Zelltod (Apoptose) Uber DNA-damage response
pathways initiiert. Den Erfolg einer DNA-Reparatur kontrollieren Erfolgssensoren, die
den Zellzyklusarrest aufheben kdnnen oder bei erfolgloser oder fehlerhafter Korrektur
Apoptose oder Seneszenz auslosen. Betreffen Mutationen Gene, die am DNA-
Schadenserkennungssystem oder am Reparatursystem beteiligt sind, pflanzt sich
der Fehler mit jeder Zellteilung auf die Tochtergeneration fort: Die genetische
Information wird instabil, die Mutationsrate erhdoht und das Krebsrisiko steigt

drastisch an [3].
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1.2.4 Verlust der Transkriptionskontrolle

In Tumoren ist laut Wagener et al. (2010) die Transkription von Genen aufgrund
verschiedener Ursachen fehlreguliert [3]:

e Mutationen von Transkriptionsfaktoren kénnen diese ausschalten, am falschen Ort
oder zum falschen Zeitpunkt aktivieren, ihre Wirkung verstarken oder die
komplette Funktion verandern

e MiRNAs sind etwa 22 Nukleotide lange, hochkonservierte, nicht kodierende
Ribonukleinsduresequenzen, die durch Bindung an die 3‘-untranslatierte Region
(3*-UTR) der mRNA im RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) deren
Expression posttranslational verhindern (gene silencing) oder den Abbau der
MRNA initiieren [14]. Gendeletionen, mutierte miRNAs oder 3’UTR-Deletion in
MmRNAs fohren zu unkontrollierter Translation und Anhaufung des
Proteinproduktes und sind mit diversen Tumoren assoziiert [15]

¢ Signalwege, die in den Transkriptionsapparat minden, kénnen gestort sein und
Veranderungen der Transkription verursachen

e Durch Methylierung von Cytosinresten in Promotoren kdnnen Gene abgeschaltet
werden. Uber diesen Mechanismus kann das zweite Allel eines
Tumorsuppressorgens abgeschaltet werden, wie fur TP53 und miRNAs in
diversen Tumoren beschrieben [16, 17]

e Mutationen, die zu Anderungen der Chromatinstruktur fiihren, tragen entscheidend
zur Fehlregulation der Transkription bei. Die Regulation der Chromatinstruktur ist
komplex und unterliegt vielen Einflussfaktoren. Phosphorylierungen an Serin- und
Threoninresten sind in DNA-Reparaturmechanismen und Chromatinkondensation
involviert. Acetylierungen von Lysinresten durch Histon-Acetyltransferasen
entfalten das Chromatin und ermdglichen die Translation, wahrend
Histondeacetylasen zur Transkriptionsrepression durch Chromatinkompaktierung
fuhren [18]. Bestimmte Mono- bis Trimethylierungsmuster an Lysin- und
Argininresten der Histone durch Histon-Methyltransferasen gehen mit
Transkriptionsaktivierung oder Transkriptionsrepression einher [19]. Diese
epigenetischen Genregulationsmechanismen durch gerichtete oder mutagene
posttranslationale Acetylierungen und Methylierungen sind vererbbar und mit

diversen Tumorerkrankungen sowie deren Progression assoziiert [20-23]
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1.2.5 Proliferation

Gesunde Zellen proliferieren, differenzieren, Uben als differenzierte Zelle ihre
Funktion aus und kdnnen in eine vorubergehende Ruhephase (Go) eintreten oder
durch den programmierten Zelltod (Apoptose) sterben [3]. Nach Hanahan und
Weinberg (2000) unterscheiden sich kultivierbare Tumorzellen von gesunden Zellen

durch funf grundlegende Aspekte [24]:

e Tumorzellen bendtigen weniger Stimuli durch externe Wachstumsfaktoren, da sie
unabhangig von Wachstumsfaktoren wachsen oder die notwendigen
Wachstumsfaktoren selbst produzieren. Dadurch sind Zellteilung und Wachstum
autonom reguliert

e Tumorzellen haben eine praktisch unbegrenzte Teilungsfahigkeit und wachsen
Uber natirliche Barrieren wie Organgrenzen hinweg

e Erhohte Resistenz gegen wachstumshemmende und apoptoseinduzierende
Signale

¢ Die Kontaktinhibition gesunder Zellen ist bei Tumorzellen aul3er Kraft gesetzt

o Haufig sind Defekte in intrazellularen Apoptosesignalwegen zu detektieren

Zwischen zwei Zellteilungen durchlaufen die Zellen die verschiedenen Phasen des
Zellzyklus und passieren die drei DNA-damage checkpoints [25]. Am Ubergang von
der G;- in die S-Phase befindet sich der wichtigste Checkpoint, der sogenannte
restriction point (Abb. 2). Wenn die Zelle keine DNA-Schaden aufweist, ausreichend
Zellorganellen fir die bevorstehende Teilung besitzt und Stimuli durch externe
Wachstumsfaktoren wie den Transformierenden Wachstumsfaktor-beta (TGF-(3,
transforming growth factor-beta) erfahrt, kann sie in die S-Phase eintreten. Am G,/M-
Checkpoint wird die Vollstandigkeit des replizierten Genoms kontrolliert und ob die
GrolRe der Zelle fur eine Teilung ausreicht. Am Anaphase- oder M/G;-Checkpoint
wird die gleichmallige Verteilung der Chromosomen auf die beiden Tochterzellen
Uberpruft. Bei Vorliegen von DNA-Schaden kommt es durch die Serin/Threonin-
Kinasen ATR und ATM zum Zellzyklusarrest, der nach erfolgter Reparatur wieder

aufgehoben werden kann oder die Zelle geht in die Go-Phase Uber.
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Abbildung 2: Zellzykluskontrolle durch Cycline, cyclinabhangige Kinasen (CDKs) und deren Inhibitoren
(CDKIs). Adaptiert nach [26].

Der Zellzyklus wird durch Cycline (Cyclin A-L) gesteuert und kontrolliert, deren
Konzentration durch gesteigerte Expression oder Ubiquitinierung und Degradation
kurzfristig erhoht oder verringert werden kann. Die Cycline aktivieren Cyclin-
abhangige Kinasen (CDK1-11), die nur im Komplex mit Cyclinen und nach erfolgter
Phosphorylierung an konservierten Doménen (Threoninreste) wichtige Proteine der
jeweiligen Zellzyklusphasen (z.B. Transkriptionsfaktoren) phosphorylieren kdnnen
[27, 28]. Proteolytischer Abbau des Cyclins, Phosphorylierung eines weiteren
Threonin- und Tyrosinrests oder Assoziation mit einem CDK-Inhibitor (CDKI) der
INK4-Gruppe (pl15, pl6, p18, pl19) oder Cip/Kip-Familie (p21, p27, p57) fuhren zur
Inaktivierung der CDKs (Abb. 2) [26]. Die Expression der CDKIs wird durch
Zellzyklusinhibitoren wie TGF-f oder Kontaktinhibition und Stresssignale wie DNA-
Lasionen oder reaktive Sauerstoffspezies aktiviert und durch Aktivierung mitogener
Signalwege wie PI3K/Akt gehemmt [29-32]. Mutationen in den Genen der
Zellzykluskontrolle findet man in vielen Tumoren wie zum Beispiel eine
Uberexpression von Cyclin D1 in Brustkrebs [33]. Weitere Beispiele zeigt Tabelle 1.
Die Gene der CDKIs gehdren =zu den am haufigsten mutierten
Tumorsuppressorgenen und fungieren als prognostische Marke in Brust-, Magen-
und Darmkrebs [34, 35]. In einigen Tumoren finden sich mutierte CDKs, die nicht

mehr durch CDKIs inhibiert werden kdnnen.
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Tabelle 1: Tumorproteine im Zellzyklus, ihre Aktivitat, zellulare Funktion und Tumore, die mit einer
Fehlfunktion dieser Proteine einhergehen. Adaptiert nach [3].

Protein Aktivitat Zellulare Funktion Tumore

Cyclin B1  Aktiviert CDK1 G./M-Ubergang Uberexprimiert in kolorektalen
Tumoren

Cyclin D1  Aktiviert CDK4 und CDK6 G,/S-Ubergang Mutiert in Mammakarzinomen und
Leukamien

Cyclin E Aktiviert CDK2 G./S-Ubergang Gene rearrangements und

Uberexpression in
Mammakarzinomen

CDK4 Phosphoryliert Rb und G,/S-Ubergang Genamplifikation in Gliomen,
andere Proteine mutiert im erblichen Melanom

P21CIP1  Inhibiert CDK2, CDK4 und G,/S-Blockade Mutiert oder epigenetisch
CDK®6 inaktiviert in vielen Tumoren

P16INK4A Inhibiert CDK4 und CDK6 G,/S-Blockade Inaktiviert und mutiert in

Melanomen und anderen Tumoren

1.2.6 Apoptose und Apoptoseschutz

Die Apoptose ist der genetisch kontrollierte Zelltod und dient der Eliminierung
ausgewahlter Zellen, beispielsweise im Rahmen von Gewebeverjingung und
Gewebekontrolle sowie der Eliminierung mutierter oder funktionsgestorter Zellen. Die
Apoptose wird in vier Phasen unterteilt: Initiation, Exekution, Phagozytose und
Degradation. Die Initiationsphase wird aktiv durch extra- oder intrazellulare

Mechanismen sowie passiv beim Entzug von Wachstumsfaktoren eingeleitet.

Extrazellular kann sich von zytotoxischen T-Lymphozyten freigesetztes Granzym B
an die Zelle anlagern (Abb.3 ) und nach Aufnahme die Exekutionscaspase-3 durch
Spaltung aktivieren [36]. Alternativ konnen Todesrezeptoren aus der TNF-
Rezeptorsuperfamilie durch Liganden wie Tumornekrosefaktor a und B (TNFa,
TNFB) oder CD95L (Fas-Ligand) aktiviert werden, wodurch der Rezeptor trimerisiert,
das Inhibitorprotein BAG-4 abst6(3t und das Adapterprotein TNFR1-associated death
domain (TRADD) an die intrazellularen Todesdomanen (Death domains, DD) binden
kann [37]. TRADD bindet TNF-receptor associated factor 2 (TRAF2) und kann uber
eine  Aktivierung des Nuclear factor kappa B (NF-kB)-Signalweges
entzindungsassoziierte Gene induzieren, Uber eine Aktivierung des MEKK/JINK-
Signalweges den Transkriptionsfaktor AP-1 und damit mitoseassoziierte Gene
aktivieren oder uUber die Bindung des Proteins FADD (FAS-associated death domain
protein) den Caspase-Weg und damit die Apoptose aktivieren [38]. FADD rekrutiert

die Initiationscaspase-8, die dann Uber Aktivierung einer Exekutionscaspase wie
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Caspase-3 zur Apoptose fuhrt [39]. Weitere extrazellulare Apoptoseinitiatoren sind
Toxine, Hormone und Stickstoffmonoxid [40-43].

Todesligand
or =)

Todesrezept
I Extrazellularraum
|
8 8 ‘ Zytosol
. Caspase-3 —
T TRADD
BAG4

I Apoptose
Pro-Caspase-8 ) mmm) —_—

Abbildung 3: Extrazellulare Apoptoseinduktion: Bindet ein Todesligand (z.B. CD95L) an den Todesrezeptor
(z.B. CD95) wirft dieser daraufhin das inhibitorische Protein BAG-4 ab und trimerisiert. In der Folge bindet
das Protein TNFR1-associated death domain (TRADD) an die intrazellularen Todesdoménen (DD) und
aktiviert durch Bindung von FAS-associated death domain protein (FADD) die Initiatorcaspase-8. Die
Initiatorcaspase-8 und u.a. Granzym B kdnnen die Effektorcaspase-3 aktivieren. Aktivierte Caspasen fuihren
zur Apoptose. Adaptiert nach [3].

Die intrinsische Initiation der Apoptose (Abb. 4) wird durch zellinterne Signale wie
DNA-Schaden ausgelost und fuhrt zu einer Aktivierung von p53, welches die
Expression des antiapoptotischen Proteins BCL-2 hemmt [44]. Nun dimerisieren die
proapoptotischen Proteine BAK und BAX und bilden Porenkomplexe in der aul3eren
Mitochondrienmembran wodurch die Permeabilitat erhdht wird (Mitochondrial outer
membrane permeabilization, MOMP) [45]. MOMP fuhrt unweigerlich zur Apoptose
durch die Freisetzung von Cytochrom c, Protonen und Ca*-lonen aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien ins Zytosol, wodurch der Protonengradient an
der inneren Mitochondrienmembran zusammen bricht. Cytochrom c bildet im Zytosol
Komplexe mit dem Protein Apoptotic protease activating factor-1 (APAF-1), der die
Pro-Caspase-9 aktiviert. Die Aktivierung der Pro-Caspase 9 kann durch Cellular
inhibitors of apoptosis (clAP-1/2) und Survivin  gehemmt werden. Die
Initiationscaspase-9 spaltet und aktiviert Pro-Caspase-3 und weitere

Exekutionscaspasen [46].
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Abbildung 4:Intrazelluldre Apoptoseinduktion: Noxen wie DNA-Schaden fuhren zur Aktivierung von p53.
p53 aktiviert die Genexpression von BAK und hemmt BCL-2, wodurch sich Porenkomplexe aus BAX- und
BAK-Homodimeren bilden koénnen, die sich in die &uBere Mitochondrienmembran einlagern und die
Permeabilitat erhéhen (Mitochondrial outer membrane permeabilization, MOMP). Cytochrom ¢, Ca**-lonen
und Protonen treten ins Zytosol aus, das Membranpotential der inneren Mitochondrienmembran bricht
zusammen und es kommt zum Verlust der fur die Zellfunktion existenziellen Mitochondrien. Zytosolisches
Cytochcrom c aktiviert im Komplex mit Apoptotic protease activating factor-1 (APAF-1) Uber Caspase
recruitment domain-containing proteins (CARD) die Initiationscaspase-9, die wiederum Exekutionscaspasen
aktiviert. Survivin und Cellular inhibitors of apoptosis (clAP-1/2) kénnen die Aktivierung von Caspase-9
verhindern. Adaptiert nach [47].

Caspase-3 und -6 leiten die Exekutionsphase durch Spaltung funktioneller Proteine
der Zelle ein. Betroffen sind u.a. Zellzyklusregulatoren (Rb, Cyclin A, p21CIP1),
Zytoskelettproteine (Aktin, Keratin, Lamine), Signalproteine (PLA2, MAP-Kinasen,
PKC, BCL-2) und DNA/RNA-metabolisierende Proteine (Topoisomerase, DNA-PK)
[3]. Im Zellkern kommt es nach Spaltung des Inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease (ICAD) zur Degradation der DNA durch DNAsen [48]. Der Abbau
des Zytoskeletts fuhrt zum Verlust der Zellstruktur und intrazellularer
Blaschenbildung (Apoptotic blebbing). Durch Verdau der Proteine FAK (Focal
adhesion kinase), PAK2 (p21-activated kinase 2) und Gelsolin kommt es zum Verlust
der Zelladhasion, zur Abschnirung von Vesikeln (apoptotic bodies) und der
Umverteilung von Membranproteinen und Phospholipiden [49, 50]. Phosphatidylserin
gelangt so auf die AufRenseite der Zellmembran, wodurch die Phagozytose der
Apoptotic bodies durch Makrophagen und Nachbarzellen vermittelt wird [51].

Grundlegende Stérungen in Apoptose auslésenden und steuernden Mechanismen
sind fur die Tumorigenese und Tumorprogression essentiell und kdnnen sogar der
Grund fur die Entstehung eines Tumors sein [52-54]. Im Rahmen der
Tumorprogression kommt es zu weiteren gravierenden Veranderungen, die aufgrund

9
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der Storung im intrinsischen Weg der Apoptoseinitiation nicht zum kontrollierten
Zelltod fuhren (Tab. 2) [3].

Tabelle 2: Ereignisse in Tumorzellen, die zu mangelnder Sensitivitdt gegeniiber externen oder internen
Apoptosesignalen fihren. Adaptiert nach [3].

Ereignis Konsequenz

BAX-Mangel Keine Offnung der Mitochondrienkanale
BCL-2-Uberschuss Mitochondrienkanéle bleiben blockiert
Caspase-8-Mutationen Keine Aktivierung der Exekutionscaspasen
CD95-Mutation Keine Weiterleitung des Apoptosesignals
FADD-Mangel Keine Aktivierung der Caspase-8
MAPK-Signalwegaktivierung Inhibition der Caspase-8-Expression
MDM2-Mutation p53-Mangel

NF-kB-Signalwegaktivierung Induktion antiapoptotischer Gene
Todesrezeptor-Mangel Keine Weiterleitung des Apoptosesignals
TP53-Mutation Keine Hemmung der BCL-Expression
Uberexpression von c-FLIP Keine Aktivierung der Caspase-8

1.2.7 Ansprechen auf Zytostatika

Zytostatika sind synthetische, partialsynthetische oder Naturstoffe mit dem Zweck
des mdoglichst selektiven Abtotens von Tumorzellen durch Nutzung bestimmter
Unterschiede zwischen Tumorzellen und gesunden Zellen. Die erhdhte
Proliferationsrate mit gesteigerten Raten der DNA-, RNA- und Proteinsynthese ist der
Hauptunterschied, weshalb die meisten Zytostatika im Zellzyklus von Tumorzellen
und nicht normalen Zellen angreifen. Aus toxischen Effekten auf gesunde, rasch
proliferierende Zellen resultieren die Nebenwirkungen der Zytostatika wie
Schleimhautveranderungen, Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen und
Immunsuppression. Innerhalb der Tumorzelle existieren vier wesentliche
Angriffspunkte: DNA, Zellzykluskinasen, Mikrotubuli und die Signaltransduktion
(Tab. 3) [26].

Aufgrund defekter =~ DNA-Reparaturmechanismen und eines  erhohten
Apoptoseschutzes in Tumorzellen kumulieren die DNA-Schaden, bis die Zelle nicht
mehr lebensfahig ist. Gesunde Zellen sind aufgrund des intakten DNA-
Reparatursystems weniger stark betroffen. Die DNA-Integritat kann durch Alkylantien
wie Stickstoff-Lost-Derivate, Alkylsulfonate oder Nitrosoharnstoffe geschadigt

werden, wodurch es zu DNA-Strangbrichen kommt [55]. Carboplatin verursacht wie

10
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Alkylantien eine Quervernetzung der DNA, wahrend Antibiotika wie Bleomycin und
Anthracycline wie Doxorubicin interkalieren und ebenso wie die Topoisomerase-
Inhibitoren wie z.B. Etoposid DNA-Strangbriiche induzieren. Basen- und
Nukleosidanaloga fuhren zur DNA-Synthesehemmung [56]. Das Basenanalogon
5-Fluorouracil hemmt u.a. die Thymidilat-Synthase, ein Enzym der
Nukleosidsynthese, wéhrend Nukleosidanaloga wie Gemcitabin und Cytarabin die
DNA- und RNA-Polymerasen hemmen [57, 58]. Methotrexat (MTX) hemmt
irreversibel die Dihydrofolatreduktase wodurch ein relativer Mangel an
Tetrahydrofolat entsteht [59]. In der Folge kommt es zu einer gestorten Purin- und
Thymidylatsynthese und Einbau von Uracil in die DNA, wodurch Strangbriiche
auftreten konnen. Ein relativ neuer Angriffspunkt sind Kinaseinhibitoren wie
Flavopiridol, welches zahireiche Zellzykluskinasen hemmt und in verschiedenen
Tumorzelllinien Zellzyklusstop und Apoptose induziert [60]. Vinca-Alkaloide wie
Vinblastin blockieren die Polymerisation der Tubulindimere, wahrend Taxane wie
Paclitaxel die Depolymerisation blockieren, wodurch sie in der Metaphase als
Mitosehemmer wirken [61, 62]. Die Signaltransduktion der Rezeptortyrosinkinasen
von Wachstumsfaktorrezeptoren wie beispielsweise VEGFR, PDGFR oder EGFR
kann extrazellular durch Antikérper gegen die Rezeptoren (z.B. Cetuximab bindet
und inaktiviert EGFR) oder die Agonisten (z.B. Bevacizumab bindet VEGF), durch
Hemmung von Rezeptortyrosinkinasen (z.B. Sorafenib hemmt VEGFR und PDGFR)
oder signalabwarts durch mTOR (Mammalian target of rapamycin)-Inhibitoren wie

Sirolimus unterbrochen werden [63, 64].

Tabelle 3: Die vier wichtigsten Angriffspunkte fir Zytostatika nach [26].

Angriffspunkt Wirkmechanismus Beispiel

DNA Alkylierung der DNA Cyclophosphamid
DNA Inhibition der DNA-Synthese Cytarabin

DNA Inhibition der Nukleosid-Synthese 5-Fluorouracil, MTX
Zellzykluskinasen Inhibition der CDK Flavopiridol
Mikrotubuli Beeinflussung der Dynamik der Mikrotubuli Vincristin
Signaltransduktion Hemmung von Rezeptortyrosinkinasen Sorafenib

Nach der Aufnahme in die Zelle werden die meisten klassischen Zytostatika
bioaktiviert bzw. mussen ihre Aktivitat behalten, bis sie ihre Zielstruktur geschadigt

haben, um den Zellzyklusarrest oder die Apoptose einzuleiten [65]. In jedem dieser
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Schritte kann sich die Tumorzelle der schadigenden Wirkung eines Zytostatikums
entziehen [66]. Generell handelt es sich dabei um gesteigerte Genamplifikation,
erhohte Genexpression oder Genmutationen in Zielstrukturen der Zytostatika oder in

Signaltransduktions- oder Metabolismuswegen [3].

Die Konzentration des Zytostatikums in der Zelle kann durch einen verminderten
Influx sowie einen erhohten Efflux sinken. Die meisten intrazellular wirkenden
Zytostatika gelangen aufgrund einer ausgepréagten Lipophilie durch passive Diffusion
uber die Zellmembran ins Zellinnere. Strukturdnderungen der Plasmamembran
gegenuber gesunden Zellen sind fir viele Zellen mit Multidrug-Resistenz (MDR)
beschrieben [67]. Einen gré3eren Einfluss auf das Anfluten des Zytostatikums in der
Zelle haben ATP-abhéngige Multidrug-Transporter wie p-Glykoprotein (Pgp), die
Multidrug resistance related proteins (MRP1-9), das Lungenresistenzprotein (LRP)
sowie der vesikulare Monoamintransporter (VMAT) [65]. Das membranstandige Pgp
wird ubiquitdr exprimiert, besonders in den Zellen von Leber, Pankreas, Niere,
Dickdarm, Dinndarm und in der Blut-Hirn-Schranke, und fungiert als Effluxpumpe fur
Xenobiotika [68, 69]. Der Zusammenhang mit der MDR von Tumoren zeigt sich bei
Betrachtung der Expression von Pgp vor und nach einer Chemotherapie: Pgp wird
bei Diagnosestellung z.B. nur in 6 % der multiplen Myelome gefunden, wahrend nach
einer Therapie (besonders VAD: Vincristin, Doxorubicin, Dexamethason) 85 % der
Resistenzen mit einer Pgp-Expression einhergehen [70]. Diese Beobachtung wurde
fur viele Tumore bestatigt [71]. Die membranstandigen MDR-Proteine MRP1-9
werden von vielen Zellen exprimiert und transportieren Xenobiotika-Glutathion-
Addukte aus den Zellen [72, 73]. Die vermittelten Resistenzen ahneln denen des Pgp
und gehen ebenfalls mit einer Expressionssteigerung der MRPs einher [65, 74].

Das zellulare Glutathion (GSH)-System dient der Detoxifizierung von Xenobiotika.
Glutathion-S-Transferasen (GST) koppeln GSH an Xenobiotika wodurch diese einen
Aktivitatsverlust und eine Loslichkeitsverbesserung erfahren und z.B. mittels MDR-
Effluxpumpen ausgeschieden werden kénnen. Tumorzellen mit Resistenzen gegen
Alkylantien weisen oft einen erhdhten GSH-Spiegel und/oder eine erhtéhte GST-
Aktivitat auf [75]. Eine erhohte Genamplifikation ist auch der Grund einer Resistenz
gegen MTX durch einen Uberschuss an Dihydrofolatreduktase [76]

Mutationen in Genen der Zielstrukturen von Zytostatika konnen diese unwirksam
machen, wie im Fall von Camptothecin und Topoisomerase | [77]. Uberexpression

von DNA-Exzisions-Reparaturenzymen wie ERCC1-3 (Excision repair cross-
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complementing rodent repair deficiency 1-3) ist der Grund einer Resistenz gegen
Platinkomplexe in der Zellkultur [78]. Weiterhin korreliert der p53-Status (Wildtyp
oder Mutante) von Zellen mit dem Ansprechen auf Zytostatika, die sich die
Apoptoseinduktion Uber den p53-Signaltransduktionsweg zunutze machen [79].
Zelllinien mit p53-Mutanten weisen haufiger Resistenzen gegen Zytostatika auf.
Ebenso weisen Zellen mit BCL-2 Uberexpression oder CD95-Mutanten eine erhéhte

Resistenz gegen Chemotherapeutika auf [80, 81].

1.2.8 Epitheliale-mesenchymale Transition

Epithelien sind ein- bis mehrschichtige Zellschichten, die Organe, Drisen- und
Exkretgange sowie andere Oberflachen innerhalb des Korpers bedecken und
Schutz-, Resorptions-, Sinnes-, Sekretions- oder Transportfunktion besitzen konnen.
Epithelzellen zeigen eine prismatische Morphologie und weisen einen Phanotyp mit
apikaler und basaler Polarisierung auf, wobei die basale Seite an eine
Basalmembran gebunden ist. Apikale und basale Membran der Epithelzellen weisen
deutliche Unterschiede in Struktur und Funktion auf. Die Integritat des Gewebes wird
durch Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten wie Adherens junctions, Tight junctions,
Gap junctions und Desmosomen gewahrleistet. E-Cadherin, a- und B-Catenin,
Zytokeratine, Desmoplakin und Okkludin werden in der Literatur als epitheliale
Markerproteine genannt [82, 83]. E-Cadherin besitzt funf extrazellulare
Immunglobulin-Doméanen, die durch adhéasive Bindungen Homodimere bilden und
Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Die zytoplasmatischen Regionen des E-Cadherins
interagieren durch Bindung von a-, - und y-Catenin mit dem Aktinskelett [84]. Aus
dem Zusammenschluss mehrerer Zell-Zell-Kontakte entstehen Adherens junctions

und Desmosomen [85].

Mesenchymale Zellen haben eine spindelférmige Morphologie und besitzen aufgrund
der weitgehend fehlenden Zell-Zell-Kontake eine erhdhte Migrationsfahigkeit. Statt
der flr epitheliale Gewebe typischen Zell-Zell-Kontakte kommt es nur zur Ausbildung
von Fokalkontakten und selten zur Bildung von Gap junctions [86]. Vimentin, N-
Cadherin, a-Smooth muscle actin (a-SMA), Fibronektin und Desmin werden in der
Literatur als spezifische mesenchymale Marker genannt [87]. Vimentin ist ein
Intermediarfilament und wird besonders in Zellen mesenchymalen Ursprungs
exprimiert. Es verbindet als Element des Zytoskeletts Nukleus, endoplasmatisches

Retikulum und Mitochondrien und fixiert sie im Zytosol. Vimentin wird eine Rolle bei
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der Signaltransduktion von der Zelloberflache in den Kern zugeschrieben sowie
Verantwortlichkeit fur Morphologie, Zytoplasmaintegritat und Zytoskelettstabilitat [88,
89]. N-Cadherin vermittelt extrazellulare Signale in die Zelle, inhibiert die Proliferation

durch Induktion von p27KIP und induziert Migration und Invasion [90].

mﬂ»%?g *’

[Eplthellale Marker: [Mesenchymale Marker:

E-Cadherin, Occludin, a-/3-Catenin, N-Cadherin, Vimentin, Fibronektin,
Claudin, Zytokeratine, Desmoplakln Desmin, a-SMA

Abbildung 5: Schematische Darstellung der EMT und typischer Marker. Adaptiert nach [91].

Die Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist ein vielstufiger Prozess, bei dem
polarisierte Epithelzellen ihre apikal-basale Polaritit sowie Zell-Zell-Kontakte
verlieren und einen fibroblastoiden, motilen, individuellen, mesenchymalen Phanotyp
annehmen (Abb. 5) [84, 90, 91]. Vielfaltige Stresssignale I6sen die Internalisierung
und den Abbau von E-Cadherin aus, wodurch es zum Verlust von Tight junctions,
Adherens junctions und Gap junctions kommt [92]. Die Zelle verliert ihre Zell-Zell-
Kontakte zugunsten von Zell-Matrix-Kontakten, ist aber resistent gegentber Anoikis
und Amorphosis [82]. Durch den Mangel an E-Cadherin kommt es zu einer
Reorganisation der Aktin-Moleklle im Zytoskelett, der Ausbildung von Aktin-
Stressfasern und dem Verlust der prismatischen Morphologie zugunsten einer
Spindelform [93]. Die EMT kann am Verlust von E-Cadherin und der steigenden
Expression mesenchymaler Markerproteine wie N-Cadherin, Vimentin, LICAM (L1
Zelladhasionsmolekul), Fibronektin, a-SMA und Desmin gemessen werden. Die Zelle

sezerniert nun andere Proteasen, Extrazellularmatrixproteine und deren Rezeptoren,
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die mit einer erhtéhten Migration, Invasion und Ausstreuung in das Gewebe
einhergehen [82].

Unter physiologischen Bedingungen ist die EMT ein wichtiger Prozess der
Embryogenese und u.a. an der Entwicklung von Herz, Skelettmuskulatur und
peripherem Nervensystem beteiligt [84]. Im adulten Gewebe tritt die EMT eher selten
auf, z.B. im Zusammenhang mit Stress, Wundheilung, Geweberemodelling und

Fibrosierung [94].

Die EMT ist heute als wesentlicher Vorgang im Rahmen der Metastasierung und
Progression von Tumoren bekannt, und geht vermutlich der Migration von
Tumorzellen voraus. Inaktivierende Mutationen des CDH1-Gens (E-Cadherin) gehen
mit einer stark ausgepréagten, diffusen Metastasierung von Tumorzellen einher und
treten besonders bei Magenkarzinomen und in 50 % der Mammakarzinome auf [83,
95]. Darlber hinaus wurde der Verlust oder die Minderexpression von E-Cadherin fir
diverse gastrointestinale Tumore (Kolon-, Osophagus-, Magen-, Pankreaskarzinome)
festgestellt [96]. Reduktion der E-Cadherin Expression in-vitro filhrte zum Ubergang
vom epithelialen zum mesenchymalen Phanotyp und war mit einer erhdhten
Invasivitat der Zellen verbunden [96]. Damit ist E-Cadherin ein wichtiger Marker der

EMT und fir das Metastasierungspotential von Tumoren.

Die Expression von E-Cadherin korreliert negativ mit den EMT-assoziierten
Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, ZEB-1, SIP1 und Twist, die an der Regulation von
Proteinen junktionaler Komplexe beteiligt sind [84, 96]. Auch die epithelialen Proteine
Claudin, Connexin, Desmoplakin, Occludin und Zytokeratine stehen unter der
negativen Kontrolle dieser Transkriptionsfaktoren [96, 97]. Dariber hinaus sind die
epithelialen Proteine negativ mit der Induktion des mesenchymalen Phanotyps und
einer gesteigerten Expression mesenchymaler Proteine wie Fibronektin und

Vitronektin assoziiert.

In der Karzinogenese wirken verschiedene Signale als Induktoren der EMT, wie die
Wachstumsfaktoren TGF-3, Bone morphogenic protein (BMP), Hepatocyte growth
factor (HGF), Platelet-derived growth factor (PDGF) und Fibroblast growth factor

(FGF), die vornehmlich vom tumorassoziierten Stroma freigesetzt werden [92].
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1.2.9 Metastasierung

Nach Aufhebung der epithelialen Zellintegritat durch EMT sowie den Erwerb eines
motilen Phanotyps kann die Tumorzelle durch Sekretion von Serinproteasen
(besonders Plasmin) und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) die Extrazellularmatrix
(EZM) auflosen, wobei diese Faktoren auch durch Stromazellen im aktivierten
Tumorstroma exprimiert werden. FUr die Tumorinvasion ist das Urokinase-Typ-
Plasminogen-Aktivator-System von besonderer Bedeutung, da die Serinprotease
Plasmin ein breites Spektrum von Matrixproteinen wie Fibronektin, Vitronektin,
Laminin und Fibrin lysiert sowie Pro-Kollagenasen an Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakten aktiviert [98, 99]. Da die Tumorzelle resistent gegen Anoikis und
Amorphosis ist, kommt es durch die gesteigerte Migrationsfahigkeit nach dem
Auflésen der Zell-Zell-Kontakte zum Eintritt der Tumorzelle in Lymph- und Blutgefal3e
(Intravasation; Abb. 6) [100]. Zirkulierende Tumorzellen aktivieren Uber die
Expression von Thromboplastin (Tissue factor, TF) Thrombozyten und
Gefalioberflachen, wodurch es zur Thrombenbildung und Adhasion an das
GefalRendothel kommt [101]. Geschiitzt durch den Thrombus um die intravaskuléren
Mikrometastase weitet die Tumorzelle das Endothel und invadiert in dahinter
liegende Gewebe (Extravasation). Uber komplexe Zell-Matrix-Interaktionen schafft
sich die Zelle ein optimales Milieu, schitzt sich vor Immunzellen (immune escape)
und induziert zur Verbesserung der Nahrstoffversorgung die Vaskularisierung durch
Freisetzung von angiogenetischen Faktoren wie VEGF, u.a. aus rekrutierten,
tumorassoziierten Makrophagen [24, 100, 102, 103]. In der Folge proliferiert die
metastasierte Zelle und bildet eine manifeste Metastase. Wahrend der
Metastasierung nutzt die Tumorzelle kdrpereigene Strukturen wie Zell-Zell-Kontakte
und Zell-Matrix-Kontakte, Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolektle, Proteasen, das
Immunsystem, das Lymph- und das Blutgefal3system in unphysiologischer Weise,

um sich einen Progressionsvorteil zu verschaffen.

Metastasen betreffen aufgrund der hdmatologischen oder lymphatischen Ausbreitung
der Tumorzellen im Koérper haufig Organe stromab des Primartumors sowie starker
durchblutete Organe. Metastasierende Tumorzellen konnen aber auch in die
Pleuramembran, das Bauchfell oder Perikard einwandern und zur Entstehung

maligner Ergtisse fuhren.
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Primartumor
Proliferation
Extravaskulare
EMT Metastasen
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& Migration
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Blutgefal3
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o / Intravaskulire
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Abbildung 6: Schematische Darstellung wichtiger Prozesse der Metastasierung. Der Primartumor proliferiert
und einzelne Zellen kénnen nach EMT den Zellverband verlassen und, oft zunachst Uber Lymphgefale, in
die Blutbahn migrieren (Intravasation). Hier zirkulieren sie und aktivieren Thrombozyten und das
Gefalendothel. Nach Adhasion des Thrombus an das Endothel und verstirkter Fibrinogenese
(intravaskulére Mikrometastasen) invadieren die metastasierenden Zellen in das darunter liegende Gewebe
(Extravasation) und bilden Metastasen, die durch verstérkte Neoangiogenese ihre Nahrstoffversorgung
sicherstellen. Die Metastasen betreffen haufig Organe stromab des Primartumors aber auch Pleuramembran,
Perikard oder Peritoneum.

1.2.9.1 Maligne Ergusse

Maligne Ergusse, die Ansammlung von abnormen Flissigkeitsmengen aus dem
Gefal3- oder Lymphsystem in Geweben oder serésen Korperhdhlen, treten bei 15 %
aller Tumorpatienten auf und sind ein Symptom bei Tumorerkrankungen beinah aller
Entitaten [104-106]. Die Genese der Ergusse ist nur teilweise geklart.
Metastasierende Tumorzellen vieler Tumorentitaten konnen in Pleuramembran,
Bauchfell oder Perikard ausstreuen und lokale Entziindungen hervorrufen [105]. In
der Folge wandern Lymphozyten und Makrophagen in die Gewebe ein und es kommt
zu einer Ausschuttung von Zytokinen, MMPs und Wachstumsfaktoren wie VEGF, der
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auch als Vascular permeability factor beschrieben wurde, wodurch die
Barrierefunktion der endothelialen und subendothelialen Gewebe aufgelockert wird,
und Flussigkeit sowie Plasmaproteine wie Albumine oder Gerinnungsfaktoren
aufgrund des erhdhten onkotischen Drucks aus den BlutgefalRen in die serbse
Kavitat  einstromen  konnen  [105, 107]. Mesothelzellen, infiltrierende
Entziindungszellen und Tumorzellen verstarken diesen Mechanismus [105, 107-
110].

Etwa 50 % aller Pleuraergisse haben eine maligne Ursache und bei 13 % der
Patienten mit Pleuraerguss ist dies der erste Hinweis auf eine ursachliche
Tumorerkrankung [111, 112]. Dem gegenuber werden nur 10 % aller Klinisch
manifesten Aszitesergisse von malignen Erkrankungen, besonders Ovarial- und
Pankreastumoren, hervorgerufen [113-116]. Bei 50 % der Patienten mit Aszites ist
dies der erste Hinweis auf eine urséchliche Tumorerkrankung [117, 118]. Die
Inzidenz fur maligne Perikardergtisse variiert von 5-53 % in Autopsien und klinischen
Studien [119]. Dabei ist ein Perikarderguss oft ein erster Hinweis auf eine urséchliche
Tumorerkrankung [120]. Maligne Ergusse gehen generell mit einer signifikant
(p < 0,05) gesteigerten Morbiditat der Betroffenen einher [121-123].

Die betroffenen Patienten leiden je nach Lokalisation und Umfang des Ergusses
unter Brust- oder Abdominalschmerzen, Atemnot, Husten, Verdauungsstdrungen,
Erbrechen, Anorexie und Kachexie, Nausea sowie einer eingeschrankten
Beweglichkeit [113, 122, 124]. Die Therapieotionen werden in Kapitel 1.3
besprochen.

1.2.9.2 Prokoagulatorischer Status im Serum und in malignen Erglssen

Etwa 90% der Tumorpatienten zeigen einen hyperkoagulatorischen
Gerinnungsstatus  [125]. Ventése Thromboembolien (VTE) sind bekannte
Komplikationen bei Tumorpatienten und bei etwa 11 % der Patienten der erste
Hinweis auf eine maligne Erkrankung [126-128]. Je nach Tumorentitdt kann die
Inzidenz fur eine manifeste VTE bis zu 28 % betragen [129]. Diagnostische
Parameter einer aktivierten Gerinnung sind F1+2 Fragmente, Spaltprodukte der
Aktivierung von Prothrombin, sowie D-Dimere, die beim enzymatischen Abbau von
Fibrin entstehen (Abb. 7). Erhohte D-Dimer Plasmaspiegel sind ein pradiktiver
Marker fir maligne Erkrankungen [130]. Weiterhin korrelieren F1+2-Spiegel,
D-Dimere und Prothrombinspiegel mit dem Tumorstadium und der Lymphknoten-
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Metastasierung bei Patienten mit Magentumoren [131]. Ferner weisen Patienten mit
gynékologischen Tumoren erhohte F1+2 Spiegel auf [132]. Anhand erhohter
Plasmaspiegel fiur D-Dimere und F1+2 lassen sich vendse Thromboembolien

vorhersagen [133].

In malignen Ergussen wurden alle Gerinnungsfaktoren der extrinsischen Kaskade
(Faktor Il, V, VII, X, TF) sowie erhohte Spiegel fur F1+2 Fragment und D-Dimere
nachgewiesen [107, 134]. Tatsachlich kdnnten Tumorzellen in Erglssen das
Gerinnungssystem durch Expression von Gewebefaktor und dem hypothetischen
Cancer procoagulant direkt aktivieren oder indirekt durch Ausschittung von
Zytokinen in mononuklearen Zellen die Expression prokoagulatorischer Proteine
stimulieren [135, 136]. Fibrin tritt in vielen Tumorgeweben auf und scheint das
Tumorwachstum durch Neoangiogenese und eine Schutzfunktion vor Angriffen

immunkompetenter Zellen zu férdern [137].

1.2.9.3 Thrombin

Die Vitamin K-abhangige Serinprotease Thrombin (Faktor lla, Flla) ist das
Schlusselenzym der Gerinnungskaskade und wird bei Gefal3verletzungen oder
Thrombozytenaktivierung nach Oberflachenkontakt aus seinem  Vorlaufer
Prothrombin (Faktor II, FIl) durch Abspaltung der Prothrombinfragmente 1+2 (F1+2)
im Prothrombinasekomplex aktiviert (Abb. 7). Frei zirkulierender Flla wird aufgrund
seiner unkontrollierten proteolytischen und prokoagulatorischen Aktivitat sofort durch
Antithrombin Il (AT Ill) im Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT) inaktiviert. Die
Hauptfunktion des Flla ist die Aktivierung der Fibrinpolymerisation wahrend der
sekundaren Hamostase durch proteolytische Abspaltung der Fibrinopeptide A und B
(FPA+B) vom Fibrinogen, wodurch dieses unldslich wird und zusammen mit
aktivierten Thrombozyten einen Thrombus bildet. Flla bindet als ein potenter

Plattchenaktivator am Proteinase-aktivierten Rezeptor 1 und 4 (PAR-1/4).

Der prokoagulatorischen Wirkung von Flla steht die antikoagulatorische gegeniber.
Der Komplex aus membranstandigem Thrombomodulin und Flla kann Protein C (PC)
aktivieren. Aktiviertes Protein C (aPC) ist zusammen mit Protein S nach Bindung an
Phospholipidoberflachen ein potenter physiologischer Gerinnungsinhibitor und
hemmt die Faktoren Va und Vllla sowie Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)
[138].
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Durch Flla aktivierte Endothelien exprimieren vermehrt E- und P-Selektine, die das
transiente rolling von chemotaktischen Immunzellen vermitteln und damit einen
Schlusselmechanismus der Leukozytenchemotaxis darstellen [139, 140]. Die PAR-1
vermittelte Freisetzung von Prostacyclin aus dem Endothel wirkt antiinflammatorisch,
hamostaseolytisch, antimitogen und antiproliferativ [140, 141]. Flla regt in diversen
Zellen die Synthese von Plattchen-aktivierendem Faktor (PAF) an, einem potenten
Mediator in Hamostase und Inflammation. PAF aktiviert Granulozyten und
Monozyten, induziert Interleukin-1 (IL-1) und fuhrt zur Thrombozytenaggregation
[140].

FPA+B
= ) = o

Fl+2

[Antithrombin 1] ]

Prothrombin i> > | TAT

Faktor Xa

Abbildung 7: Endstrecke der Gerinnungskaskade, schematisch. F1+2 und D-Dimere gelten als klinische
Marker flr ein aktiviertes Gerinnungssystem.

Die Thrombozytenaggregation ist ein essentieller Schritt der Metastasierung vieler
Tumorzellen [142]. Durch die Expression von TF auf Tumorzellen und dem
GefalRendothel kommt es zur Aktivierung von Flla. Flla fohrt zur Bildung von
Glykoprotein llb/llla abhéngigen Tumorzell-Thrombozyten-Emboli und deren
Adhasion am Endothel, wodurch das Uberleben der Tumorzellen im GefaRsystem
verlangert wird [143]. Durch Flla stimulierte Thrombozyten, Endothel- und
GefalBmuskelzellen exprimieren diverse tumorprogressive Wachstums- und
Angiogenesefaktoren wie NF-kB, PDGF, FGF, IL-8, VEGF und VEGFR [144-149].
Flla induziert in-vitro konzentrationsabhéngig Proliferation oder  wirkt
apoptoseinduzierend [134, 150]. Es fordert durch die Expression von
Adhéasionsproteinen wie ICAM-1, VCAM-1, P-Selektin, Integrin allbB3 und GPIIb-llla-
like structures auf Tumor- und Endothelzellen die Adh&sion von Monozyten und
Tumorzellen ans Endothel [151-153]. Weiterhin beeinflusst Flla die
Endothelbarrierefunktion durch Auflésung von Adherens junctions, die durch
vaskulares endotheliales Cadherin (VEC) und Catenine gebildet werden, was mit der
Tumorprogression korreliert [154, 155]. Eine Migrationsinduktion durch Flla konnte
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bei GefalBmuskelzellen, -endothelzellen und diversen Tumorzellen beobachtet
werden und geht teilweise mit einer erhéhten Expression von MMPs einher [156-
159]. Eine durch Flla gesteigerte Expression von MMPs ist u.a. ursachlich fir die

ausgepragte Migration von Brust- und Ovarialkrebszellen [160-163].

Zusammenfassend ist Flla ein potentes Mitogen, induziert Proliferation,
Angiogenese, Adhasion, Migration und Invasion in benignen und malignen Zellen.
Die Effekte sind oft konzentrationsabhéngig ambivalent. Die meisten dieser Effekte
sind PAR vermittelt und werden in Kapitel 1.2.9.5 besprochen.

1.2.9.4 Faktor Xa

Faktor Xa (FXa, Stuart-Prower-Faktor, Thrombokinase) ist eine Vitamin K-abhéngige
Serinprotease und wird im Rahmen der Ha&mostase durch einen Komplex aus
Thromboplastin (TF) und Faktor Vlla aktiviert (extrinsischer Pfad) oder durch einen
Komplex aus Faktor IXa und Vllla (intrinsischer Pfad). FXa spaltet seinerseits F1+2
vom Prothrombin ab und initiiert damit die Gerinnungsphase. FXa wird u.a. durch AT
[l inaktiviert [138].

Neben seiner Schlisselrolle in der Hamostase sind fur FXa Uber die Aktivierung von
PAR-1 und PAR-2 weitreichende Effekte in diversen Zellsystemen beschrieben. Die
Halfte aller PAR-2-defizienten Mausen stirbt direkt nach der Geburt mit Hinweis auf
Stérungen der GefaRBentwicklung [164]. Akute und chronische Verletzungen im
Lungengewebe sowie eine renale Fibrose gehen mit einer erhdhten PAR-2
Expression einher [165, 166]. Uber PAR-2 fiihrt FXa zur Differenzierung von
Fibroblasten und einer gesteigerten Sekretion von PAI-1, TGF-B1, IL-6, IL-8,
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und PDGF, die potente profibrotische,
mitogene und inflammatorische Faktoren sind [167-171]. FXa vermittelt die
Proliferation und Migration von glatten Gefaldmuskelzellen und ist an der Bildung
atherosklerotischer Plaques beteiligt [172]. In Fibroblasten zeigt FXa durch Erh6hung
der Sekretion von VEGF und MMPs eine gesteigerte angiogenetische Wirkung [170,
173].

Tumorzellen exprimieren verstarkt Cancer procoagulant und TF, Aktivatoren von FXa
[101, 136]. Neben der potenten Aktivierung von Flla und dessen Einfluss kann FXa
selbst an PAR-1 und PAR-2 diverse Effekte induzieren. So kann an MDA-MB-231
Brustkrebszellen durch Stimulation mit FXa die Migrationsrate in Abhangigkeit von
der Anzahl exprimierter PAR-1 bzw. PAR-2 erhoht werden [174, 175]. In
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serumstarvierten Adr-MCF-7 Brustkrebszellen fuhrt FXa bzw. der FVIla/FXa-Komplex
Uber eine gesteigerte Expression von Survivin zu einer Reduktion der Apoptoserate
um 50 % [176]. Dagegen konnte FXa PAR-1 abhangig die Migration in MDA-MB-231
und MCF-7 Brustkrebszellen in einer anderen Untersuchung hemmen [177]. In
diversen Tumorzelllinien 16st FXa Apoptose aus, auf einige Tumorzelllinien wirkt die

Serinprotease jedoch antiapoptotisch [176, 178].

1.2.9.5 Proteinase-aktivierte Rezeptoren

Die vier Isoformen des Proteinase-aktivierten Rezeptors (PAR 1-4) stellen eine
Untergruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren dar [179, 180]. Die Aktivierung
der heptahelikalen Transmembranproteine erfolgt am extrazellularen N-Terminus
nach Bindung an das aktive Zentrum von Serinproteasen durch irreversible
Proteolyse, wodurch ein versteckter, spezifischer Ligand (Tab. 4; Abb. 8) freigelegt
wird [181]. Der freigelegte Ligand besteht aus den ersten sechs Aminosauren des
neuen N-Terminus und autoaktiviert den Rezeptor an der zweiten extrazellularen
Ligandenbindestelle, wodurch die bevorzugt G-Protein vermittelte Signaltransduktion
initiiert wird [182-184]. Fur alle vier PAR sind zahlreiche aktivierende Serinproteasen,
die Sequenz der aktivierenden hexapeptidischen Liganden, Signal-Effektoren sowie
Mechanismen, die zum Signalabbruch fiihren, beschrieben (Tab. 4) [180, 182, 183,
185]. Das extrazellular vom PAR-1 abgespaltene Oligopeptid Parstatin besitzt eine
hemmende Wirkung auf die VEGF und FGF vermittelte Angiogenese, der

Mechanismus ist jedoch bisher unklar [186].

Wichtige aktivierende Serinproteasen sind Flla (PAR-1, -3, -4) und FXa (PAR-1, -2).
Die Aktivierung der PAR induziert eine Konformationsdnderung der
transmembranaren Doméanen des Rezeptors, wodurch unterschiedliche G-Proteine
gebunden werden [187, 188]. Je nach gebundener a-, B- und y-Untereinheit des G-
Proteins werden unterschiedliche Signalkaskaden mit Einfluss auf Mitogenese,
Proliferation, Zelldifferenzierung, Adhasion, Sekretion oder Motiliat der jeweiligen
Zellen angestol3en (Abb. 8) [180, 182, 183]. Aktivierte PAR-1 und PAR-2 binden
besonders an multiple heterotrimere G-Proteine wie G;, Gq und Giz13 [189, 190].
PAR-4 bindet bevorzugt an G4 und G123, Wahrend PAR-3 lange nur eine Funktion
als Kofaktor von PAR-4 zugeschrieben wurde [191]. Mittlerweile sind jedoch auch fir

PAR-3 autonome Effekte nachgewiesen [192].
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Dartber hinaus interagieren aktivierte PAR-1 und PAR-2 mit diversen
Adapterproteinen ohne eigene proteolytische Aktivitdt. Der Einfluss von PAR-1 auf
das Zytoskelett neuronaler Zellen ist von einer Bindung an HSP90 und Kreatinkinase
abhangig [193, 194]. Ein RhoA unabhangiger Einfluss auf das Aktinskelett kommt
durch eine Bindung von PAR-1 an das in Fokalkontakten angereicherte
Phosphoprotein Zyxin zustande [195]. B-Arrestine steuern die Intensitat und Dauer
des G-Protein vermittelten Signals sowie die Transduktion des Signals in die Zelle,
indem sie als Geristproteine eigenstandige Signalkomplexe (Signalosom) mit den
Rezeptor assoziierten Effektorproteinen bilden [196, 197]. Fur PAR-2 konnte eine
Ko-Internalisierung mit B-Arrestinen nachgewiesen werden, woraus eine
vesikelvermittelte ERK1/2-Aktivitat mit Anderung des Aktinskeletts und der
Zellmigration resultierte [198]. Darlber hinaus bindet PAR-2 an Jabl und stabilisiert

so den Transkriptionsfaktor AP-1, einen Komplex aus c-Jun und Jun-D [199].

Tabelle 4: Versteckte Liganden, aktivierende Proteasen, Signal-Effektoren und Signalabbruch der
Proteinase-aktivierten Rezeptoren 1-4 (PAR). Adaptiert und modifiziert nach [180, 200].

Rezeptor Verst. Ligand Aktivierende Proteasen  Signal-Effektoren  Signalabbruch
PAR-1 SFLLRN Flla Gq Phosphorylierung
FXa G B-Arrestine
TF-FVlla-FXa G113 Internalisierung
APC-EPCR HSP90 Degradierung
Trypsin Kreatinkinase
Plasmin Zyxin
MMP-1
Granzyme
PAR-2 SLIGKV Trypsin Gq Phosphorylierung
Tryptase Gi
TF-FVlla(-FXa) Gions
FXa B-Arrestine
Matriptase Jabl
Bakterielle Gingipaine
Kallikrein
Granzyme
PAR-3 TFRGAP Flla Gq ?
PAR-4 GYPGQV Flla Gq Internalisierung
Trypsin G113
TF-FVlla-FXa
Plasmin
Cathepsin G
Bakterielle Gingipaine
Kallikrein
MASP-1
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G-Protein unabhéngige Signaltransduktionsmechanismen fir PAR-3 und PAR-4 sind
bisher nicht bekannt. Weiterhin sind fir PAR einige Mechanismen der Rezeptor-

Rezeptor-Interaktion bekannt [180].
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Abbildung 8: Aktivierung und Signaltransduktion des Proteinase-aktivierten Rezeptor-1. Proteolytische
Aktivierung des PAR-1 legt N-terminal einen versteckten Liganden frei, der den Rezeptor autoaktiviert. Uber
das gekoppelte G-Protein werden in Abhangigkeit der involvierten Untereinheiten verschiedene
Signalkaskaden aktiviert, die einen Einfluss auf Mitogenese, Proliferation, Zelldifferenzierung, Adhésion,
Sekretion oder Motiliat der jeweiligen Zellen haben kénnen. Synthetische Hexapeptide, die Thrombinrezeptor
aktivierenden Peptide (TRAP) konnen als selektive Agonisten an PAR-Rezeptoren eingesetzt werden. Das
abgespaltene Oligopeptid Parstatin ist ein potenter Angiogeneseinhibitor[186] .

Synthetische Hexapeptide wie TRAP, Thrombinrezeptor-aktivierende Peptide, und
small molecules kdnnen die Rezeptoren unabhéngig von einer proteolytischen
Freilegung des agonistischen Liganden aktivieren [183]. Allerdings induzieren
synthetische und natirliche Liganden unterschiedliche Zellantworten: Eine
proteolytische Aktivierung von PAR-1 auf Endothelzellen resultiert beispielsweise
bevorzugt in der Rekrutierung von Gionz und einer Permeabilisierung der

Endothelbarriere, wahrend synthetische Peptide hier eher einen Gq abhangigen
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Ca*-Einstrom vermitteln [201, 202]. Aktuelle Studien zeigen eine durch
unterschiedliche Proteasen vermittelte Stabilisierung verschiedener Konformationen
aktiver PAR, die durch Kompartimentierung der Plasmamebran in Mikrodomanen
vermittelt sein koénnte [190]. Trotzdem ist weiterhin unklar, wie verschiedene
Agonisten am gleichen Rezeptor unterschiedliche Effekte vermitteln kbnnen. So
resultiert beispielsweise eine Aktivierung von PAR-1 durch Flla in inflammatorischen
Effekten und einer Stérung der endothelialen Barrierefunktion, wahrend eine
Aktivierung durch aPC antiinflammatorisch und stabilisierend auf die
Endothelbarrierefunktion wirkt [203-205].

Die Desensitivierung und Resensitivierung der PAR ist komplex geregelt und bisher
wenig verstanden. Aktivierte PAR-1 (Gg) scheinen eine definierte Menge an
sekundaren Botenstoffen zu aktivieren, bevor sie deaktiviert werden [206]. Eine
Phosphorylierung aktiver PAR-1 bewirkt eine rasche Entkopplung von der
Signalkaskade des G-Proteins, woran in Endothelzellen GRK3 und GRKS5 (G protein-
coupled receptor kinase 3/5) Dbeteiligt sind [207, 208]. Neben der
Rezeptorphosphorylierung und Internalisierung ist fiur PAR-1 und PAR-2 ein
Desensitivierungsmechanismus durch Bindung an B-Arrestin 1 und 2 beschrieben
[209-211]. Die Regulation aktivierter PAR-3 und PAR-4 ist kaum untersucht.

Zur Resensitivierung konnen Endothelzellen, Fibroblasten und andere Zellen, die
Proteasen ausgesetzt sind, unabhdngig von einer de novo Synthese die
Zelloberflache mit unaktivierten PAR aus intrazellularen Speichern ausstatten und
bleiben so empfangsbereit fir proteolytische Signalinduktion ihrer Umgebung [212,
213]. Dazu wird in Endothelzellen und Fibroblasten inaktiver PAR-1 zur
Zelloberflache transportiert und bildet einen zytoplasmatischen Rezeptorvorrat, der
vor proteolytischer Aktivierung geschutzt konstitutiv zwischen der Plasmamembran
und frih-endosomalen Kompartimenten zirkuliert [214]. Bohm et al. (1996)
postulieren fir PAR-2 einen ahnlichen Mechanismus, erganzt durch eine de-novo
Synthese neuer Rezeptoren [212]. Im Rahmen dieses endozytotischen Austauschs
der Rezeptoren an der Zelloberflache werden inaktive PAR-1 aussortiert und der
Zirkulation zwischen Zelloberflaiche und Endosomen zugefihrt, wéhrend aktivierte
PAR-1 internalisiert und lysosomal degradiert werden [214, 215]. Im Gegensatz dazu
ist bei aktivierten PAR-2 eine Internalisierung in endozytotische Vesikel zur
Aktivierung von ERK1/2 erforderlich [216]. Die Regulation des endozytotischen
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Transports der PAR-1 und PAR-2 ist komplex und bisher nur teilweise verstanden,
fur PAR-3 und PAR-4 liegen keine Erkenntnisse vor [180].

PAR werden von diversen gesunden Geweben exprimiert und Uben dort eine
Vielzahl von Funktionen aus, darunter Thrombozytenaggregation, Regulation der
Endothelbarrierefunktion, Chemotaxis, Entziindung, Proliferation, Zelldifferenzierung,
Wundheilung, Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, Migration und
Regeneration neuronaler Strukturen [182, 183]. Auffallig ist die Expression von PAR
auf Primartumoren und Tumorzelllinien, die mit dem hyperkoagulatorischen Status in
Uber 90 % der untersuchten Tumorpatienten einhergeht [217, 218]: In einer
Metaanalyse von 46 Publikationen zu den Schlagworten ,PAR® ,Thrombin“ und
,cancer“ wurde die breite Expression von PAR-1 (77,3 %), PAR-2 (79,5 %), PAR-3
(12,6 %) und PAR-4 (54,9 %) in Primartumoren festgestellt [179]. Auch in
Tumorzelllinien fallen entgegengesetzte Effekte einer PAR-1 oder PAR-2 Aktivierung
in vitro auf. Je nach verwendeter Tumorzelllinie konnte durch eine PAR Aktivierung
die Proliferation, Migration und Invasion induziert als auch inhibiert oder Apoptose
induziert werden, wobei die Effekte vom Rezeptor, Agonisten, der Konzentration und
vom Tumormikromilieu abhangig zu sein scheinen [108, 134, 150, 177, 178, 219,
220].

1.3 Therapeutische Ansatze zur Behandlung maligner Erglsse

1.3.1 Klinische Praxis

In der klinischen Praxis sind die Therapieoptionen von Patienten, die ein
Tumorstadium mit malignen Ergissen aufweisen, deutlich eingeschrankt. Zudem
missen die Symptome und der Zustand des Patienten, dessen Lebenserwartung
und die Art des zugrunde liegenden Tumors bertcksichtigt werden. Patienten mit
schlechter Prognose sowie den Patienten, die nicht flr einen operativen Eingriff zur
Entfernung des Ergusses in Frage kommen, wird mittels Punktion unter
Lokalanasthesie Linderung verschafft. Eine Punktion ist ausschlie3lich palliativ
induziert, bringt dem Patienten einen symptomatischen Nutzen und birgt Risiken fur
Infektionen, Blutungen und einen Pneumothorax [221]. Trotz Punktion rezidivieren
die Ergusse rasch, im Mittel alle 4,2 Tage [222]. Als operative Alternativen stehen bei
Pleuraergiissen lediglich eine Pleurodese (Induktion einer lokalen Entzindung im

Pleuraspalt durch Applikation von Talkum, Tetracyclin, Bleomycin, Fibrin oder
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Mitoxantron infolge derer die Pleurahdute zusammenwachsen), pleurale
Dauerkatheter sowie pleuro-peritoneale Shunts zur Verfigung [223, 224]. Bei
Perikardergliissen kann ebenfalls eine Drainage (Perikardiozentese) oder eine
Perikardese (s. Pleurodese) durchgefihrt werden [225]. Maligne Aszitesergisse
werden ebenfalls mittels wiederholter Punktion behandelt. Sofern die Patienten frei
von intraperitonealen Tumoren sind und keine Tumorzellen im Erguss nachgewiesen
werden kénnen, kann ein peritoneovendser Shunt gesetzt werden, wahrend der
Nachweis von chemosensitiven Tumorzellen im Aszites dagegen eine palliative

intraperitoneale Chemotherapie erfordert [226].

Diverse Studien belegen, dass durch eine friihe antithrombotische Therapie mit dem
Vitamin K-Antagonisten Warfarin oder den Prothrombinasekomplex inhibierenden
niedermolekularen Heparinen (low molecular weight heparin, LMWH) das
Tumorwachstum und die Metastasierung hinausgezégert werden kdnnen [227-229].
Kurzfristig resultiert aus einer Behandlung mit LMWH ein Uberlebensvorteil fir
Tumorpatienten gegenuber keiner antithrombotischen Therapie [228]. LMWH sind
Warfarin in der Unterdrickung der Tumorprogression uberlegen und zeigen einen
Uberlebensvorteil, wobei sie sowohl antithrombotische Effekte haben aber auch
direkt am Tumor wirken sollen [230-233]. In einer Anfang 2011 veréffentlichten
grofRen Studie mit 25.570 Patienten konnte durch tagliche Einnahme von 75-300 mg
Acetylsalicylsdure das Risiko fur diverse Tumorerkrankungen ab dem flinften Jahr im
Mittel signifikant um bis zu 20 % (10-60 % je nach Entitat) gesenkt werden [234]. Die
Effekte waren unabhangig von Risikofaktoren wie Geschlecht, Rauchen, etc., aber
altersabhangig. Neben der hemmenden Wirkung auf die Thrombozytenaggregation
beruht dieser Effekt auch wesentlich auf der antiinflammatorischen Wirkung der
Acetylsalicylsdure. Aktuell lauft eine Studie zum Effekt des direkten
Thrombininhibitors Lepirudin bei Patienten mit rezidivierendem Kkleinzelligen

Lungenkrebs. Die Daten hierzu stehen noch aus.

In-vitro reduziert der direkte Thrombininhibitor Dabigatranetexilat die Invasivitat von
Brustkrebszellen, in-vivo nach 4 Wochen die Tumormasse in Mausen um 50 % ohne
Gewichtsverlust der Mause. Ferner wurden Blut- und Lebermetastasen um 50-60 %
reduziert, womit eine direkte antiproliferative und antiinvasive Wirkung des
Arzneistoffs belegt wird [235]. Antikoagulantien konnen das Ansprechen von
Tumorzellen auf eine Chemotherapie schwach verbessern, wobei sie oft nur

aufgrund des bereits bestehenden prokoagulatorischen Zustandes des Patienten
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oder der prokoagulatorischen Wirkung diverser Zytostatika als Komedikation zur
Thromboseprophylaxe verabreicht werden [236-241].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ein prokoagulatorischer Status ist ein typisches Symptom von Tumorerkrankungen
und deren Progression und geht mit tiefen Venenthrombosen sowie der Genese
maligner Ergusse einher, in denen Gerinnungsfaktoren nachgewiesen werden
konnen. In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss aktivierter Gerinnungsfaktoren
auf Tumorzellen in malignen Erglssen untersucht werden. Ziel war das Verstandnis
der Rolle von Gerinnungsfaktoren im Ergussmilieu und Metastasierungsprozess
weiter zu verbessern, um madglichen Therapieansatzen mit Gerinnungsinhibitoren

den Boden zu bereiten.

Dazu wurden zun&chst benigne und maligne Ergisse aus klinisch notwendigen
Punktionen ausgewahlt. Die Erglisse und aus diesen isolierte Tumorzellen wurden
hinsichtlich der Aktivitat diverser Gerinnungsfaktoren sowie der Expression von
PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren charakterisiert. Um die zahlreichen geplanten
Versuche zu den biologischen Effekten von Gerinnungsfaktoren auf Tumorzellen
durchfuhren zu kdnnen, wurden Tumorzelllinien aus unterschiedlichen
Tumorentitaten sowie eine pramaligne epitheliale Zelllinie als Zellmodelle ausgewahlt
und an diesen zunachst die PAR-1/2 Expression bestimmt. Danach wurde der
Einfluss von malignen und benignen Ergtissen auf die Zellzahl und das Ansprechen
auf Zytostatika untersucht sowie der Einfluss verschiedener Agonisten am PAR-1
(Flla, SFLLRN) und PAR-2 (FXa, SLIGKV) Rezeptor auf die Zellzahl, das
Ansprechen auf Zytostatika, das Migrationsverhalten und die Epitheliale-

mesenchymale Transition.

Eine Einschrankung der Untersuchungen auf die Gerinnungsfaktoren Flla und FXa
konnte erfolgen, da fur diese in der klinischen Praxis etablierte inhibitorische
Arzneistoffe wie Heparine und Heparinoide sowie neuere Arzneistoffe wie
Dabigatran, Fondaparinux, Lepirudin und Rivaroxaban zur Verfigung stehen, die alle
bereits eine Zulassung fur unterschiedliche Indikationen besitzen. So konnten auch
Untersuchungen zur Hemmwirkung der Gerinnungsinhibitoren Lepirudin (Refludan®)
und Rivaroxaban (Xarelto®) auf das durch Erglisse veranderte Wachstumsverhalten

von Zellen durchgefuhrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysenwaage

Autoklav

Biofuge pico

Blotkammer

Brutschrank

ChemiDoc XRS
Durchflusszytometer FACSCalibur™
Durchflusszytometer GalaxyArgon Plus
Eismaschine
Elektrophoresekammer
Elektrophoresekammer mini
Filmentwickler Curix 60

Fluorimeter Infinite F200
Fotokamera Olympus E330

iCycler MyiQ™

Kihlschrank

Labofuge 400

Magnetrthrer

Mikroskop Axioplan 2

Mikroskop Axiovert 25

MS2 Minishaker

NanoDrop Spektrophotometer NS 1000
Neubauer-Zahlkammer
Orbital-Schiittler

pH-Meter Microprocessor pH537
Pipetboy

Plattenphotometer 5000 MR
Plattenphotometer Opsys MR

Sartorius, Goéttingen

Systec, Wettenberg

Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

Beckton Dickinson, Heidelberg
DakoCytomation, Hamburg
Ziegra, Isernhagen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Agfa, Disseldorf

Tecan, Crailsheim

Olympus, Hamburg

Bio-Rad, Minchen

Liebherr, Ochsenhausen
Heraeus, Hanau

IKA, Staufen

Carl Zeiss AG, Jena

Carl Zeiss AG, Jena

IKA, Staufen
ThermoScientific, Langenselbold
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
IKA, Staufen

WTW, Weilheim

Integra Bioscience, Fernwald
Dynatech, Ruckersdorf

Dynex Technologies, Berlin
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Powersupply Power Pack P25
Rollenmischer SRT6D

Semi Dry Blot Kammer Whatman Fastblot
Sofortbildkamera

Sonicator Sonoplus
Sterilbank

Thermocycler

Thermomischer 5436
Tiefkuhler (-30 °C)

Tiefkahler (-80 °C)
UV-Transilluminator TI 1
Vakuumpumpe

Zentrifuge Varifuge 20 RS
Vortexer

Warmeschrank

Wasserbad Julabo U3

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Biometra, Gottingen
VWR, Darmstadt
Biometra, Gottingen
ORMAF, Padova, Italien
Bandelin, Berlin
Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Liebherr, Ochsenhausen
Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen
KNF, Freiburg

Heraeus, Hanau

IKA, Staufen

Heraeus, Hanau
Julabo, Seelbach

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden in analytischen Reinheitsgraden von den

Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen.

100 bp DNA-Leiter
Accutase

AlamarBlue®

Anilin

APS

AT Ill, chromogener Assay
Auftragspuffer (5x) PCR
Carboplatin-Losung
DC™ Proteinassay
D-Dimer ELISA
Dithiotreitol
Doxorubicin-Losung
EGF

Ethanol

Ethidiumbromid
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Invitrogen, Darmstadt
PAA, Pasching, Osterreich
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Dade Behring

Qiagen, Hilden

Apotheke des UK-SH, Kiel
Bio-Rad, Miinchen

Dade Behring, Marburg
Biomol, Hamburg
Apotheke des UK-SH, Kiel
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
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Faktor lla

Faktor Xa

Fluorsafe™
Formaldehyd-Losung 4 % (w/v)
Fotales Kalberserum
Hamatoxylinldsung

Hoechst Dye 33342

lod

IQ Sybr Green Supermix
Kaliumiodid

Keratinocyten Medium SFM
Kernechtrotlésung

Kollagen Typ | (rat tail)
Kontroll-Plasma N
Kristallviolett-L6sung

Lepirudin (Refludan®)
L-Glutamin

Mangelplasmen Faktor Il, V, VII, X
Methanol

Milchpulver

MMLV-Reverse Transkriptase
MTS-Proliferationsassay

NaCl 0,9 % (w/v)
Natriumpyruvat-Losung
Oligo-dT-Primer

PAR-1 Agonist SFLLRN

PAR-2 Agonist SLIGKV

PBS

PCR Auftragspuffer (5x)
PD98056
Polyacrylamid-L6ésung

Protein C, chromogener Assay
Proteinmarker PageRuler™
Prothrombinfragment F1+2-ELISA
Re-Blot Plus Strong

Rinder Serumalbumin, Fraktion V

American Diagnostica, Pfungstadt
American Diagnostica, Pfungstadt
Merck, Darmstadt

Walter CMP, Kiel

Lonza, Basel, Schweiz
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Upstate, Lake Placid, USA
Dade Behring, Marburg
Walter CMP, Kiel
Schering, Berlin

PAA, Pasching, Osterreich
Dade Behring, Marburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Promega, Heidelberg
Promega, Mannheim
Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Promega, Heidelberg
Tocris, Bristol, UK

Tocris, Bristol, UK

PAA, Pasching, Osterreich
Qiagen, Hilden
Calbiochem, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Dade Behring, Marburg
Fermentas, St. Leon-Rot
Dade Behring, Marburg
Chemicon, Schwalbach
Biomol, Hamburg
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Rinderhypophysenextrakt (RHE)
Rivaroxaban (Xarelto®)

RNAsin, RNase-Inhibitor
RNeasy Minikit

RNeasy Total RNA Kit

RPMI 1640 Medium
SuperSignal®-Kit

S-2238, S-2765
Tag-DNA-Polymerase

TEMED

TGF-B1

Thrombin-Standard, human
Trypanblau-Lésung
Trypsin-EDTA 10x

Tween 20

Wasser flr die Chromatographie
Xylol

B-Mercaptoethanol

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen

Einwegspritzen, steril (1/2/5/10/25ml)

FACS-ROhrchen
Gerinnungsrohrchen
Kolbenhubpipetten
Kryordéhrchen

Kulturplatten (6-, 12-, 24-, 48-, 96-Well)

Objekttrager

Optical Tape

Parafilm

PCR Platten, 96 Well
Reaktionsgefalie 0,5 - 2,0 mi

Reaktionsgefale Protein-LoBind 2,0 ml

Rohrchen 15/ 50 ml
Roti-PVDF Membran
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Gibco BRL, Eggenstein
Beyer Schering Pharma, Berlin
Gibco, Eggenstein

QIAGEN, Hilden

Qiagen, Hilden

Gibco, Eggenstein

Thermo Scientific, Schwerte
Chromogenix, Mailand, Italien
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
RD-Systems, Wiesbaden
NIBSC, Herts, UK
Sigma-Aldrich, Minchen
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Assistent, Sondheim

Beckton Dickinson, Heidelberg
Sterilin, London, UK

Dade Behring, Marburg
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Assist, Sondheim

Bio-Rad, Minchen

American National Can, Gelsenkirchen

Corning, Amsterdam, Niederlande
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Roth, Karlsruhe
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Serologische Pipetten (2/5/10/25 ml)
Serum Monovetten

Silikoneinsatze Culture Inserts
Skalpell

Spritzenvorsatzfilter Minisart 0,2 pM
ThinCert™ TC-Einsatze 24-Well, 8 um
Whatmann 3 MM Filterpapier
Zellkulturflaschen
Zellkulturpetrischalen

Zellschaber

2.1.4 Antikorper

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Ibidi, Martinsried

Feather, Osaka, Japan

Sartorius, Goéttingen

Greiner, Frickenhausen

GE Healthcare, Buckinhamshire, UK
Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Antikdrper/Antigen  Spezies/Isotyp Hersteller

E-Cadherin Kaninchen, polyklonal Cell Signalling, Frankfurt a. M.
HSP90a/B Kaninchen, polyklonal Santa Cruz, Heidelberg

Humanes IgG Maus, IgG2a Acris Antibodies, Herford

Humanes IgG, PE Maus, IgG1 Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
ﬁfg('gcgﬁgrlggé ?(Z%e)z Fragment Cell Signalling, Frankfurt a. M.
Kaninchen IgG, HRP  Ziege Cell Signalling, Frankfurt a. M.
Maus IgG, Ziege, Cell Signalling, Frankfurt a. M.
Alexa Fluor 555 F(ab’), Fragment

Maus IgG, FITC Ratte, IgG2a Biolegend, Uithoorn, Niederlande
p44/42 MAP-Kinase  Kaninchen, IgG Cell Signalling, Frankfurt a. M.
PAR-1, PE Maus, IgG1 Immunotech, Marsaille, Frankreich
PAR-2 Maus, 1gG2a Lifespan Biosciences, Seattle, USA
phospho-p44/42 Kaninchen, IgG Cell Signalling, Frankfurt a. M.
MAP-Kinase

2.1.5 Primer

Die PCR-Primer wurden von der Firma Biometra, Goéttingen synthetisiert.

E-Cadherin

Vorwartsprimer 5 TCT TCC CCG CCC TGC CAATC

Ruckwartsprimer-5: GCC TCT CTC GAG TCC CCT AG
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L1CAM
Vorwartsprimer 5: TCA CGG GCA ACA ACA GCA ACT

Ruckwartsprimer-5: CGG CTT CCT GTC AAT CAT GCT

N-Cadherin
Vorwartsprimer 5 GTG CAA TTA GCC AAG GGAATTC

Ruckwartsprimer-5: CCT GTT CCA CTC ATA GGA GG

Slug
Vorwartsprimer 5: ATATTC GGA CCC ACA CAT TAC CT

Ruckwartsprimer-5: GCA AAT GCT CTG TTG CAG TGA

Snail
Vorwartsprimer 5: CTG CTC CAC AAG CAC CAAGAGTC

Ruckwartsprimer-5: CCA GCT GCC CTC CCT CCAC

TATA-Box-bindendes Protein (TBP)
Vorwartsprimer 5: GCT GGC CCATAG TGATCTTT

Ruckwartsprimer-5: CTT CAC ACG CCA AGA AAC AG

Vimentin

Vorwartsprimer 5: TGG CAC GTC TTG ACC TTG AA

Ruckwartsprimer-5: GGT CAT CGT GAT GCT GAG AA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.21.1 Zelllinien

Die Zellen wurden entweder von der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) oder von der American Type Culture Collection
Zellbank (ATCC, Wesel) bezogen. Die HPDE-Zellen wurden von Herrn Ming-Sound

Tsao, Montreal, Kanada, zur Verfligung gestellt.

PANC-1 ist eine humane Pankreasgangkarzinom-Zelllinie und wurde 1975 aus dem
Pankreastumor eines Kaukasiers entnommen [242]. Die humane Leukamiezelllinie
THP-1 wurde 1978 aus dem peripheren Blut eines einjahrigen Kindes mit akuter
myeloischer Leukamie isoliert [243].

Die humane pankreatische duktale Epithelzelllinie (HPDE) wurde aus gesundem,
humanem Pankreasgewebe isoliert und durch Transduktion mit dem E6/E7-Onkogen
des humanen Papillomavirus-16 (HPV-16) immortalisiert. Die Zellen zeigten keine
Tumorigenitat nach Inokulation in SCID-Mause und haben dartber hinaus einen fast
normalen Phano- und Genotyp einer pankreatischen Gangzelllinie (Expression von
Cytokeratin-7, -8, -18, -19, Carboanhydrase II, normales K-RAS, C-myc, Smad 4,
pl6INK4A Genotyp). Die Zellen tragen den Wildtyp des Tumorsuppressors p53,
dessen Expression durch die Bindung an das virale E6-Onkogen vermindert ist [244,
245]. THP-1 Zellen wachsen suspensiv, HPDE und PANC-1 Zellen adharent.

2.2.1.2 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert. Die Zellkulturarbeiten erfolgten unter einer
Sterilbank ausschliel3lich mit sterilen Materialien, Losungen und Geraten. Zum
Ausschluss von Kontamination mit Mykoplasmen wurden alle Zelllinien regelméRig

mit dem MycoAlert Mycoplasma Detection Kit (Lonza) Uberpruft.

Adhéarente Zellen wurden im jeweiligen Kulturmedium (Tab. 5) bis zu einer Konfluenz
von 80-90 % kultiviert und dann passagiert. Dazu wurden die Zellen mit 5 ml
Trypsin/EDTA-LOsung fur 5-15 Minuten im Brutschrank von der Kulturflasche
abgel6st. Die Reaktion wurde mit 5 ml Kulturmedium gestoppt und die Zellen in

einem 50 ml Réhrchen bei 1.200 U/min fir 7 Minuten sedimentiert. Der Uberstand
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wurde entfernt, das Zellpellet mit 6 ml Kulturmedium resuspendiert und je nach
Wachstumsrate 1-3 ml der Zellsuspenion mit 8 ml Kulturmedium in einer neuen
Zellkulturflasche ausgesat. Bei allen Kulturen wurde mindestens einmal wdchentlich
das Medium komplett gewechselt, wenn keine ausreichende Konfluenz zur

Passagierung erreicht wurde.

Zur Vorbereitung von Versuchen wurden die adharenten Zellen mit Trypsin oder
mittels eines Zellschabers von der Kulturflasche abgeldst, mit 10 ml Medium
1.200 U/min

in 5 ml

(Kulturmedium oder Mangelmedium) versetzt und 7 Minuten bei
Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet Medium
Zellzahl

1 x 10° vitale Zellen/ml eingestellt. Dazu wurden 90 pl Trypanblau-Lésung mit 10 pl

zentrifugiert.

resuspendiert. Die wurde mittels Trypanblau-Ausschlusstest auf
Zellsuspension 5 Minuten in einem Reaktionsgefal? inkubiert und anschlie3end in
einer Neubauer-Zahlkammer die ungefarbten Zellen gezahlt. Zellen mit intakter
Zellmembran erscheinen durscheinend hell, Zellen mit defekter Zellmembran kénnen
den Farbstoff nicht aus dem Zytosol transportieren und farben sich tiefblau ein [246].
In der Regel korreliert die Farbung der Zellen mit der Vitalitat, da apoptotische Zellen

rasch ihre Membranintegritét verlieren.

Die suspensiv wachsenden THP-1 Zellen wurden alle drei Tage durch Transfer von

bis zu 2ml Zellsuspension in 6 ml frisches Kulturmedium passagiert. Der

Trypanblau-Ausschlusstest wurde abweichend von der obigen Beschreibung direkt

mit der Zellsuspension aus der Kulturflasche durchgefuhrt.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinien und jeweilige Kultur- und Mangelmedien. Kulturmedien
wurden in der routinemaRigen Zellkultur eingesetzt, Mangelmedien zur Serumstarvierung im Rahmen von
Versuchen (% = viv).

Zelllinie Typ Kulturmedium Mangelmedium

PANC-1 Adenokarzinom des RPMI 1640 RPMI 1640
Pankreas, human 10 % FCS 1% 0.0,5% FCS

THP-1 Akute myeloische 1 % L-Glutamin (200 mM) 1 % L-Glutamin (200 mM)
Leukamie, human 1 % Na-Pyruvat (100 mM) 1 % Na-Pyruvat (100 mM)

HPDE Pankreatische Mischung aus A+B (1:1) Mischung aus A+B (1:1)
Gangepllth_elzelrlleﬂ, A: RPMI 1640 A: RPMI 1640
immortalisiert, human 10 % FCS 2 04 ECS

1 % L-Glutamin (200 mM)
B: KSFM
50 pg/ml RHE

5 ng/ml EGF
(5 % FCS final)

1 % L-Glutamin (200 mM)
B: KSFM
50 pg/ml RHE
5 ng/ml EGF
(1 % FCS final)
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2.2.1.3 Aufarbeitung von Ergissen und Kultivierung isolierter Zellen

Die Ergusse maligner und benigner Genese stammten aus Klinisch notwendigen
Punktionen an Patienten, die sich zwischen 2004 und 2008 auf den beteiligten
Stationen des UK-SH, Campus Kiel, vorgestellt hatten. Punktierte Ergisse wurden
unverzuglich ins Labor verbracht und zigig aufgearbeitet. Alle Arbeiten am
Ergussmaterial, den isolierten Zellen und die Archivierung der Daten wurden im
Vorfeld von der Ethik-Kommission der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel unter
dem Aktenzeichen AZ D421/04 am 30.06.2004 genehmigt.

Jeder Erguss wurde durch zehnmindtige Zentrifugation in 50 ml Kulturrdhrchen bei
1.200 U/min von zellularen Bestandteilen und koagulierten Proteinen getrennt und far
weitere Arbeiten tiefgekihlt (-30 °C) archiviert. Das Zellpellet wurde mit 5 ml
Kulturmedium (Tab. 6) resuspendiert und mit weiteren 8 ml Kulturmedium in 250 ml
Zellkulturflaschen zur Kultur angesetzt. Die Zellen wurden ab diesem Zeitpunkt als
Patientenzellen bezeichnet. Zellen sowie Erguss waren durch eine fortlaufende
Nummerierung ab Eingang im Labor eindeutig identifizierbar. Eine tabellarische
Aufstellung der verwendeten Ergisse und Patientenzellen befindet sich im
Ergebnisteil (Kap. 3.1.1; Tab. 21).

Tabelle 6: Medien fur die Kultur von Patientenzellen: Das Kulturmedium wurde in der routineméRigen
Zellkultur eingesetzt, das Mangelmedium zur Serumstarvierung im Rahmen von Versuchen (% = v/v).

Zelllinie Typ Kulturmedium Mangelmedium
RPMI 1640 RPMI 1640
) s. Kap. 3.1.1 10 % FCS 1% FCS
Patientenzellen ) P ) )
Tab. 21 1 % L-Glutamin (200 mM) 1 % L-Glutamin (200 mM)
10 % Erguss 10 % Erguss

2.2.1.4 Mikroskopie und Fotografie

Im Rahmen der Zellkultur und zur Fotografie der Zellen kam ein Durchlichtmikroskop
Axiovert 25 sowie eine digitale SLR-Kamera Olympus E-330 zum Einsatz. Die

jeweiligen VergroRerungen sind bei den betreffenden Abbildungen angegeben.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Fibrinfarbung nach Weigert

Von Proteinklumpen, die zuvor aus den Ergissen isoliert worden waren, wurden
dinne Schnitte angefertigt, auf einem Objekttrager fixiert und 15 Minuten mit
1-prozentiger (w/v) Kernechtrotldsung gefarbt. Nach Entfarben mit Wasser fiir zehn
Minuten wurden die Praparate vorsichtig mit Zellstoff getrocknet und zehn Sekunden
mit Weigertscher Losung (Hamatoxylinldsung) geféarbt. Nach erneuter zehnminutiger
Spulung mit Wasser wurde das Praparat mit Zellstoff getrocknet. AnschlieRend
wurde fur zwei Minuten mit Lugolscher Losung (lod-Kaliumiodid-Lésung) gefarbt, das
Praparat ohne Spulschritt mit Zellstoff getrocknet und in ethanolischer Anilinél-Xylol-
Losung (1:1) differenziert. Kerne stellten sich unter dem Mikroskop rot dar, Fibrin

blau bis violett. Die Fibrinfarbung nach Weigert wurde mit externer Hilfe durchgefthrt.

2.2.2.2 Herstellung von Ganzzelllysaten

HPDE und PANC-1 Zellen wurden in 6 Well Platten tber Nacht kultiviert und fir
12 Stunden mit Mangelmedium serumstarviert. Anschlieend wurde ohne oder mit
1U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN oder 100 uM SLIGKV fur 15 Minuten
stimuliert. Einige Ansatze wurden zuvor fur 30 Minuten mit 25 pM ERKZ1/2-Inhibitor
PD98056 inhibiert. Das Medium wurde entfernt und mit 2 ml PBS gespult. Die Zellen
wurden mit 80-150 pl 2x-Lammli-Puffer (Tab. 7) versetzt und mit einem Zellschaber
zlugig von der Kulturplatte gelést. Das erhaltene Zelllysat wurde in 1,5 ml
Reaktionsgefal3e Uberfuhrt und mittels Ultraschall 4 Sekunden lang homogenisiert.
Die Lagerung erfolgte tiefgekuihlt bei -30 °C.

Tabelle 7: Zusammensetzung des 2x-Lammli-Puffers zur Herstellung von Ganzzelllysaten.

2x-Lammli-Puffer (pH 7,6)

128 mM Tris-Base
4,6 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glycerol

ad 100 ml Aqua dest.
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2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung aufgearbeiteter Proteine

Die Bestimmung des Proteingehalts der hergestellten Ganzzelllysate erfolgte durch
den D¢-Proteinassay (Bio-Rad, Miinchen) nach Anleitung des Herstellers. Der Assay
beruht auf einer Detergenzien-unempfindlichen Proteinbestimmung nach Lowry, die
aus zwei Reaktionsschritten besteht [247-249]. Im ersten Schritt findet eine Biuret-
Reaktion statt, wobei in alkalischer Lésung ein quadratisch-planarer Komplex aus
Kupfer(ll)-lonen und Peptidbindungen entsteht. Im zweiten Schritt wird Kupfer(ll) zu
Kupfer(l) reduziert, welches das gelbe Folin-Ciocalteau Reagenz (Molybdan(VI)- und
Wolfram(VI)-Heteropolysauren) zu Molybdanblau reduziert [250]. Die Auswertung
erfolgte photometrisch am Opsys MR (Dynex Technologies) mit Hilfe der Revelation
QuickLink Software bei einer Wellenlange von 630 nm [251]. Die Proben wurden mit
2x-Lammli-Puffer auf den gleichen Proteingehalt (7-20 pg) eingestellt. Die Lagerung
erfolgte tiefgekuhlt bei -30 °C.

2.2.2.4 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteingemischen im elektrischen Feld,
wobei das zugegebene Natriumdodecylsulfat (SDS) als anionisches Tensid die
Eigenladung der Proteine Uberdeckt. Die so nach GroRRe aufgetrennten Proteine

kénnen anschliel3end qualitativ oder quantitativ nachgewiesen werden [252].

Tabelle 8: Zusammensetzung des 4x-Farbpuffers und des 10x-Laufpuffers fir die SDS-PAGE.

4x-Farbpuffer

0,005 % (w/v) Bromphenolblau
2,5 % (wlv) B-Mercaptoethanol

100 ml  2x-Lammli-Puffer (pH 7,6)

10x-Laufpuffer

25mM Tris-Base
0,1 % (w/v) SDS
190 mM Glycin
ad 1.000 ml Aqua dest.

Die auf 7-20 pg Protein eingestellten Proben wurden mit 2x-Lammli-Puffer auf 15 pl
erganzt und mit 5 pl 4x-Farbpuffer (Tab. 8) versetzt. Die Proben wurden bei 95 °C fur
5 Minuten denaturiert, anschlieBend sofort auf Eis abgekuhlt und kurz zentrifugiert.
Die Proben wurden zu je 10 pl in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Ein
Proteinstandard wurde zu 2,5 pl pipettiert. Die elektrophoretische Trennung erfolgte
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nach 4-prozentigem (w/v) Sammelgel im 8-prozentigen (w/v) Trenngel Dbei
100-150 Volt (=35 mA) im Laufpuffer (Tab. 8 und 9) bis zum Austritt der
Bromphenolblau-Lauffront aus dem Gel. Die aufgetrennten Proteine wurden zum
Schutz vor Diffusionsprozessen und zur Durchfihrung immunologischer
Nachweisreaktionen auf eine reil3feste Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF)

transferiert.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels fir die SDS-PAGE.

Sammelgel 4 % (w/v)  Trenngel 8 % (w/v)

5,45 ml 1,5ml Aqua dest.

2,8 mi - Gelpuffer | (pH 6,8): 1 M TRIS-Base,
0,4 % (w/v) SDS, ad 200 ml Aqua best.

- 0,625 ml Gelpuffer Il (pH 8,8): 1,5 M TRIS-Base,
0,4 % (w/v) SDS, ad 200 ml Aqua dest.

3,0 ml 325 i PAA-L6sung 30 % (w/v)

37,5 ul 13,5 ul APS-L6sung 10 % (w/v)

15l 2,5u TEMED

2.2.2.5 Proteintransfer (Western-Blotting)

Die negativ geladenen Proteine wurden fur 45 Minuten bei einer konstanten
Stromstarke (1,25 mA/cm?) im Semidry-Verfahren auf eine PVDF-Membran
transferiert. Dazu wurden mit Puffern getrdnkte Whatman Papiere wie folgt gestapelt
(Tab. 10):

e sechs in Blot-Puffer A getrankte Whatman Papiere

e drei in Blot-Puffer B getrankte Whatman Papiere

e die PVDF-Membran (1 Minute in Methanol getrankt, 1 Minute in Wasser
gewaschen)

e das Gel und

e sechs in Blot-Puffer C getrankte Whatman Papiere

Tabelle 10: Zusammensetzung der Blot-Puffer A, B und C zum Proteintransfer auf die PVDF-Membran.

Blot-Puffer A Blot-Puffer B Blot -Puffer C

(pH 11,0) (pH 10,6) (pH 10,6)

300 mM 25 mM 25 mM Tris-Base

20 % (v/v) 20 % (viv) 20 % (viv) Methanol

- - 40 mM Aminocapronsaure
ad 100 ml ad 100 ml ad 100 ml Aqua dest.
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2.2.2.6 Proteinnachweis mittels spezifischer Antikdrper

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran 10 Minuten bei Raumtemperatur auf
einem Schittelbad mit TBS-Tween gespult und anschlie3end fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Tween blockiert (Tab. 11).
Die Proteine aus dem Magermilchpulver binden dabei an die freie Oberflache der

PVDF-Membran, und verhindern so unspezifische Bindungen der Antikorper.

Tabelle 11: Zusammensetzung der 1x-TBS und der TBS-Tween-L3dsung.

TBS (pH 7,6)

20 mM Tris-Base
140 mM Natriumchlorid

ad 1.000 ml  Aqua dest.
TBS-Tween

0,5ml Tween 20

ad 1.000 ml  TBS (pH 7,6)

Die spezifischen Erstantikbrper wurden je nach Herstellerangaben mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver oder 5 % (w/v) BSA in TBS-Tween verdinnt und mit der PVDF-
Membran Uber Nacht bei 4 °C in einem 50 ml Roéhrchen auf einem Kipp-/Rollmischer
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran bei Raumtemperatur dreimal je
10 Minuten mit TBS-Tween gespdlt, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Alle
Zweitantikorper waren Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt und wurden 1:2.000
in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Tween angesetzt. Die gewaschene Membran
wurde eine Stunde bei Raumtemperatur in einem 50 ml Roéhrchen mit den

entsprechenden Zweitantikdrpern inkubiert.

NH, O NH, O NH, O
NH H202 o o
| —_—  — 3 + hwv
NH HRP @) @)
(@] 0] 0]
Luminol 3-Aminophthalat-Dianion 425 nm

*angeregter Zustand, **Grundzustand

Abbildung 9: Prinzip der Meerrettich-Peroxidase (HRP)-katalysierten Biolumineszenz-Reaktion.
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Vor der Entwicklung wurde die Membran erneut dreimal mit TBS-Tween gewaschen.
Zur Entwicklung wurde eine Luminol-Substratldsung auf den Blot gegeben, wodurch
Luminol in der Gegenwart von Wasserstoffperoxid durch die HRP unter Emission von
Strahlung (425 nm) zu 3-Aminophthalat oxidiert wird (Abb. 9) [253]. Die
Chemolumineszenz wurde im ChemiDoc XRS in Form von Banden dargestellt und
mittels der Software Quantity 1-D ausgewertet. Durch den Proteinstandard war eine
GroRRenzuordnung der markierten Proteine mdglich. Zur Kontrolle der gleichmafigen

Beladung des Gels wurde das Haushaltsprotein HSP 90 herangezogen.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von RNA aus humanen Zellen

Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem RNeasy Minikit (Qiagen, Hilden). Dazu
wurden die bendétigten Zellen wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben kultiviert, in 6 oder
12 Well Platten ausgesat und entsprechend des Versuchsansatzes uber 24, 48 oder
72 Stunden ohne oder mit 10 ng/ml TGF-1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 puM
SFLLRN, 100 uM SLIGKV stimuliert. Danach wurde das Medium entfernt und die
Zellen mit 2 ml PBS gewaschen. Nach Entfernen des PBS wurden die Zellen durch
Zugabe von 350 pl Lysepuffer (25 mM Natriumcitrat, 3,5 M Guanidinthiocyanat,
1 % (v/v) B-Mercaptoethanol, Wasser) lysiert. Das enthaltene p-Mercaptoethanol l6st
dabei Disulfidbriicken und die chaotropen Salze Guanidin und Thiocyanat
Wasserstoffbriickenbindungen in  Proteinen auf, wodurch u.a. Enzyme mit
Nukleaseaktivitat inaktiviert werden. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von
der Kulturplatte abgeldst, das Zelllysat in ein Qiashredder-Homogenisationsrohrchen
Uberfuhrt und bei 13.000 U/min fir 1 Minute zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus).
Unter den eingestellten Pufferbedingungen bindet die doppelstrdngige DNA an die
Kieselgelmatrix des Qiashredders, wahrend sich die einzelstrdngige RNA im
Durchfluss befindet. Membranbestandteile sind weitgehend zu grof3, um die
Kieselgelmatrix zu passieren, und werden ebenfalls abgetrennt. Das Filtrat wurde zur
Fallung der RNA mit 350 ul 70 % (v/v) Ethanol versetzt und gut durchmischt. Das
komplette Volumen wurde auf eine RNeasy-Séaule gegeben und bei 10.000 U/min 1
Minute zentrifugiert, wobei die RNA an die Kieselgelmatrix der S&ule bindet. Das
Filtrat wurde verworfen. Die Kieselgelmatrix wurde mit 700 ul Waschpuffer
(Guanidinthiocyanat, TRIS-HCI, Ethanol, Wasser) fur 1 Minute bei 10.000 U/min
gewaschen. AnschlieBend folgten zwei weitere Waschschritte mit ethanolhaltigem
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Puffer, bevor die RNA mit 35 pl RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert wurde.
Die Gehaltsbestimmung der aufgereinigten RNA erfolgte am Peqglab NanoDrop
Photometer bei 260/280 nm. Isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 Reverse Transkription (RT)

Fur die Synthese der cDNA wurden 0,6-2,0 pg RNA mit RNase-freiem Wasser auf
11,4 pl Gesamtvolumen ergénzt. Der Ansatz wurde mit 1 pl Oligo-dT Primern
(500 pg/ml) versetzt und 3 Sekunden zentrifugiert. Zum primer annealing wurde fur 5
Minuten bei 95 °C im Thermomixer erhitzt und danach sofort fir 1 Minute auf Eis
gekuhlt. Anschliel3end wurden 11,6 pl Mastermix der Tabelle 12 zugefligt und fir 90
Minuten bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Die fertige cDNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -30 °C aufbewahrt.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Mastermix fr die Reverse Transkription je Probe.

RT-Mastermix (je Probe)

5ul  5x-M-MMLYV First Strand Buffer
5ul  dNTPs (2,5 mM/dNTP)

0,6 pl  RNAsin (4 U/pl)

1,0yl MMLV-RT (200 U/pl)

2.2.3.3 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Realtime-PCR)

Die Realtime-PCR beruht auf der konventionellen PCR, zusatzlich ist jedoch eine
Quantifizierung der Amplifikate Uber Einlagerung fluoreszierender Sonden in Echtzeit
moglich. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green | interkaliert dabei zwischen die
DNA-Basen und markiert somit doppelstrangige DNA. Die dadurch erhéhte
Fluoreszenz des SYBR-Green-Moleklls kann fluorimetrisch am Ende jedes PCR-
Zyklusses erfasst werden, und erlaubt eine relative Quantifizierung der Amplifikate

gegeniber einem housekeeping gene.

Zur Auswertung der Realtime-PCR-Experimente wurde die relative Quantifizierung
nach Pfaffl herangezogen [254]. Sie beruht auf dem Verhéltnis der Genexpression
des Zielgens gegenuber einem idealerweise nicht regulierten housekeeping gene, in
diesem Fall dem TATA box binding protein (TBP). Als Rechengréf3e dienen die CP
(crossing point)-Werte, die der Anzahl der PCR-Zyklen entsprechen, die zum
Erreichen eines konstanten Fluoreszenzniveaus Uber dem Hintergrundrauschen

notig sind. Am CP befinden sich in allen Ansatzen eines Versuches gleiche Mengen
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neu synthetisierter DNA. Das Berechnungsmodell nach Pfaffl beruht auf dem
Expressionsunterschied zwischen behandelten Ansétzen und unbehandelten
Kontrollansatzen des Zielgens im Zahler gegeniber dem Expressionsunterschied
zwischen behandelten Ansdtzen und unbehandelten Kontrollansétzen des

Referenzgens im Nenner (Abb. 10).

Z(CP Zielgen (Kontrolle) — CP Zielgen (Behandlung))

Ratio = 2(CP Referenzgen (Kontrolle) — CP Referenzgen(Behandlung))

Abbildung 10: Formel fur die relative Quantifizierung der Genexpression nach Pfaffl [254].

Die Realtime-PCR erfolgte in Doppelbestimmungen. Die cDNA wurde mit Wasser auf
ein Viertel des Ausgangskonzentration verdinnt und 5 pl je Well einer 96 Well PCR-
Platte vorgelegt. Es wurden 20 pl Mastermix (Tab. 13) ergédnzt und die Platte mit
selbstklebender PCR-Folie verschlossen und kurz zentrifugiert. Die Realtime-PCR
erfolgte im iCycler MyiQ Single Color Realtime PCR Detection System von BioRad

unter Verwendung der MyiQ-Software.

Tabelle 13: Zusammensetzung des Realtime-Mastermixes je Probe.

Realtime-Mastermix (je Probe)

15yl SYBR Green
0,15 pyl  Vorwartsprimer
0,15 ul  Ruckwartsprimer

4,7yl Agua dest.

2.2.4 Analytische Methoden

2.2.4.1 Koagulometrie

Die aufgetauten Ergusse wurden auf dem Vortexer durchmischt, 2 ml in eine Serum-
Monovette (Citrat) gefillt und bei 4.000 U/min fir 10 Minuten zentrifugiert. 1 ml des
Uberstandes wurde in ein Gerinnungsréhrchen tberfuihrt und durch das Zentrallabor
im UK-SH, Campus Kiel, im Rahmen der Routine-Diagnostik analysiert. Dabei
kamen Mangelplasmen zur Bestimmung der Faktoren I, V, VII, X und Fibrinogen

zum Einsatz. Der Mangel an einem bestimmten Gerinnungsfaktor im Plasma fuhrt zu

44



Material und Methoden

einer verlangsamten Gerinnung und somit zu einer verlangerten Thromboplastinzeit
(TPZ). Der aufgearbeitete Erguss wurde dem entsprechenden Mangelplasma
zugefugt und der Einfluss auf die TPZ bestimmt. Die Aktivitat der Gerinnungsfaktoren
wird als Prozent der Norm (100% =1 U/ml) relativ zu einem gepoolten
Kontrollplasma gemessen. Die Gehaltsbestimmung von PC und AT Il wurde mit
chromogenen Assays durchgefihrt, der Gehalt an Prothrombinfragment F1+2 und D-
Dimeren wurde mittels Sandwich-ELISA ermittelt. Die gesammelten Daten wurden

vom Zentrallabor zugestellt und mittels Microsoft Excel 2007 ausgewertet.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteaseaktivitat mit chromogenen Peptidsubstraten

Grundlage dieses Versuchs sind die Monographien 2.7.18 und 2.7.19 des
Europaischen Arzneibuchs 6.2, die hinsichtlich der eingesetzten Puffer und der
Messmethodik modifiziert wurden [255, 256]. Der Methode liegt die proteolytische
Umsetzung chromogener Substrate (S-2238: H-D-Phenylalanyl-L-pipecolyl-L-arginin-
p-nitroanilin-dinydrochlorid;  S-2765:  N-a-Benzyloxycarbonyl-D-arginyl-L-glycyl-L-
arginin-p-nitroanilin-dihydrochlorid) durch die zu bestimmenden Serinproteasen
zugrunde, wobei p-Nitroanilin (pNA) vom Substrat abgespalten wird (Abb. 11). Das
unhydrolysierte Substrat hat ein Absorptionsmaximum von ca. 300 nm, wogegen das
Absorptionsmaximum von pNA bei ca. 380 nm liegt. Demnach kann bei 405 nm die
Absoprtion des gebildeten pNA mdglichst nah an dessen Absorptionsmaxium, aber
aulBerhalb des Absorptionsbereichs des unhydrolysierten Substrates gemessen

werden.

Die kinetische Messung der Substratumsetzung durch die inkubierte Enzymquelle
erfolgte bei dieser Methode nach Reaktionsstart Uber mindestens drei Minuten im
Plattenphotometer Infinite F200 (Tecan, Crailsheim). Zusatzlich wurden alle
Messwerte hintergrundkorrigiert durch eine turbidimetrische Messung bei 562 nm, da
besonders Ergussfluid im Laufe der Messung sukzessive eintribte. Die
turbidimetrischen Werte wurden von den pNA-Werten subtrahiert. Alle Reagenzien

sowie das Plattenphotometer wurden auf 37 °C vortemperiert.
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Abbildung 11: Die Umsetzung der chromogenen Substrate S-2238 und S-2765 zum absorptionsphotometrisch
fassbaren p-Nitroanilin wird durch Proteaseaktivitat (Flla, FXa, etc.) katalysiert.

Mittels der verwendeten wenig spezifischen chromogenen Substrate (S-2238 fir
Flla; S-2765 fur FXa; Tab. 14) kann nur eine Gesamtaktivitat aller im Erguss
enthaltener Proteasen ermittelt werden, die das Substrat umsetzen [257]. Um die
Gesamtaktivitdt von den Einflissen anderer Proteasen zu bereinigen, wurde die
Aktivitat des untersuchten Faktors durch einen selektiven Inhibitor gehemmt. Flla
wurde mit dem rekombinanten, selektiven Polypeptid Lepirudin gehemmt. Die
Aktivitat von Faktor Xa konnte mit dem niedermolekularen Rivaroxaban inhibiert
werden. Die resultierende Aktivitatsdifferenz aus dem gehemmten (Restaktivitat) und
dem ungehemmten (Gesamtaktivitat) Ansatz entspricht der Aktivitdt des
untersuchten Faktors. Die minimal nodtige Konzentration der Inhibitoren zur
Hemmung der gesamten Proteaseaktivitat des Ansatzes wurde an der maximalen
Enzymaktivitat der jeweiligen Kalibrierung austitriert. Im Aktivitatsassay wurde
mindestens die doppelte Konzentration der minimal nodtigen Konzentration des
Inhibitors zur zuverlassigen Hemmung des zu bestimmenden Faktors eingesetzt. Die
finale Kinetik fur die Berechnung der Enzymaktivitdt wurde nach Subtraktion der
turbidimetrischen Werte von den jeweiligen ungehemmten oder gehemmten
Messwerten erhalten, indem diese Trubungs-korrigierten Messwerte voneinander
subtrahiert wurden (ungehemmt — gehemmt). Dabei wurden alle Ergusse dreifach
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parallel vermessen, wobei jede Kinetik separat pipettiert und vorinkubiert wurde. Die
erhaltenen Daten wurden mit der Software Microsoft Excel 2003 ausgewertet.
Angegeben sind arithmetisches Mittel und Standardabweichung der ermittelten

Aktivitdten aus je drei unabhéngigen Messungen jeder Probe.

Tabelle 14: Spezifitdt der im chromogenen Assay verwendeten Substrate gegenlber ausgewahlten
Plasmaproteasen humaner (H) oder boviner (B) Herkunft in 50 mM Tris-HCI, 130 mM NaCl bei einem pH
von 8,3: Faktor Xa (FXa), Faktor Xla (FXla), aktiviertes Protein C (aPC), Gewebeplasminogen-Aktivator
(t-PA), Komplement Protein C1s ( C1s).

Single

Fla FXa FXla aPC Plasmin chain | ~iooma s Substrat

Substrat r.pp Kallikrein Konz.
mM

® B H H (H) (H) (H) (H)
S-2238 100 5 5 40 5 5 60 2 0,2
(Flla)
S-2765
(FXa) 0 100 1 2 1 5 15 1 0,22

2.2.4.3 Chromogener Assay zur Bestimmung der Flla-Aktivitat

Die Kalibrierung des chromogenen Assays zur Bestimmung der Flla-Aktivitat erfolgte
taglich vor Versuchsbeginn mit dem WHO 2nd International Standard for Thrombin
01/580 US NIBSC. Der Flla-Standard wurde mit HEPES-Puffer pH 7,4 nach
Angaben der WHO (Tab. 15) auf 100 U/ml eingestellt und auf Eis gekihlt
aufbewahrt. Aus dieser Stammldsung wurden je dreifache Ansétze fur die einzelnen
Messpunkte der Kalibrierung durch Verdinnen mit HEPES-Puffer in Protein LoBind
Caps vorbereitet und auf 37 °C temperiert. Das lyophilisierte Substrat S-2238 wurde

mit HEPES-Puffer zu 4 mM rekonstituiert und lichtgeschuitzt auf 37 °C temperiert.

Tabelle 15: Zusammensetzung des HEPES-Puffers zur Aktivitatsbestimmung von Flla.

HEPES-Puffer (pH 7,4)

10mM HEPES
150 mM NacCl
ad 1.000 ml Aqua dest.

Fir jede einzelne Messung wurden 100 pl der jeweiligen Flla-Losung mit 100 pl
Substrat S-2238 in einer 96 Well Mikrotiterplatte vereint und die Messung umgehend
gestartet. Das Messprogramm begann standardisiert mit 10 s orbitalem Schitteln
(Amplitude: 3 mm) zur Durchmischung des Ansatzes vor der eigentlichen Messung.
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Gemessen wurde Uber mindestens 3 Minuten, meist 35 Zyklen, bestehend aus je
einem Absorptionswert bei 405 nm (finf separate Messpunkte im Well, gemittelt) und

einem Absorptionswert bei 562 nm (fliinf separate Messpunkte im Well, gemittelt).

Um die nicht durch Flla katalysierte Substratumsetzung von S-2238 zu pNA wéahrend
der Vermessung der Ergisse zu quantifizieren, wurde der selektive Flla-linhibitor
Lepirudin eingesetzt. Per Definition hemmt eine anti thrombin unit (ATU) Lepirudin
eine U Flla der WHO Flla-Praparation 89/588 [258]. Es wurde eine Titration mit
steigenden Konzentrationen Lepirudin an der hochsten Enzymaktivitat der
Kalibrierung durchgefihrt. Dazu wurde der HEPES-Puffer in diesem Ansatz
schrittweise durch steigende Konzentrationen Lepirudin ersetzt. Das Lepirudin wurde

zuvor mit Aqua ad injectabilia zu 5 mg/ml rekonstituiert und auf 37 °C temperiert.

2.2.4.4 Chromogener Assay zur Bestimmung der FXa-Aktivitat

Die Kalibrierung dieses Assays erfolgte in Ermangelung eines Standards der WHO
taglich vor Versuchsbeginn mit aufgereinigtem humanen FXa (American Diagnostica,
Pfungstadt). Das lyophilisierte Protein wurde mit Aqua ad injectabilia zu 100 U/ml
rekonstituiert. Aus dieser Stammlésung wurden dreifache Ansatze fur die einzelnen
Messpunkte der Kalibrierung durch Verdinnen mit TRIS-Puffer in Protein LoBind
Caps vorbereitet, 3 Minuten auf 37 °C temperiert und direkt vermessen (Tab. 16).
Das lyophilisierte Substrat S-2765 wurde mit TRIS-Puffer zu 4 mM rekonstituiert und
lichtgeschitzt auf 37 °C temperiert. Die Messung wurde wie zuvor beschrieben
durchgefuhrt.

Tabelle 16: Zusammensetzung des TRIS-Puffers zur Aktivitatsbestimmung von FXa.

TRIS-Puffer (pH 8,3)

50 MM TRIS-Base

150 mM NacCl

10 mM CaCl,
0,1 % (w/v) PEG 6.000
ad 1.000 ml Agua dest.

Um den nicht durch FXa katalysierten Anteil der Substratumsetzung zu
quantifizieren, wurde der selektive FXa-Inhibitor Rivaroxaban eingesetzt. Es wurde
eine Titration mit steigenden Konzentrationen Rivaroxaban an 0,2 U/ml FXa

durchgefiihrt. Dazu wurde der TRIS-Puffer schrittweise durch Rivaroxaban ersetzt.
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Rivaroxaban wurde zuvor mit 100 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) zu 0,01 mM
gelost. Alle Ansatze enthielten eine finale Konzentration von 0,5 % (v/v) DMSO.

Rivaroxaban wurde von der Bayer Vital GmbH, Leverkusen, zur Verfiigung gestellt.

2.2.4.5 Proteaseaktivitatsstudien in malignen Erglssen

Zur Bestimmung der Proteaseaktivitdt im Ergussmaterial wurde zum Ansatz mit
Inhibitor  (2.000 ATU  Lepirudin  oder 1,0uM Rivaroxaban) statt des
Proteasestandards eine Verdunnung des Erguss im jeweiligen Puffer hinzugefugt.
Dadurch wurden die Ergusse im finalen Ansatz mit Substrat 1:10 verdinnt
vermessen. Die Durchfuihrung erfolgte wie zuvor beschrieben. An jedem Versuchstag
wurde eine neue Kalibriergerade erstellt sowie eine Testhemmung mit dem Inhibitor

an der hochsten eingesetzten Aktivitat der Kalibrierfunktion durchgefuhrt.

2.2.4.6 Alamar Blue Assay

Der Alamar Blue Assay wird besonders fir quantitative in-vitro Viabilitdts- und
Zytotoxizitatsstudien an Saugetierzellen und als Redoxindikator in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt [259-262]. Die Methode nutzt die in Abbildung 12
dargestellte irreversible  Reduktion des Dblauen, wasserloslichen, nicht
fluoreszierenden Resazurins (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) zum
pinkfarbenen, fluoreszierenden Resorufin [263]. In einem weiteren Schritt kann
Resorufin reversibel zum farblosen Dihydroresorufin reduziert werden [264]. Das
zytosolgangige Natriumsalz des Resazurins wird von lebenden Zellen enzymatisch
durch Elektronenaufnahme von Kofaktoren (NADPH, FADH,, FMNH/FMNH,, NADH,
Cytochrome) reduziert [260]. Die Reaktion wird durch Reduktasen und hier
besonders durch die bevorzugt mitochondrial oder zytoplasmatisch exprimierten
Diaphorasen  (Lipoamid-Dehydrogenase (EC  1.8.1.4), NAD(P)H-Chinon-
Oxidoreduktase (EC 1.6.99.2), NADPH-Dehydrogenase (EC 1.6.99.1) sowie durch
die Diaphorase-Aktivitat vieler Flavoenzyme katalysiert, wobei die Lokalisation der

Reduktion in der Zelle nicht eindeutig geklart ist [265].

49



Material und Methoden

HO o} _0O HO o} o}
i —
N* N
OH

Resazurin Resorufin
HO (@] OH
Oxidation N
H
Resorufin Dihydroresorufin

Abbildung 12: Resazurin wird in lebenden Zellen irreversibel zu Resorufin reduziert, welches reversibel
mit Dihydroresorufin im Gleichgewicht vorliegt. Die Reaktion wird u.a. durch Diaphorasen katalysiert,
und ist dann von elektronentransferierenden Kosubstraten (NADPH, FADH, FMNH, NADH,
Cytochrome) abhéangig.

Die fluorimetrische Auswertung wird aufgrund der sehr guten Empfindlichkeit
bevorzugt [265]. Der Redoxindikator wird wegen seiner geringen Giftigkeit bei
Zytotoxizitaitsmessung an Bakterien und S&ugetierzellen eingesetzt [259]. Die
Ergebnisse aus dem Alamar Blue Assay korrelieren gut mit denen Formazan-
basierter (MTT/XTT, MTS) Methoden und sind dem 3H-Thymidin-Assay in der
Aussagekraft nur leicht unterlegen [261].

2.2.4.6.1 Etablierung des Alamar Blue Assays

Es wurden verschiedene Zelldichten (0 bis 15.000 Zellen/Well) in drei einzelnen 48
Well Platten je sechsfach in 500 pl Kulturmedium ausgesat. Die Platten wurden im
Brutschrank inkubiert und je eine Platte nach 24, 48 und 72 Stunden mit 50 pl
vorgewarmtem (37 °C) Resazurin-Reagenz je Well versetzt. Es erfolgte sofort eine
Fluoreszenzmessung des Nullwertes (to) aller Wells bei einer Anregungswellenlange
(Ex) von 540 nm und einer Emissionswellenlange (Em) von 590 nm. Die Platte wurde
Uber weitere drei Stunden inkubiert und mehrfach die Fluoreszenz gemessen (tx = t,
to, t3,... usw.). AnschlieBend wurde das Medium im Well entfernt und in ein
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Zellen wurden mit 200 pl Trypsinlésung fir zehn
Minuten im Brutschrank abgeldst und das gesamte Volumen dem entsprechenden
Reaktionsgefal3 des jeweiligen Wells hinzugefiigt. Jedes Well wurde mit 500 pl
Phosphatpuffer nachgespilt, der ebenfalls in das entsprechende Reaktionsgefal}

Uberfahrt wurde. Mit den gesammelten Zellsuspensionen erfolgte eine dreifache
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Zellzahlbestimmung je Reaktionsgefald im Durchflusszytometer GalaxyArgon Plus.
Die Eigenfluoreszenz des Ansatzes zum Zeitpunkt t, wurde von den
Fluoreszenzwerten ty subtrahiert und die Daten (RFU = relative

Fluoreszenzeinheiten) gegen die Zellzahl aufgetragen.

Als Messzeitpunkt fur nachfolgende Experimente wurden Bedingungen gewahlt, die
eine Linearitat der Umsetzung des Resazurins in beide Richtungen Uber einen
breiten Zellzahlbereich bei guter Korrelation und geringer Standardabweichung
garantieren. Die Ergebnisse der Etablierung wurden durch Inprozesskontrollen in den

nachfolgenden Experimenten kontrolliert.

2.2.4.6.2 Bestimmung der ICso der Zytostatika

Es wurden 5.000 Zellen je Well einer 48 Well Platte in 500 pl Kulturmedium ausgesat
und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle zur
Beurteilung des Zellzustandes wurden die bendtigten Wells mit der entsprechenden
Menge Zytostatikum (verdinnt mit PBS) versetzt. Dazu wurden geeignete
Stammlosungen hergestellt und die Volumendifferenz in allen Wells mit PBS
ausgeglichen. Es wurden Verdinnungsreihen der Zytostatika inklusive einer
unbehandelten Kontrolle sowie einer Mediumkontrolle ohne Zellen pipettiert. Nach
weiteren 72 Stunden Inkubation wurden je Well 50 pul vorgewdrmte Resazurin-
Lésung zugefligt und sofort im Plattenfluorimeter Infinite F200 ein Nullwert gemessen
(Ex: 540 nm; Em: 590 nm). Die Platten wurde weiter inkubiert und je nach Zelllinie

nach ein bis drei Stunden ein Endwert gemessen.

Zur Auswertung wurde mit Hilfe der Software MS Excel 2003 die Differenz der
Nullwerte (RFU Ansatz mit Zellen — RFU Mediumkontrolle) von der Differenz der
Messwerte nach drei Stunden (RFU Ansatz mit Zellen — RFU Mediumkontrolle) je
Well subtrahiert und daraus der Mittelwert gleicher Ansatze (n=3) sowie die
Standardabweichung errechnet. Diese Daten wurden zur Ermittlung der ICso-Werte
sowie weiterer kinetischer Daten als Prozent der unbehandelten Kontrolle

halblogarithmisch aufgetragen und mit der Software SigmaPlot ausgewertet.

2.2.4.6.3 Alamar Blue Assay: Einfluss des Ergusses auf Zellwachstum und

Ansprechen auf Zytostatika

Es wurden drei Ansatze ohne und mit 5 x 10° THP-1 Zellen je Well einer 48 Well

Platte in 500 pl Kulturmedium je ohne und mit 10 % (v/v) sterilfiltriertem Erguss
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pipettiert (Tab. 17). Die entsprechenden Wells wurden mit der ermittelten ICso eines
Zytostatikums (Carboplatin oder Doxorubicin) versetzt. Dazu wurden geeignete
Stammlosungen hergestellt und die Volumendifferenz in allen Wells mit PBS
ausgeglichen. Nach 72 Stunden Inkubation wurden je Well 50 pyl auf 37°C
vorgewarmte Resazurin-Losung zugefugt und sofort im Plattenfluorimeter Infinite
F200 ein Nullwert gemessen (tp; Ex: 540 nm; Em: 590 nm). Die Mikroplatte wurde

weitere drei Stunden inkubiert und stiindlich die Fluoreszenz gemessen (t).

Tabelle 17: Tabellarische Ubersicht tiber den Versuchsaufbau des Alamar Blue Assays zur Quantifizierung
des Einflusses von 10 % (v/v) Erguss auf das Wachstum und das Ansprechen von THP-1 Zellen auf
Zytostatika.

Ohne Ergussfluid (je n=3 Anséatze)

Medium Medium Medium Medium Medium Medium
Zellen Carboplatin Zellen Doxorubicin Zellen
Carboplatin Doxorubicin

Mit 10 % (v/v) Ergussfluid (je n=3 Ansatze)

Medium Medium Medium Medium Medium Medium
Zellen Carboplatin Zellen Doxorubicin Zellen
Carboplatin Doxorubicin
Zellwachstum Ansprechen auf Carboplatin Ansprechen auf Doxorubicin

Die Nullwerte (to) wurden mittels MS Excel 2003 vom Messwert (t;) subtrahiert und
die Ergebnisse der Ansatze (n=3) gemittelt. Der Einfluss des Mediums wurde durch
Subtraktion der zellfreien Ansétze von den Anséatzen mit Zellen eliminiert. Aus dem
ergussfreien Ansatz ohne Zytostatikum ergab sich so die Kontrolle (100 (). Darauf
bezogen sollte der Einfluss der Zytostatika bei ca. 50 % der Kontrolle messbar sein.
Mit den Ansatzen mit Erguss wurde gleich verfahren. Der Ansatz ohne Zytostatika
wurde auf die Kontrolle ohne Erguss bezogen und stellt den Einfluss des Ergusses
auf die Proliferation dar. Der Einfluss des Ergusses auf das Ansprechen der Zellen
auf die Zytostatika ergab sich durch Bezug der Werte mit Erguss auf die ergussfreien
Ansatze und wurde in den Abbildungen 26 bis 29 (vgl. Kap. 3.2.4.3) ebenfalls als
100 % der Kontrolle ohne Erguss (aber mit Zytostatikum) dargestellt. Anschlie3end
folgte eine statistische Aufarbeitung der Daten durch Klassierung nach Entitaten,
Malignitat der Primérdiagnose und Sexus in SigmaPIlot, dargestellt als Box-Plots. Die
Berechnung der Signifikanzen (p <0,05) erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test
(http://faculty.vassar.edu/lowry/utest.html).
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2.2.4.6.4 Alamar Blue Assay: Einfluss von PAR-Agonisten auf Zellwachstum
und Chemosensitivitat

Neben einer zellfreien Kontrolle wurden 5.000 PANC-1 oder THP-1 Zellen je Well
einer 48 Well Platte in 500 pl Kulturmedium ausgesét und tUber Nacht inkubiert. Es
erfolgte ein Wechsel auf serumstarviertes Kulturmedium. Anschlie3end wurden die
Zellen ohne oder mit Flla, FXa, SFLLRN oder SLIGKV in verschiedenen
Konzentrationen im Brutschrank inkubiert. Nach 72 Stunden Inkubation wurden je
Well 50 pl 37 °C warme Resazurin-Lésung zugefiigt und sofort im Plattenfluorimeter
Infinite F200 ein Nullwert gemessen (to; Ex: 540 nm; Em: 590 nm). Je nach Zelllinie
wurde die Mikroplatte weiter inkubiert und nach ein bis drei Stunden erneut die
Fluoreszenz gemessen (ty). Die Nullwerte (to) wurden in Excel 2003 vom Messwert
(tx) subtrahiert und die Ergebnisse der Ansatze (n=3) gemittelt. Der prozentuale
Einfluss der Stimulantien auf die Proliferation ergab sich durch Bezug der Werte auf
die zellfreie Kontrolle (100 %). Um den Einfluss der Stimulantien auf das Ansprechen
der Zellen auf Zytostatika zu ermitteln, wurden weitere Wells auf der Platte nach dem
gleichen Layout wie oben beschrieben pipettiert, und zusatzlich mit Carboplatin oder
Doxorubicin versetzt (ICso laut 2.2.4.6.2). Die Auswertung erfolgte wie zuvor

beschrieben.

2.2.4.7 MTS-Proliferationsassay

Die wasserloslichen Salze des synthetischen Reagenzes MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

kénnen intrazellular in Gegenwart des Ein-Elektronen-Transporters
Phenazinmethosulfat (PMS) um den Faktor 1.000 beschleunigt zum
korrespondierenden, wasserléslichen Formazan reduziert werden (Abb.13) [266,
267]. Die Reaktion ist enzymkatalysiert (Reduktasen) oder findet durch direkte
Reaktion von NADH oder NADPH mit MTS statt, vornehmlich im endoplasmatischen
Retikulum [267]. Das Tetrazoliumsalz hat ein pH-abhé&ngiges Absorptionsmaximum
von 490-500 nm und ist somit einer absorptionsphotometrischen Bestimmung
zuganglich [266]. Anwendungsgebiete sind die Bestimmung der Zellviabilitat und
Zytotoxizitatsstudien. Vor Versuchsbeginn ist eine zelllinienspezifische Kalibrierung
unter  Versuchsbedingungen durchzufihren, da sich das intrazellulare
Reduktionspotential zellzyklusabhangig, durch &aufl3ere Einflusse (Temperatur,

Sauerstoff, etc.) oder in apoptotischen Zellen &ndern kann.
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Zur Kalibrierung des Assays wurden verschiedene Zellzahlen (0-1,5x 10*
Zellen/Well) in die Wells von drei 96 Well Platten ausgesat und tber Nacht inkubiert.
Es erfolgte ein Mediumwechsel zur Serumstarvierung. Ausgehend von diesem
Zeitpunkt wurde nach 24, 48 und 72 Stunden Inkubation je eine Platte komplett mit
20 pl vorgewarmter MTS-LOsung je Well (200 pl) versetzt und sofort weiter inkubiert.
Nach 30, 60, 120 und 180 Minuten wurde die Absoprtion bei 490 nm gemessen und
die gemittelten Werte je Zellzahl gegen die Zeit aufgetragen. Es wurden geeignete
Versuchsbedingungen mit mdglichst linearer Abhangigkeit der Substratumsetzung

von der Zellzahl ausgewéhlt und in den nachfolgenden Stimulationsexperimenten

angewandt.
Dehydrogenasen
Substrat / \ » Produkt
NADH
OCH,COOH PMS reduziert OCH,COOH
S03 S03
\ /©/ \ /©/

+

=N
\
NI N
CHs

Formazan

CHs

Abbildung 13: Schematische Darstellung des zellularen Metabolismus der Reduktion von MTS zum
Formazan. Durch Dehydrogenaseaktivitit entstandenes NADH oder NADPH ubertrégt zwei Elektronen auf
das Tetrazoliumsalz. Die Reaktion kann durch den Ein-Elektronentransporter Phenazinmethosulfat (PMS)
um den Faktor 1.000 beschleunigt werden.

Zur Messung des Einflusses verschiedener Stimulantien auf das Zellwachstum
wurden 1 x 10* Zellen in 200 pl Kulturmedium je Well einer 96 Well Platte ausgesit.
Als Leerwert fungierte ein Well mit zellfreiem Medium. Nach Inkubation tGber Nacht
wurden die Zellen serumstarviert und ohne oder mit Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV
oder TGF-B1 stimuliert weitere 48 Stunden inkubiert. Fir die Messung wurden die
Ansétze mit 10 % (v/v) MTS-Reagenz versetzt und nach 60, 120 und 180 Minuten
die Absorption bei 490 nm gemessen. Die Mittelwerte (n=6) wurden als Prozent der

unbehandelten Kontrolle (100 %) aufgetragen. Um den Einfluss von Erglssen auf
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das Zellwachstum zu quantifizieren, und eine mogliche Beteiligung von Flla oder FXa
an deren Effekt zu bestimmen, wurden die Zellen wie oben beschrieben
serumstarviert mit 10 % (v/v) Erguss supplementiert und je die Halfte (n=4) der
Anséatze mit 32 ATU Lepirudin oder 0,5 uM Rivaroxaban inhibiert. Die Messung
erfolgte wie oben beschrieben. Ausgewertet wurde gegen eine ergussfreie
Losemittel-Kontrolle (100 %) der Inhibitoren, um den Effekt des Ergusses zu
bestimmen bzw. gegen den Effekt des ungehemmten Ergusses, um den Einfluss der
Inhibitoren zu bestimmen. Alle Ansatze enthielten final die gleiche Konzentration des

Losemittels.

2.2.4.8 Transwell-Migrationsassay

Beim Transwell-Migrationsassay wird die Migration unterschiedlich stimulierter Zellen
in Form des Durchtritts durch 8 um groRe Poren in einer Polyethylenterephthalat
(PET)-Membran quantifiziert (Abb. 15). Die Membran wird zur Simulation einer EZM
im Vorfeld auf der Unterseite mit Kollagen beschichtet. Die Quantifizierung erfolgt
durch Farbung der Zellen mit Kristallviolett. Verglichen werden migrierte Zellen
gegen die Gesamtzellzahl im Ansatz in Form einer Migrationsrate in Prozent. Dazu
werden bei einem von zwei Ansatzen je Probe nur die migrierten Zellen auf der
Unterseite gefarbt, wogegen beim zweiten Ansatz alle Zellen (oben und unten)
gefarbt werden. Die gefarbten Zellen werden mehrfach gespult, der Farbstoff eluiert
und das erhaltene Eluat absorptionsphotometrisch (550 nm) vermessen. Die
Migrationsrate errechnet sich nach der Formel in Abbildung 14 aus den erhaltenen
optischen Dichten (OD).

0D 500 nm der migrierten Zellen »« 100

Mi ti t 0 =
igrationsrate (%) 0D 500 nm der gesamten Zellen

Abbildung 14: Formel zur Berechnung der Migrationsrate im Transwell-Migrationsassay.

Transwell-Einsatze (ThinCert™, Porengrofe 8,0 um) wurden auf der Unterseite der
PET-Membran mit 50 pl Kollagen I-Lésung (400 pug/ml) beschichtet. Dazu trocknete
die Losung circa 2 Stunden in der Sterilbank ein. PANC-1 Zellen wurden vor der
Aussaat Uber 24 Stunden serumstarviert, HPDE-Zellen wurden 48 Stunden
serumstarviert und mit den jeweiligen Stimulantien vorstimuliert. Die beschichteten
Einsatze wurden in 24 Well Platten platziert und mit 5 x 10* Zellen in 500 pl
serumstarviertem Medium befillt. In das untere Kompartiment direkt in das Well der
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24 Well Platte wurden weitere 500 pl serumstarviertes Medium gegeben und die
Ansétze im Einsatz stimuliert (berechnet auf 1 ml Gesamtvolumen). Alle Ansatze
wurden 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Zur Aufarbeitung wurde das Medium
vorsichtig entfernt. Je Doppelansatz wurden oben aus einem Einsatz die Zellen mit
einem Wattestabchen vorsichtig entfernt, so dass nur migrierte Zellen an der
Unterseite der PET-Membran zuriickblieben (Abb. 15). Alle Einsatze wurden in eine
neue 24 Well Platte transferiert und fir 30 Minuten mit 600 pl (200 pl im Einsatz,
400 ul im Well) Kristallviolett-Lésung (Tab. 18) gefarbt. Nach Entfernung der
Farbeldsung wurden alle Wells je dreimal fur 15 Minuten mit 1.500 pl (500 pl im
Einsatz, 1.000 pl im Well) Aqua dest. gesplult. Die Entfarbung der Zellen erfolgte mit
500 pl (200 pl im Einsatz, 300 pl im Well) 10-prozentiger (v/v) Essigsaure uber 90

Minuten bei Raumtemperatur.

Stimulation
iiber 24 Stunden\

| —— Zelle

soee e % Kollagenschicht = QCSQ _OQO =

[ Medium

— |

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des Transwell-
Migrationsassays.

Die Lésungen aus Einsatz und Well wurden vereinigt und in Doppelbestimungen a
100 I im Plattenphotometer Opsys MR bei 550 nm gegen 10-prozentige (v/v)
Essigsdure vermessen. Die gemessenen OD-Werte wurden gemittelt und die

Migrationsrate errechnet (Abb. 14).

Tabelle 18: Kristallviolett-Lésung zur Farbung der Zellen im Migrations-Assay.

Kristallviolett-L6sung

300 mg Kristallviolett
6 ml  Ethanol 2 % (v/v)
ad 300 ml  Boratpuffer 0,1 M (pH 8,5)
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2.2.4.9 Wundheilungs-Migrationsassay / Scratch-Assay

Dieser Migrationsassay wird besonders fur Wundheilungsprozesse herangezogen,
aber aufgrund seiner Einfachheit auch gerne fur nicht wundheilungsbezogene
Fragestellungen eingesetzt. Traditionell wird mittels einer Pipettenspitze eine Wunde
in einen Zell(mono)layer gekratzt, deren Verschluss zeitabhangig beobachtet wird. Je
nach Aufbau des Assays und Stimulation/Manipulation der untersuchten Zellen
konnen Ruckschlisse auf das Migrationsverhalten gezogen werden. Vorteilhaft sind
bei diesem Assay die direkte mikroskopische Beobachtung der Zellmorphologie und
die Mdglichkeit, uber Mehrfachmessungen zeitabhangige Daten zu erheben. Dem
gegenuber steht die Endpunktmethode im Transwell (Kapitel 2.2.4.8) ohne
Moglichkeit zur Beobachtung der Zellmorphologie aber mit besserer Quantifizierung.
Als Alternative zum schwer reproduzierbaren Scratch-Assay kdnnen in Petrischalen
positionierte Silikoneinsatze (Culture-Inserts; Ibidi, Martinsried) verwendet werden.
Diese umgrenzen, ahnlich einer liegenden Acht, zwei gleich groRe Kavitaten mit
Kontakt zum Boden der Petrischale, getrennt durch einen 400 pm £ 50 um breiten
Silikonsteg. Die Kavitdten werden mit Zellen beimpft und nach Ausbildung einer
konfluenten Zellschicht der Silikoneinsatz entfernt. Dadurch entsteht ein besser
reproduzierbarer zellfreier Spalt bzw. eine Wunde mit scharf abgegrenzten Randern
ohne Verletzung von Zellen und der damit einhergehenden Beeinflussung der
unverletzten Zellen durch Zytokine und/oder Chemokine. Zur Quantifizierung der
Migration bieten sich Fotografien der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten an, mit
denen die migrierten Zellen manuell oder mit Hilfe von Software ausgezéahlt werden

koénnen.

In ein biokompatibles Culture-Insert (lbidi, Martinsried), positioniert in einer
Petrischale, wurden 70 pl Zellsuspension (5 x 10° Zellen/ml) je Kavitat ausgesat.
Nach Inkubation tGber Nacht wurde das Medium entfernt, zweimal mit PBS gespdlt
und fur 24 Stunden serumstarviert. Das Culture-Insert wurde dann vorsichtig mit
einer sterilen Pinzette entfernt, wodurch ein zellfreier Spalt entstand. Abgel6ste
Zellen wurden durch zweimaliges Spulen mit PBS entfernt, um anschliel3end 2 mi
serumstarviertes Kulturmedium zuzugeben, dem die jeweiligen Stimulantien (FCS,
TGF-B1, Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV oder Erguss) bereits zugesetzt worden waren.
Die  Petrischalen wurden im  Brutschrank inkubiert, und zu den

Beobachtungszeitpunkten Fotos mit einer Canon E550 Digitalkamera an einem
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Axiovert 25 Mikroskop aufgenommen. Die Auswertung erfolgte durch Auszahlen
ausschlie3lich der migrierten, nicht aber der proliferierten Zellen. Dazu wurde eine
geschlossene, nicht spindelférmige Proliferationsfront als Ausschlussgrenze
festgelegt. Innerhalb des Spaltes wurden nur spindelférmige Zellen als migriert

bewertet.

2.2.5 Immunologische Untersuchungen

Immunologische Farbungen von Zellen mit Fluorophoren erlauben durch die gute
Selektivitat der Antigen-Antikérper-Bindung eine relative Quantifizierung von
Antigenen. Quantifiziert wird meist gegen eine Kontrolle mit einem unspezifischen
Antikorper  (Isotypkontrolle). Zusatzlich bietet sich eine Kernfarbung mit
interkalierenden Farbstoffen, wie dem lipophilen Hoechst Dye 33342, an. Die
gefarbten Zellen koénnen fluoreszenzmikroskopisch fotografiert werden, wobei
verschiedene Ebenen der Farbung oder Markierungen mehrerer Antigene tberlagert

werden konnen, um die Aussagekraft der Daten zu erhdhen.

Fluorochrom-markierte Zellen kénnen auch durchflusszytometrisch vermessen
werden. Die Aussagekraft zur Lokalisation der Antigene in der Zelle ist der
Mikroskopie hierbei unterlegen, die Quantifizierung jedoch tberlegen.

2.25.1 Immunfluoreszenzfarbung auf Deckglaschen

Es wurden 1 x 10° Zellen (HPDE, PANC-1) je Well einer 12 Well Platte auf sterilen
Deckglaschen in Kulturmedium ausgesét und tber Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden
Serumstarvierung wurden die Zellen stimuliert und nach weiteren 24 bzw. 48
Stunden Inkubation gefarbt. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und anschliel3end mit 4 % (v/v) Formaldehyd in PBS lberschichtet.
Nach 15 Minuten Fixierung bei Raumtemperatur wurde das Fixierungsreagenz durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Eine zweite Fixierung wurde fur 10 Minuten
mit eiskaltem Methanol im Gefrierschrank durchgefiihrt. Nach erneutem Waschen mit
PBS wurde die Oberflache bei Raumtemperatur mit BSA abgesattigt und mittels
Triton X-100 permeabilisiert. Dazu wurden die Deckgldschen in einer feuchten
Kammer mit der zellbehafteten Seite nach unten auf 100 pl Blockierungspuffer gelegt
(Tab. 19). Nach 60 Minuten wurde der Blockierungspuffer gegen den
Primarantikérper (E-Cadherin, PAR-1/2) in Antikdrperpuffer (Tab. 19) ausgetauscht.

Nach Inkubation bei 4 °C tGber Nacht wurde die Antikorperldsung durch dreimaliges
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Spilen mit PBS entfernt. AnschlieRend wurde der Alexa Fluor 555-gekoppelte
Sekundéarantikbrper 1:1000 verdunnt zusammen mit Hoechst Dye 33342 in
Antikdrperpuffer eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln mit den Praparaten
inkubiert, um anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit PBS ungebundene
Antikdrper und Uberschussigen Kernfarbstoff zu entfernen. Die Deckglaser wurden
mit Fluor Safe unterschichtet, welches durch erhohte Viskositat ein Ausbleichen der
Fluorophore verzogert, und mit der gefarbten Seite nach unten mit Nagellack auf
Objekttragern fixiert. Die Praparate wurden zigig mikroskopiert. Die Aufbewahrung

erfolgte lichtgeschutzt im Kihlschrank (5-8 °C).

Die Auswertung erfolgte am Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop, bestuckt mit einer
Axio Cam HR und einem Plan Neofluar 40x/1.3 Oil DIC Objektiv (Zeiss, Jena). Die
Praparate wurden dazu gesichtet und mehrere reprasentative Ausschnitte
fotografiert. Dabei wurde je eine getrennte Aufnahme der Kernfarbung mit Hoechst
Dye und der Antikorperfarbung mit Alexa Fluor 555 erstellt und als AxioVs40.Image
(.zvi) sowie Tagged Image File Format (.tif) gespeichert.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Puffer fur die Immunfluoreszenzfarbung von E-Cadherin und PAR-1/2.

Blockierungspuffer Antikdrperpuffer
4% (wiv) BSA 1% (w/v) BSA

0,3 % (w/v) Triton X-100 0,3 % (w/v) Triton X-100
ad 100 ml PBS ad 100 ml PBS

2.2.5.2 Immunfluoreszenzfarbung und Analyse mittels Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden mit Accutase aus den Kulturflaschen abgeltst, 5 Minuten bei
1.200 U/min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in 1 ml PBS
resuspendiert. Etwa 2 x 10° Zellen wurden in eine 96 Well Platte tberfiihrt und
4 Minuten mit 1.000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit
kaltem Waschpuffer (Tab. 20) gewaschen. Dazu wurde es in 100 pl Puffer
resuspendiert, 4 Minuten mit 1.000 U/min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Das Pellet wurde anschlieend in 10 pl Antikdrperlosung (10 pg/ml
Antikérper in Waschpuffer) oder Isotypkontrolle (10 pg/ml) resuspendiert und
20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde erneut 4 Minuten bei

1.000 U/min und 4 °C zentrifugiert und anschliel3end das Pellet zweimal gewaschen.
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Das Zellpellet wurde mit 10 pl FITC-gekoppeltem Sekundarantikdrper (25 pg/ml in
Waschpuffer) resuspendiert und erneut 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 150 pl Paraformaldehyd-Lésung 4 %
(w/v) resuspendiert und in FACS-R6hrchen Uberfihrt. Die Proben wurden in einem
BD FACS Canto vermessen (Aex: 488 nm; Agy FITC: 525 nm; Aegm PE: 575 nm) und

mittels CellQuest Software (BD Biosciences) ausgewertet.

Tabelle 20: Zusammensetzung des Waschpuffers fur die Zellfarbung zur Durchflusszytometrie.

Waschpuffer (FACS); 4 °C

1% (wiv) BSA
0,1 % (w/v) NaNj
ad 100 ml PBS
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis eines aktivierten Gerinnungssystems im Ergussmilieu

3.1.1 Charakterisierung der verwendeten Ergisse

Die 107 im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Erglsse sind in Tabelle 21 nach
laborintern fortlaufender Nummer aufgelistet und nach Sexus (m: mannlich; w:
weiblich) sowie Diagnose laut Arztbrief zum Zeitpunkt der Punktion charakterisiert.
Eine nicht gesicherte Diagnose wurde mit V. a. (Verdacht auf) gekennzeichnet.
Ergusse mit lickenhaften Patientendaten wurden nicht weiter beriicksichtigt. Aus der
Diagnose abgeleitet wurde eine Klassierung in maligne Ergusse (m) oder benigne
bzw. nicht-maligne Ergusse (b). Aufgrund der geringen Fallzahlen der gestellten
Diagnosen wurde zur statistischen Aufarbeitung eine Klassierung (Klasse) in drei
groRere Gruppen vorgenommen, die nur die im Rahmen des Alamar Blue Assays

eingesetzten Ergisse betraf:

e Benigne: Erglsse mit einer benignen/nicht malignen Diagnose
e Gastro: Ergisse mit einer Krebsdiagnose im Gastrointestinaltrakt
e Gyn: Ergusse mit einer gynakologischen Krebsdiagnose

e Lunge: Ergusse mit einer Krebsdiagnose in der Lunge

Anschlie3end sind die Ergebnisse des Alamar Blue Assays als Einfluss der Erglisse
auf das Zellwachstum und die Chemosensitivitat gegeniber Carboplatin bzw.
Doxorubicin aufgefihrt (vgl. Kap. 3.2.4.3). Die angegebenen Werte beziehen sich auf
die Kontrolle ohne Erguss (100 %). Die letzten vier Spalten zeigen eine
Gegenuberstellung der Ergebnisse der Koagulometrie gegeniber dem chromogenen
Assay fur Flla und FXa in U/ml (vgl. Kap. 3.1.3 und 3.1.4). Eine Auflistung aller Daten
der Koagulometrie ist in der Arbeit nicht enthalten, die gemittelten Daten werden in
Kapitel 3.1.3 gezeigt.

Sofern ausreichend Ergussmaterial zur Verfligung stand, wurden die Ergisse in
moglichst vielen Versuchen eingesetzt. Teilweise war das Ergussmaterial aufgrund
von Materialmangel, Ausfallungen, bakterieller Kontamination oder Eigenfarbung far
bestimmte Versuche nicht zuganglich, wodurch Abweichungen in der Anzahl der

untersuchten Ergisse je Methode in den nachfolgenden Kapiteln begrtindet sind.
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Tabelle 21: Tabellarische Auflistung aller 107 im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Erglsse. Es sind
Angaben zu Geschlecht (Sexus: mannlich (m), weiblich (w)), Malignitit laut Diagnose zum Zeitpunkt der
Punktion (maligne (m) oder nicht-maligne/benigne (b)), Klassierung nach Diagnose (Benigne, Lungenkrebs
(Lunge), Gastrointestinalkrebs (Gastro) oder gynékologische Krebserkrankungen (Gyn)). Die Ergebnisse des
Alamar Blue Assays zu Zellwachstum und Chemosensitivitat gegenliber Carboplatin und Doxorubicin von
THP-1 Zellen sind bezogen auf die Kontrolle ohne Erguss (100 %). Weiterhin ist eine Gegeniberstellung der
koagulometrisch (TPZ) und chromogen (chrom.)bestimmten Aktivitdten fur Flla und FXa enthalten.
Fortsetzung auf der nachsten Seite.

@ " T Alamar Blue Assay (THP-1) Flla U/ml -
4 = c Diagnose zum
2 35) % Zeitpunkt der Punktion e
el = TPZ | chrom. | TPZ | chrom.
463 | m m NSCLC Lunge 61 71 47| 0,49 0,023 | 0,05
468 | m m SCLC 0,34 0,000 | 0,05
469 | m m NSCLC 0,35 0,05
470 | m m NSCLC 0,31 0,05
476 | w m NSCLC Lunge 23 30 20| 0,50 0,000 | 0,05
480 | w b Leberzirrhose Benigne 64 60 43 0,015
484 | m b | Ischdm. Kardiomyopathie | Benigne 99 67 72| 0,16 0,015 0,05
489 | w m NSCLC 0,42 0,05
492 | w m Magen-Ca. Gastro 239 160 252 | 0,22 0,05
493 | m m NSCLC Lunge 100 110 75| 0,34 0,050 | 0,05
497 | m m SCLC Lunge 69 67 54 0,010
498 | w m Magen-Ca. Gastro 58 36 35 0,073
500 | w b Pankreatitis Benigne 143 100 130| 0,17 0,000 | 0,05
508 | m m Pleuramesotheliom Lunge 87 99 77
54| m b Kardiomyopathie Benigne 40 42 34| 0,36 0,05
515 | w b Pneumonie Benigne 76 76 54| 0,32 0,05
516 | m b | Dekomp. Herzinsuffizienz | Benigne 54 55 37
517 | m b | Dekomp. Herzinsuffizienz | Benigne 56 53 42| 0,32 0,541 | 0,05
520 | w b Pneumonie Benigne 124 155 94| 0,32 0,021 0,05
523 | w m Magen-Ca. Gastro 77 81 64 0,017
524 | w m NSCLC Lunge 66 82 57| 0,32 0,000 | 0,07
526 | m m Pleuramesotheliom Lunge 55 56 42
529 | w b Herzinsuffizienz Benigne 116 115 83 0,000
544 | w m Pankreas-Ca. Gastro 70 63 63| 0,27 0,008 | 0,05
545 | w m Mamma-Ca. Gyn 70 57 63| 0,35 0,031 0,05
567 | w m Magen-Ca. Gastro 33 30 33 0,288
568 | m m Rektum-Ca. Gastro 72 65 74| 0,33 0,019 0,05
570 | w m Mamma-Ca. Gyn 67 56 68 0,149
575 | w m SCLC Lunge 100 92 97| 0,11 0,037 0,15
576 | m b Reizerguss 0,37 0,05
579 | w m Mamma-Ca. Gyn 38 32 29| 041 0,000 | 0,05
583 | w m Kolon-Ca. Gastro 76 86 83| 0,31 0,000 | 0,05
585 | m m Osophagus-Ca. Gastro 82 80 88| 0,18 0,021 | 0,05
596 | w m Mamma-Ca. Gyn 71 71 62| 0,30 0,002 | 0,05
597 | w m SCLC Lunge 56 64 64 0,000
599 | w m Mamma-Ca. Gyn 62 47 68| 0,29 0,000 | 0,05
600 | w m Mamma-Ca. Gyn 30 41 44
602 | w m Mamma-Ca. Gyn 64 61 54 0,000
609 | w m Mamma-Ca. Gyn 69 68 60| 0,27 0,05
610 | w m Uterus-Ca. Gyn 87 69 76 0,002
611 | w m Mamma-Ca. Gyn 61 58 65 0,021
612 | w m Kolon-Ca. Gastro 76 55 79| 0,23 0,012 0,05| 0,0000
613 | w m Ovarial-Ca. Gyn 60 50 64 0,000 0,0000
615 | m b Nierentransplantation Benigne 95 57 110 0,015 0,0067
618 | w m Mamma-Ca. Gyn 55 41 56 0,004 0,0057
619 | m V. a. Bronchial-Ca. 0,0000
620 | w m Mamma-Ca. Gyn 49 38 54| 0,23 0,000 | 0,05]| 0,0000
623 | m m Pankreas-Ca. Gastro 92 58 05, 0,015 0,0000
627 | w m Mamma-Ca. Gyn 69 59 77| 0,34 0,015| 0,05| 0,0003
628 | m m NSCLC Lunge 74 77 98
631 | m b Leberzirrhose Benigne 110 74 87 0,000 0,0000
632 | m m Pankreas-Ca. Gastro 94 70 81 0,044 0,0011
633 | w b Hyperthyreose Benigne 91 66 69| 0,10 0,015 0,05
634 | w m Mamma-Ca. Gyn 41 50 51| 0,27 0,000 | 0,05| 0,0000
635| m b COPD Benigne 66 74 59 0,032 0,0021
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Fortsetzung Tabelle 21: Tabellarische Auflistung aller 107 im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Ergusse. Es
sind Angaben zu Geschlecht (Sexus: mannlich (m), weiblich (w)), Malignitéat laut Diagnose zum Zeitpunkt
der Punktion (maligne (m) oder nicht-maligne/benigne (b)), Klassierung nach Diagnose (Benigne,
Lungenkrebs (Lunge), Gastrointestinalkrebs (Gastro) oder gynakologische Krebserkrankungen (Gyn)). Die
Ergebnisse des Alamar Blue Assays zu Zellwachstum und Chemosensitivitat von THP-1 Zellen gegentiber
Carboplatin und Doxorubicin sind bezogen auf die Kontrolle ohne Erguss (100 %). Weiterhin ist eine
Gegentiberstellung der koagulometrisch (TPZ) und chromogen (chrom.) bestimmten Aktivitaten fir Flla und

FXa enthalten.
" " G Alamar Blue Assay (THP-1) Flla U/ml -
@ 2 g, Diagnose zum Zeitpunkt Gruppe
2 o | = der Punktion
T g TPZ |chrom. | TPZ | chrom.
639 | m m Rektum-Ca. Gastro 92 107 99 0,000 0,0000
640 | m b Dekomp. Herzinsuff. Benigne 86 85 79
645 | w m Mamma-Ca. Gyn 70 73 98
646 | w m Mamma-Ca. Gyn 119 119 110| 0,22 0,012 0,05| 0,0100
649 | w m Cardia-Ca. Gastro 123 122 164 0,000 0,0003
660 | w m Ovarial-Ca. Gyn 60 65 56 0,004 0,0000
661 | w m Mamma-Ca. Gyn 92 90 92 0,000 0,0000
665 | m b Pneumonie 0,000 0,0023
670 | w b Reizerguss Benigne 136 147 155| 0,27 0,012 0,05| 0,0012
673 | w m Osophagus-Ca. Gastro 107 81 101 0,000
674 | m b Pankreatitis Benigne 71 67 76 0,046
682 | m m Bronchial-Ca. 0,089 0,0204
688 | w b Pneumonie Benigne 59 64 66 0,000
715| m b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,36 0,05
718 | m m Bronchial-Ca. 0,30 0,05
734 | w m Ovarial-Ca. 0,36 0,05
743 | m m Non-Hodgkin-Lymphom 0,10 0,05
744 | w m Mamma-Ca. 0,29 0,05
749 | m m Pankreas-Ca. 0,18 0,05
753 | w m Mamma-Ca. 0,27 0,05
755 | w m Ovarial-Ca. 0,37 0,05
756 | w V. a. Bronchial-Ca. 0,36 0,05
757 | w m Magen-Ca. 0,18 0,05
758 | w b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,11 0,05
759 | w m Ovarial-Ca. 0,51 0,05
760 | m m Bronchial-Ca. 0,21 0,14
761 | w m Mamma-Ca. 0,29 0,05
762| m | m Osophagus-Ca. 0,06 0,05
763 | m b Koronare Herzkrankheit 0,08 0,05
766 | m b Koronare Herzkrankheit 0,26 0,05
767 | m b Koronare Herzkrankheit 0,12 0,05
769 | m V. a. Malignom 0,06 0,05
771 | m b Perimyokarditis 0,27 0,05
773 | w b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,11 0,05
775 | m b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,23 0,05
780 | m b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,27 0,05
781 | w m Ovarial-Ca. 0,11 0,05
782 | m b | Dekomp. Herzinsuffizienz 0,15 0,05
788 | w m Mamma-Ca. 0,38 0,05
803 | w m Ovarial-Ca. 0,24 0,05
804 | w m Mamma-Ca. 0,28 0,05
805 | w m Ovarial-Ca. 0,41 0,06
808 | w m Ovarial-Ca. 0,34 0,05
811 | w m Ovarial-Ca. 0,32 0,05
812 | w m Ovarial-Ca. 0,37 0,05
813 | w m Ovarial-Ca. 0,48 0,05
814 | w m Mamma-Ca. 0,37 0,05
817 | w b Morbus Wegener 0,06 0,05
819 | m m Pankreas-Ca. 0,33 0,05
822 | w m Endometrium-Ca. 0,40 0,05
823 | w m Magen-Ca. 0,39 0,05
831 | w m Bronchial-Ca. 0,33 0,05
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3.1.2 Spontane Fibrinogenese im frischen Ergussmaterial

Um zu Uberprifen, ob in punktierten Erglissen Gerinnungsfaktoren aktiv sind, wurde
der exemplarische Nachweis von Fibrin im Erguss erbracht. Im frisch punktierten
Ergussmaterial konnte regelmaRig das spontane Ausfallen von gallertartig-soliden
Proteinklumpen unabhdngig von Sexus, Diagnose oder Klassen der Tabelle 21
beobachtet werden (Abb. 16, links). Diese Beobachtung konnte auch nach dem
Auftauen tiefgekihlter Erglissen bestatigt werden: Zuvor klare, sterilfiltrierte (0,2 pm)
Aliquots wurden binnen Minuten zunehmend flockig trib. Die solide, gallertartige
Ausféllung eines Pleuraergusses mit zum Zeitpunkt der Punktion diagnostiziertem
Kolonkarzinom konnte in der Fibrin-Farbung nach Weigert exemplarisch als Fibrin
identifiziert werden (Abb. 16, rechts).

Abbildung 16: Spontane Fibrinogenese im frisch punktierten Pleuraerguss mit zugrunde liegendem
Kolonkarzinom: Native Fibringerinnsel im Erguss nach dem Auftauen (links, makroskopisch) und positive
Fibrinfarbung nach Weigert (rechts, mikroskopisch, 40-fach vergrofert).

3.1.3 Ergusse enthalten Gerinnungsfaktoren der extrinsischen Kaskade

Die gallertartigen Ausfallungen eines malignen Pleuraergusses konnten als
Fibringerinnsel identifiziert werden. Um die zugrundeliegende Gerinnungsaktivitat im
Erguss nachzuweisen, wurde eine koagulometrische Gerinnungsanalytik der
Faktoren der extrinsischen Kaskade an 26 mannlichen und 46 weiblichen,
sterilfiltrierten (0,2 um) Ergussen unterschiedlicher Diagnose (20 benigne; 52
maligne) im Zentrallabor des UK-SH, Campus Kiel, durchgefiihrt und diese mit der
literaturbekannten Norm im Plasma gesunder Probanden verglichen [268]. Alle
Faktoren der extrinsischen Kaskade (Fibrinogen, Faktor Il, V, VII, X) sowie die
intrinsischen Inhibitoren PC und AT IIl konnten nachgewiesen werden, zeigten sich
aber im Mittel deutlich erniedrigt gegentber der Referenz (Tab. 22). Die ermittelten
Werte lagen im Falle von FV, FVII und FX an der unteren Nachweisgrenze. Einzig
die klinischen Parameter flr ein aktiviertes Gerinnungssystem, F1+2 Fragmente und
D-Dimere, wiesen teilweise deutlich erhdhte Aktivitatswerte gegentiber der Norm auf.
Wahrend der Spiegel der F1+2 Fragmente nur leicht Gber dem Referenzwert lag,
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zeigte sich der Spiegel der D-Dimere im Mittel 29-fach erhdht gegenlber der

Referenz im Plasma Gesunder.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Ergissen mannlicher
Patienten und weiblicher Patientinnen festgestellt werden, wahrend maligne Erglisse
signifikant leicht hohere Spiegel fur Fll, FV und AT Il gegeniber benignen Erglissen

aufwiesen, die aber alle noch deutlich unterhalb der Norm lagen.

Tabelle 22: Die untersuchten Ergusse enthielten alle Gerinnungsfaktoren der extrinsischen Kaskade: Faktor
Il, V, VII, X und Fibrinogen konnten nachgewiesen werden, wenn auch mit erniedrigten Aktivitaten
gegentiber der Norm im Plasma Gesunder [268]. Gleiches galt fir die inhibitorischen Proteine AT 111 und
Protein C. D-Dimere (Fibrinogen-Aquivalenz Einheiten; FEU) und F1+2-Fragemente, klinische KenngroRen
einer aktivierten Gerinnung, waren erhoht gegentber der Norm. Die Erglsse wurden nach Geschlecht
(Tabelle A) oder Malignitat (Tabelle B) klassiert und auf signifikante Unterschiede zwischen den Klassen
gepruft. Erglsse mannlicher (M) und weiblicher (W) Patienten unterschieden sich nicht signifikant, jedoch
zeigten maligne Ergusse (m) gegentber benignen Ergussen (b) signifikant héhere Spiegel fur Faktor 11, VII
und AT I11; n=3 Versuche; MW + SA; p <0,05.

Erglisse (TPZ) Referenz

A Mannlich (M) Weiblich (W) p-Wert gesamt Plasma
0 Wert 0 Wert Mvs. W m+w [268]
n=72
Faktor 11 U/ml 26 0,25+0,11 | 46 0,30+0,11 0,11 0,28 + 0,11 0,7-1,2
Faktor V U/ml 26 | 0,06+0,00 | 46 | 0,05+0,00 0,46 0,06+0,00 | 0,7-12
Faktor VIl U/ml 26 0,11 +0,05 | 46 0,15+ 0,10 0,07 0,14 + 0,09 0,7-1,2
Faktor X U/ml 26 | 0,06+0,02 | 46 | 0,05+0,02 0,87 0,056+0,02| 0,7-12
F1+2 nmol/l 26 11,3+0,4 | 46 11,3+04 0,63 11,3+04 04-11
Fibrinogen mg/dl 26 1602 | 46 1600 0,19 160+1| 80-350
D-Dimere mg/l FEU | 26 130+10 | 46 1327 0,39 132+8 <1
Protein C % 26 22+12 | 46 22+10 0,89 22+10 70 — 140
AT Il % 26 32+16 | 46 34+11 0,45 3313 80-120
B Benigne (b) Maligne (m) p-Wert
bvs.m

Faktor 11 U/ml 20 0,22 +0,10 | 52 0,30+ 0,10 0,004 0,28 +0,11 0,7-1,2
Faktor V U/ml 20 | 0,06+0,00 | 52 | 0,05+0,00 0,46 0,06+0,00 | 0,7-12
Faktor VIl U/ml 20 0,09+0,04 | 52 0,16 = 0,09 0,007 0,14 + 0,09 0,7-1,2
Faktor X U/ml 20 | 0,06+0,00 | 52 | 0,05+0,02 0,31 0,056+0,02| 0,7-12
F1+2 nmol/l 20 11,3+0,4 | 52 11,304 0,48 11,3+04 04-11
Fibrinogen mg/dI 20 1602 | 52 1600 0,11 1601 80 — 350
D-Dimere mg/l FEU | 20 129+12 | 52 133+£6 0,12 1328 <1
Protein C % 20 18+12 | 52 23+10 0,80 22+10 70 — 140
AT Il % 20 25+13 | 52 36+12 | 0,002 33+13| 80-120
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Da hier vermutlich das Endergebnis einer aktivierten Gerinnung im Erguss vor der
Punktion beobachtet wurde, die wesentlich von den essentiellen Serinproteasen Flla
und FXa abhéangt, wurden die nachfolgenden Untersuchungen zum Einfluss der
Gerinnungsfaktoren auf die Zellbiologie auf Flla und FXa beschrankt, da fur diese
beiden Proteasen in der klinischen Praxis gut bekannte Inhibitoren zugelassen sind.
Damit stehen im Falle einer nachgewiesenen tumorprogressiven Wirkung von Flla

und FXa maogliche Therapieoptionen zur Verfigung.

Da uber die TPZ neben den aktiv vorliegenden Gerinnungsproteasen Flla und FXa
auch deren Zymogene Prothrombin (FIl) und Faktor X (FX) in die aktiven Formen
Uberfahrt und im Ergebnis berlcksichtigt wurden, wurde ein chromogener Assay
etabliert, der bei der Aktivitatsmessung die Zymogene nicht aktivierte und damit nicht
erfasste.

3.1.4 Fllaund FXa liegen im punktierten Erguss inaktiv vor

Ziel dieses Versuches war die Bestimmung der tatséachlich vorliegenden Aktivitaten
von Flla und FXa im Erguss, ohne deren Zymogene zu aktivieren und mit zu
erfassen. Ziel war es, die in den Ergissen ermittelten Aktivitdten in den
nachfolgenden Versuchen so verwenden zu kdnnen, wie sie im Erguss vorkommen.
In weiterfuhrenden in-vitro Untersuchungen wurden die Gerinnungsfaktoren mit einer

entsprechenden Aktivitat zur Stimulation von Zelllinien eingesetzt werden.

Mittels eines chromogenen Enzymaktivitdts-Assays konnte eine Gesamtaktivitat
ermittelt werden, die durch den Einsatz selektiver Inhibitoren von den Einflissen
anderer Proteasen des Ergusses bereinigt wurde. Flla wurde mit dem
rekombinanten, selektiven Inhibitor Lepirudin gehemmt, Faktor Xa wurde mit dem
niedermolekularen Inhibitor Rivaroxaban gehemmt. Zusatzlich wurde bei jeder
Kinetik parallel eine turbidimetrische Messung bei 562 nm durchgefthrt, um den
Einfluss einer sich im Laufe der Messung einstellenden Trilbung der Messlésung zu

eliminieren.

Fur die Kalibrierung des Assays fir Flla wurde der WHO 2nd International Standard
for Thrombin 01/580 eingesetzt (Abb. 17). Der 3rd International Standard for Factors
Il and X 98/590 war zum Zeitpunkt der Etablierung nicht verfigbar. Daher wurde zur
Kalibrierung des FXa-Assays auf ein Produkt des Herstellers American Diagnostica
ausgewichen, und die angegebene Aktivitat der Charge als Richtgrof3e verwendet
(Abb. 18). Fur die Bestimmung der Flla-Aktivitdt in den Erglssen wurden 2.000
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ATU/ml je Ansatz eingesetzt (1 ATU hemmt 1 U Flla der WHO Préaparation 89/588).
Diese Konzentration entspricht dem 2,5-fachen der titrierten Konzentration von 800
ATU/ml (Abb. 19), mit der 3 U/ml Flla zuverlassig gehemmt werden konnten. Fir die
Untersuchung einiger Ergusse wurde die Konzentration auf 3.500 ATU/ml Lepirudin
erhoht, da mit 2.000 ATU/ml keine ausreichende Hemmung erzielt werden konnte.
Trotzdem zeigten diese Ergusse keine erhOhte Flla-Aktivitat. Die Titration von 1,0
U/ml FXa mit Rivaroxaban ergab eine sichere Hemmung der Aktivitdt ab 0,5 uM
Rivaroxaban (Abb. 20), weshalb fur die Bestimmung der FXa-Aktivitdt in den
Ergussen Rivaroxaban mit 1,0 uM eingesetzt wurde.
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Abbildung 17: Darstellung einer reprasentativen Kalibrierung des chromogenen Assays zur Bestimmung der
Flla-Aktivitat; n=3 Versuche; MW * SA.
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Abbildung 18: Darstellung einer repréasentativen Kalibrierung des chromogenen Assays zur Bestimmung der
FXa-Aktivitat; n=3 Versuche; MW £ SA.
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Einflisse durch Trubung der Messlosung konnten bei der Etablierung beider
chromogener Methoden nicht festgestellt werden. Bei der Vermessung der

verdunnten Ergisse kam es dagegen bei einigen Proben zu erheblichen Tribungen.
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Abbildung 19: Titration von Flla mit Lepirudin: 800 ATU/mI Lepirudin hemmten 3 U/ml Flla (vergroRerter
Teilausschnitt); n=3 Versuche; MW + SA.
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Abbildung 20: Titration von FXa mit Rivaroxaban: 500 nM (0,5 uM) Rivaroxaban hemmten 1 U/ml Faktor
Xa; n=3 Versuche; MW * SA.

Im Mittel fand sich in den 52 mittels chromogenem Assay untersuchten Erglssen
eine kaum messbare Flla-Aktivitdt von 0,03 U/ml (Tab. 23). Diese entsprach rund
11 % der mittels TPZ bestimmten Gesamtaktivitat von 0,28 U/ml in den 72 Erglssen

der Tabelle 22. Die FXa-Aktivitat in weiteren 20 untersuchten Erglsse betrug mit
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0,003 U/ml nur 6 % der mittels TPZ untersuchten 72 Ergusse in Tabelle 22. Beide

Gerinnungsfaktoren liegen somit nur zu rund einem Zehntel aktiviert im

Ergussmaterial vor, wenn ihre Zymogene nicht mit erfasst werden. Es konnte kein

signifikanter (p <0,05) Unterscheid zwischen Ergissen maéannlicher Patienten

gegenuber Ergussen weiblichen Patientinnen festgestellt werden. Ebenso

unterschieden sich die Ergussen benigner Diagnose gegenuber Ergussen maligner
Diagnose nicht signifikant (p < 0,05; Tab. 23).

Tabelle 23: Im Erguss lagen Flla und FXa weitgehend inaktiv vor. Eine Gegenuberstellung von Ergissen
aus mannlichen vs. weiblichen Patienten bzw. von malignen vs. benignen Erkrankungen zeigte keine
signifikanten Unterschiede. Photometrische Messung der Umsetzung chromogener Substrate und Hemmung
mit selektiven Inhibitoren; n=3 je Erguss; MW + SA; p < 0,05.

Erglisse (chromogener Assay) Referenz
mannlich (m) weiblich (w) p-Wert | gesamtm +w Plasma
n Wert n Wert mvs.w | Fllan =52 [268]
: © FXan = 20
Flla U/ml 17 0,054 +0,128 | 35 0,021 + 0,054 0,20 0,032+0,086 | 0,7-12
FxaU/ml | 9 | 0,004+0,007 | 11 | 0,002+0,003 | 039 | 0,003£0,005| 0,7-12
Erglsse (chromogener Assay) ST
benigne (b) maligne (m) p-Wert | gesamtb +m | Plasma
n Wert n Wert bvs.m Fllan =52 [268]
FXan =20
Flla U/ml 14 0,051 +0,142 | 38 0,025 + 0,053 0,34 0,032+0,086 | 0,7-12
FXa U/ml 5 0,002 + 0,003 | 15 0,003 + 0,006 0,98 0,003+0,005| 0,7-12

Flla und FXa katalysieren im chromogenen Assay nur je einen Anteil von ca. 5 % der
mit den beiden Substraten im Erguss ermittelten proteatischen Gesamtaktivitat (Tab.
24). Diese restlichen 95 % der Gesamtaktivitit werden von anderen Enzymen
katalysiert.

Tabelle 24: Flla und FXa katalysierten mit 4,9 % bzw. 52 % nur einen geringen Anteil der mit dem
jeweiligen Substrat ermittelten Gesamtaktivitdt im Erguss: Photometrische Messung der Umsetzung
chromogener Substrate und Hemmung mit selektiven Inhibitoren; n=3 je Erguss; MW + S.A.

Gesamtaktivitat
Chromogener Assay

Aktivitat Protein
Chromogener Assay

n U/ml U/ml %
Flla (S-2238) 52 0,653 + 0,875 0,032 + 0,086 49
FXa (S-2765) 20 0,058 + 0,045 0,003 + 0,005 52
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3.2 In-vitro Untersuchungen an Zelllinien und Zellen aus Erglissen

Die Beobachtung eines aktivierten Gerinnungssystems im Erguss warf die Frage
nach einem pathophysiologischen Zusammenhang zwischen Ergussmilieu und
Tumorbiologie auf und welche Rolle speziell die Gerinnungsfaktoren Flla und FXa
dabei spielen. Die Proteasen Flla und FXa sind bekannte Aktivatoren der PAR-1 und
PAR-2 Rezeptoren, deren Einfluss auf zellbiologische Effekte in der Progression
maligner Erkrankungen bereits in einigen Studien gezeigt werden konnte [134, 172,
174, 200, 269]. Dabei ist u. a. die Modulation der Proliferation und Migration von
Tumorzellen sowie deren verringertes Ansprechen auf Zytostatika beschrieben
worden [134, 163, 177, 178, 269]. Um den Zusammenhang zwischen dem bereits
nachgewiesenen aktivierten Gerinnungssystem im Erguss und zellbiologischen
Effekten im Rahmen einer moglichen Tumorprogression herzustellen, wurden
zunachst die Patientenzellen aus malignen Ergussen hinsichtlich ihrer PAR-1 und

PAR-2 Expression untersucht.

3.2.1 Zellen aus malignen Erguissen exprimieren PAR-1/2 Rezeptoren

Die  Hypothese eines rezeptorvermittelten Einflusses der  aktivierten
Gerinnungsfaktoren auf die Zellbiologie setzt die Expression membranstandiger
PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren voraus. Bei den mittels Durchflusszytometrie
untersuchten, oberflachengefarbten Zellen aus malignen Erglissen zeigten sich 78 %
der Kulturen (n=18) positiv fir PAR-1 und 17 % der Kulturen (n=12) positiv fir PAR-2
(Tab. 25).

Tabelle 25: Patientenzellen exprimierten mehrheitlich membransténdige PAR-1, aber kaum PAR-2
Rezeptoren: Durchflusszytometrische Untersuchung oberflachengefarbter Zellen. Es wurden je
Patientenzellkultur eines Patienten 3 separate Farbungen durchgefihrt.

PAR-1 PAR-2

n % n %

positiv 14/18 78 2/12 17

Da die Patientenzellen eine sehr langsame Proliferation aufwiesen sowie haufig mit
Fibroblasten verunreinigt waren, konnten sie nicht fir die weiteren umfangreichen
Versuche eingesetzt werden. Daher wurde auf die Zelllinien HPDE, PANC-1 und
THP-1 als Modellzelllinien ausgewichen, mit deren Auswahl sowohl Karzinomzellen
(PANC-1), monozytare Tumorzellen (THP-1) als auch nicht-tumorigene Zellen
(HPDE) Verwendung fanden. Weiterhin stand mit PANC-1 eine Zelllinie mit weit
fortgeschrittener EMT zur Verfigung, wéhrend HPDE Zellen kaum Anzeichen einer
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EMT zeigen, so dass sich diese beiden Zelllinien vor allem fiir die Untersuchung zur
EMT und Zellmigration eigneten (s. ab Kap 3.2.5). Zunachst wurden alle Zelllinien
hinsichtlich der Expression und Lokalisation von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren
Uberpruft, um anschlieend den Einfluss einer Stimulation mit Flla, FXa, SFLLRN
(PAR-1 Agonist), SLIGKV (PAR-2 Agonist) oder 10 % (v/v) Erguss auf Zellwachstum,
Chemosensitivitat, EMT-assoziierte Markerproteine sowie das Migrationsverhalten zu

untersuchen.

3.2.2 Fotales Kalberserum enthalt aktive Gerinnungsfaktoren

Im Rahmen der Zellkultur wird fotales Kalberserum (FCS) als Wachstumsstimulus
und Nahrstoffquelle eingesetzt. Das FCS enthélt neben weiteren Wachstumsfaktoren
auch die Gerinnungsproteasen Flla und FXa sowie deren physiologische Inhibitoren
PC und AT lll. Die bovinen Gerinnungsfaktoren Flla, FXa, AT Il und PC weisen hohe
strukturelle und funktionelle Homologie zu den humanen Faktoren auf, und werden
aufgrund ihrer speziesubergreifenden Reaktivitat teilweise intensivmedizinisch am
Menschen eingesetzt [270-275]. Um den Einfluss dieser Proteasen und Inhibitoren
auf geplante in-vitro Studien an Zellkulturmodellen kalkulieren zu kdnnen, wurde eine
routinemaRige Gerinnungsanalytik an FCS-Proben mittels TPZ durchgefihrt.
Untersucht wurden finf FCS-Proben verschiedener Hersteller im Zentrallabor des
UK-SH, Campus Kiel, mit human-spezifischen Reagenzien, wodurch die ermittelten
Aktivitdten der bovinen Proben aufgrund der nicht ganz 100-prozentigen Homologie
zwischen humanen und bovinen Gerinnungsfaktoren leicht abweichen dirften
(Tab. 26). Die ermittelte Aktivitat fur FIl belauft sich auf 0,12 + 0,04 U/ml. Fur FX
ergibt sich im Mittel eine Aktivitat von 0,28 + 0,07 U/ml im FCS. Die Aktivitaten der
physiologischen Inhibitoren AT IlIl und PC waren deutlich héher als die von FIl und
FX. Die erniedrigten Fibrinogenspiegel sprachen zusammen mit den erhdhten F1+2
Fragmenten fir eine aktivierte Fibrinogenese. Die Fibrinolyse des gebildeten Fibrins
hatte aufgrund der niedrigen Spiegel der D-Dimere bisher nicht eingesetzt. Eine
weiterfihrende chromogene Bestimmung der tatsédchlichen Aktivitdten von Flla und
FXa im chromogenen Assay erfolgte nicht. Aufgrund dieser Befunde wurden alle
Versuche mit Zelllinien unter Serumstarvierung (0,5o0der 1% (v/iv) FCS)
durchgeftihrt, um einen Einfluss der im FCS befindlichen Gerinnungsfaktoren auf die

zu untersuchenden zellbiologischen Effekte in den Zelllinien zu vermeiden.
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Tabelle 26: FCS-Proben funf verschiedener Hersteller enthielten deutliche Mengen Faktor 11, V und X sowie
deren physiologische Inhibitoren Protein C und AT I11: Die Spiegel lagen unterhalb der Referenz im Plasma
Gesunder [268]. Der prokoagulatorische Marker F1+2 war deutlich erhdht und wies auf eine aktivierte
Gerinnung hin. Dagegen zeigte sich der Fibrinolysemarker D-Dimere erniedrigt; n=3; MW + SA.

FCS Referenz Plasma [268]
n Wert Wert

Faktor Il U/ml 5 0,12 + 0,04 0,7-1,2
Faktor V U/ml 5 >2,0 0,7-1,2
Faktor X U/ml 5 0,28 £ 0,07 0,7-1,2
F1+2 nmol/l 5 216+04 04-11
Fibrinogen mg/d| 5 <60,0 80— 350
D-Dimere mg/l FEU 5 <0,2 <1

Protein C % 5 40+6 70 — 140
AT Il % 5 48 + 9 80-120

3.2.3 Expression und Lokalisation von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren in den

Modellzelllinien

Um zunadchst die Oberflachenexpression von PAR-1 und PAR-1 in den
Modellzelllinien zu untersuchen, wurden nicht permeabilisierte Zellen mit
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen PAR-1 oder PAR-2 markiert und die
markierten Zellen durchflusszytometrisch vermessen. Abbildung 21 zeigt mit Zellzahl
gegen die Fluoreszenzintensitat (FL1 oder FL2) graphisch dargestellt eine
Rechtsverschiebung der mit anti-PAR-1/-2 markierten Zellen (schwarz) gegenuber
dem unspezifischen Isotypenantikérper (grau). Dies entsprach einer intensiveren
Fluoreszenzmarkierung der Population, die durch Bindung des spezifischen
Antikorpers an membranstandige PAR-Rezeptoren zustande kam. Je starker die

Rechtsverschiebung ausgepragt ist, desto mehr Rezeptoren werden exprimiert.

Die Zelllinien PANC-1 und THP-1 zeigten sich in der Durchflusszytometrie deutlich
positiv fur PAR-1, auf HPDE Zellen konnten nur wenige membranstandige
Rezeptoren nachgewiesen werden. PANC-1 und HPDE Zellen exprimierten
membranstdndige PAR-2 Rezeptoren, wohingegen auf THP-1 Zellen nur eine

minimale Rechtsverschiebung zu detektieren war.

Die Expression der PAR Rezeptoren kann sowohl membranstandig als auch
endosomal dominiert sein, was vom Rezeptor (PAR-1, PAR-2) und dem
Aktivierungszustand abhangig ist. Daher wurden die beiden Zelllinien HPDE und
PANC-1 auf Deckglaschen ausgesat und nach Permeabilisierung der Zellen die
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intrazellulare Expression der PAR-1 und PAR-2 Uberprift. Die Auswertung erfolgte
am Fluoreszenzmikroskop nach Markierung mit fluoreszierenden
Sekundarantikdrpern sowie einer Kernfarbung im Vergleich zur jeweiligen

Isotypenkontrolle.

Fur THP-1 Zellen wurden bereits in diversen Studien indirekt PAR-2 Rezeptoren
mittels selektiver Hexapeptide, blockierender Antikérper und PAR-2 siRNA durch
Beeinflussung der zytosolischen Ca®*-Spiegel, der Phosphorylierung von ERK1/2,
der Expression entziindungsassoziierter Proteine wie u.a. TNF-a, IL-6 und NF-kB,
nachgewiesen [276-280]. Daher erfolgte keine weitere Farbung der zytosolisch

lokalisierten Rezeptoren.

PAR-1 PAR-2
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= anti-PAR-1 = anti-PAR-2
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Abbildung 21: PANC-1 und THP-1 Zellen exprimieren deutlich mehr membranstandigen PAR-1 Rezeptor als
HPDE Zellen. HPDE und PANC-1 Zellen exprimieren deutlich mehr membranstédndigen PAR-2 Rezeptor als
THP-1 Zellen: Exemplarische Histogramme (Zellzahl gegen Fluoreszenzintensitat) durchflusszytometrischer
Untersuchungen nach Farbung mit PAR-1 und PAR-2-spezifischen Antikdrpern (schwarz) verglichen mit
einer unspezifischen Isotypenkontrolle (grau).
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Wie mittels Durchflusszytometrie detektiert wurde, konnte auch mit dieser
Farbemethode eine membranstandige PAR-1/2 Expression fir PANC-1 Zellen
nachgewiesen werden (Abb. 22 C, 23 C), wogegen HPDE Zellen nur PAR-2
membranstandig exprimierten (Abb. 22 A, 23 A). In beiden Zelllinien war jedoch eine
Expression von PAR-1/2 Rezeptoren vesikular und perinuklear dominiert zu
detektieren. Die Farbung mit der Isotypenkontrolle war in beiden Zelllinien negativ
(Abb. 22 B/D, 23 B/D).

A (anti PAR-1)

HPDE

C (anti PAR-1) D (Isotyp)

PANC-1

Abbildung 22: HPDE und PANC-1 Zellen zeigten eine deutliche perinukledre, vesikulére Expression von
PAR-1 Rezeptoren: Die Zellen wurden 24 Stunden serumstarviert kultiviert, fixiert, permeabilisiert und eine
Immunfluoreszenzfarbung mit anti-PAR-1 Antikdrpern (A, C) oder einer Isotypenkontrolle (B, D) sowie eine
Kernfarbung (blau) durchgefuihrt. Die Visualisierung erfolgte nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikdrpern (rot) am Fluoreszenzmikroskop (exemplarische Abbildungen, 40-fach vergroRert).
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A (anti PAR-2)

HPDE

C (anti PAR-2) D (Isotyp)

PANC-1

Abbildung 23: HPDE und PANC-1 Zellen zeigten eine deutliche perinukleére, vesikulére Expression von
PAR-2 Rezeptoren: Die Zellen wurden 24 Stunden serumstarviert Kultiviert, fixiert, permeabilisiert und eine
Immunfluoreszenzféarbung mit anti-PAR-2 Antikdrpern (A, C) oder einer Isotypenkontrolle (B, D) sowie eine
Kernfarbung (blau) durchgefiihrt. Die Visualisierung erfolgte nach Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem
Sekundarantikorper (rot) am Fluoreszenzmikroskop (exemplarische Abbildungen, 40-fach vergroiert).

Zusammenfassend exprimierten die drei Zelllinien HPDE, PANC-1 und THP-1 je
beide Rezeptoren, PAR-1 und PAR-2, mit unterschiedlicher membranarer und
zytoplasmatischer Verteilung. Bevor der Einfluss von Flla, FXa und der
hexapeptidischen PAR-Agonisten auf die Zellbiologie der genannten Zelllinien
untersucht wurde, erfolgte der Nachweis einer PAR-Aktivierung durch die
eingesetzten Stimulantien. Da Flla und FXa jeweils beide Rezeptoren, PAR-1 und
PAR-2, aktivieren, konnten bei vorliegendem Effekt die selektiven, hexapeptidischen
PAR-Agonisten SFLLRN (PAR-1) und SLIGKV (PAR-2) eingesetzt werden, um den

vermittelnden Rezeptor zu identifizieren.
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3.2.4 Zellwachstums- und Zytotoxizitatsstudien

Zur Uberpriifung des Einflusses von Erguss und Gerinnungsfaktoren auf das
Zellwachstum und das Ansprechen auf Zytostatika in den Modellzelllinien wurde der
Alamar Blue Assay an PANC-1 und THP-1 Zellen etabliert. Damit konnten sowohl
Daten zu einer Karzinomzelllinie (PANC-1) als auch einer monozytaren

Tumorzelllinie (THP-1) erhoben werden.

3.2.4.1 Etablierung des Alamar Blue Assays

Ziel dieses Versuchs war die Bestimmung des linearen Bereichs der Umsetzung von
Resazurins zum fluoreszierenden Resorufin in Abhéngigkeit von Zellzahl und
Inkubationszeit. Verschiedene Zellzahlen wurden in 48 Well Platten ausgesat (n=6)
und nach Adharenz serumstarviert fur 72 Stunden inkubiert. Die Ansatze wurden mit
10 % (v/v) Resazurin-Losung versetzt und Uber mehrere Stunden die Entwicklung
der Fluoreszenz beobachtet. Die Zellen wurden abgelost und die im
Durchflusszytometer bestimmte Zellzahl gegen die relative Fluoreszenz aufgetragen.
Lineare Abhangigkeit der Substratumsetzung wurden fiir PANC-1 Zellen bis 5,5 x 10°
und fur THP-1 Zellen bis 1,2 x 10° Zellen gefunden, wobei die Inkubationszeit mit

Substrat so kurz wie méglich gewahlt wurde (Abb. 24).

40.000 1 wpaANC-1 y = 0,6385x + 75,056
A THP-1 R? = 0,9966
30.000 -
o
- 20.000 y = 0,1996x + 26,956

R?=0,9997

10.000

0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000  120.000
Zellzahl (FACS)

Abbildung 24: Kalibrierung des Alamar Blue Assays: Lineare Abhangigkeit der relativen
Fluoreszenzintensitat (RFU) von der Zellzahl fir PANC-1 und THP-1 Zellen; Exemplarische Abbildung;
n=6; MW £ SA.
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3.2.4.2 Titration der ICsq fir Carboplatin und Doxorubicin

Um den Einfluss von Erglissen sowie der PAR-Agonisten auf die Chemosensitivitat
der Modellzelllinien quantifizieren zu kdnnen, wurde zunachst die ICs der Zytostatika
Carboplatin und Doxorubicin an den Zelllinien PANC-1 und THP-1 durch Titration der
Zytostatika in serumstarviertem Medium bestimmt. Dazu wurden die Zellen tber 72
Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen Carboplatin oder Doxorubicin inkubiert.
Anschlie3end wurde mittels Resazurin tUber die Fluoreszenz die Zellzahl bestimmt
und gegen die Konzentration aufgetragen. Die ermittelten 1Cso-Werte kdonnen der

Tabelle 27 enthommen werden.

Tabelle 27: Mittels Alamar Blue Assay bestimmte 1Cs, der verwendeten Zelllinien; n. b. = nicht bestimmbar
aufgrund von Loslichkeitsproblemen und geringem Ansprechen der Zelllinie; n=3; MW £ SA.

Carboplatin ICs Doxorubicin ICsq
PANC-1 n. b. 3,0 uM
THP-1 20,0+ 0,9 uM 184,7 + 11,7 nM

Beispielhaft zeigt Abbildung 25 halblogarithmisch eine Titration mit Carboplatin an
THP-1 Zellen, mittels derer die ICso-Werte bestimmt wurden. Aufgrund des zu
geringen Ansprechens und der nicht ausreichenden Loslichkeit von Carboplatin
konnte an PANC-1 Zellen keine ICsq bestimmt werden. Daher konnte im Verlauf der
Arbeit der Einfluss der eingesetzten Stimulantien (Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV) auf

das Ansprechen von PANC-1 Zellen auf Carboplatin nicht untersucht werden.
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Abbildung 25: Titration von Carboplatin an THP-1 Zellen zur Bestimmung der ICsg; n=3; MW % SA.
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3.2.4.3 Ergusse beeinflussen Zellwachstum und Chemosensitivitat von THP-1
Zellen uneinheitlich

In diesem Versuch sollte der Einfluss von verschiedenen benignen und malignen
Ergissen auf Zellwachstum und Chemosensitivitat von Tumorzellen quantifiziert
werden. Eingesetzt wurden THP-1 Zellen, da diese aufgrund ihres suspensiven
Wachstums nicht mit Trypsin von der Kulturflasche gelést werden mussten, und
somit eine Verfalschung des Ergebnisses durch PAR-Aktivierung mittels Trypsin
vermieden werden konnte. Die THP-1 Zellen wurden in Kulturmedium versetzt mit
10 % (v/v) Erguss uUber 72 Stunden mit Carboplatin oder Doxorubicin (je ICsp)
behandelt. Die Auswertung erfolgte gegen ergussfreie, serumstarvierte Ansatze.
Zusatzlich wurden zytostatikumfreie, serumstarvierte Ansatze mit und ohne 10 %
(v/v) Erguss inkubiert, sodass der Einfluss der Ergusse auf das Zellwachstum
ermittelt werden konnte. Es wurden 60 Erglsse von Patienten mit sowohl benigner
als auch maligner Diagnose verwendet, wobei maligne Erglsse von Patienten mit
unterschiedlichen Tumorerkrankungen zum Einsatz kamen. Dabei wurde differenziert
zwischen dem Geschlecht der Patienten, Benignitat oder Malignitat des Ergusses
aufgrund der Diagnose zum Zeitpunkt der Punktion, sowie den klassierten Entitaten
der Tumorerkrankungen (Lunge, Gastrointestinaltrakt und gynakologische Tumoren;
s. Tab. 21). Die Daten sind in Boxplots dargestellt. Innerhalb der Box liegen 50 % der
Werte, begrenzt durch unteres und oberes Quartil und getrennt durch den Median.
Die Whisker entsprechen maximal dem 1,5-fachen Interquartilsabstand, aufl3erhalb
liegende Werte gelten als ausreil3erverdachtig. Bei Fallzahlen <9 entfallen die
Whisker.

Die durchgezogenen senkrechten Kontrolllinien bei der 100 % Markierung in den
Abbildungen 26 bis 29 entsprechen den Kontrollen ohne Erguss. Dabei ist zwischen
Ansatzen ohne (Zellwachstum) und mit Zytostatikum (Carboplatin, Doxorubicin) zu
unterscheiden. Bei allen Anséatzen mit Zytostatikum bezieht sich diese Kontrolle ohne
Erguss auf die bereits durch Zugabe des Zytostatikums reduzierte Zellzahl. Leichte
Schwankungen im Effekte der konstanten Menge der zugegebenen Zytostatika durch
Veranderung der ICso mit fortschreitender Passagierung der Zellen wurden so mit
berticksichtigt. Ein Vergleich zwischen den Ansatzen mit und ohne Zytostatikum ist

somit in diesen Abbildung nicht méglich.
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Die Inkubation von THP-1 Zellen mit den untersuchten Ergussen fiihrte im Mittel zu
einer um 22 % reduzierten Zellzahl gegenuber der Kontrolle ohne Erguss (Tab. 28).

Tabelle 28: Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss fihrte nach
72-stiindiger Inkubation zu erniedrigten Zellzahlen in unbehandelten und mit Carboplatin oder Doxorubicin
behandelten Anséatzen gegentiber der Kontrolle ohne Erguss; n=3 je Erguss; MW + SA.

n Zellwachstum Chemosensitivitat
Carboplatin Doxorubicin
Ohne Erguss 60 100 % (Kontrolle) 100 % (Kontrolle) 100 % (Kontrolle)
10 % (v/v) Erguss 60 78 +33 % d. K. 72+ 28 % d. K. 75+ 36 % d. K.

Auch die Zellzahl der mit Carboplatin bzw. Doxorubicin behandelten THP-1 Zellen
wurde durch Inkubation mit den Erglissen im Mittel um weitere 28 % bzw. 25 %
gegenuber der Kontrolle ohne Erguss reduziert. Da diese gemittelte Auswertung der
deutlich streuenden Effekte der Erglsse das Ergebnis zu stark vereinfachte, wurden
die Erglisse wie bereits oben erwahnt klassiert.

Zuerst erfolgte eine Klassierung der Ergebnisse nach Benignitat und Malignitat der
Erglsse sowie als zweites Merkmalspaar unterschieden nach dem Geschlecht der
Patienten (Abb. 26). Signifikante (p <0,05) Unterschiede im zweiseitigen Mann-
Whitney-U-Test ergaben sich fur die Merkmale Zellwachstum und Sensitivitat
gegenuber Carboplatin. THP-1 Zellen, die mit malignen Erglissen weiblicher
Patientinnen kultiviert wurden, zeigten ein im Mittel um 27 % reduziertes
Zellwachstum (73 + 38 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=32) gegenuber einer
Reduktion der Zellwachstums um 20 % durch Inkubation der Zellen mit malignen
Ergissen mannlicher Patienten (80 £ 15 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=11) bzw.
einem um 1 % gesteigerten Zellwachstum durch Inkubation mit benignen Ergissen
weiblicher Patientinnen (101 + 33 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8). Mit Carboplatin
behandelte THP-1 Zellen, die mit benignen Erglissen mannlicher Patienten (64 +
13 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=9) inkubiert wurden, zeigten eine deutlichere
Reduktion der Zellzahl gegenuiber einer Inkubation der Zellen mit malignen Ergtissen
mannlicher Patienten (78 + 19 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=11) und benignen
Ergissen weiblicher Patientinnen (98 + 38 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8). Die
Inkubation von Carboplatin behandelten THP-1 Zellen mit malignen Ergissen
weiblicher Patientinnen (66 + 29 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=32) fuhrte zu einer
signifikant (p < 0,05) niedrigeren Zellzahl gegeniber einer Inkubation mit malignen
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Ergissen mannlicher Patienten (78 £ 19 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=11) und
gegenuber einer Inkubation mit benignen Ergissen weiblicher Patientinnen
(98 + 38 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8).
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Doxorubicin; maligne Erglisse
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minee | HE—H
w2l - =
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Zellwachstum; maligne Erglisse * %
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Abbildung 26: Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss beeinflusste
das Zellwachstum von THP-1 Zellen sowie deren Ansprechen auf Carboplatin und Doxorubicin: THP-1
Zellen wurden mit und ohne 10 % (v/v) Erguss verschiedener Patienten (n=60; w: weiblich; m: mannlich)
und mit und ohne Zytostatikum (1Cs) kultiviert, nach 72 Stunden im Alamar Blue Assay vermessen und die
prozentuale Anderung gegeniiber der Kontrolle ohne Erguss (100 %) in Boxplots dargestellt. Klassierung
nach Benignitat/Malignitat der Diagnose zum Zeitpunkt der Punktion sowie Sexus der Patienten; n=3 je
Erguss, *p < 0,05, **p < 0,01.

Da die nach Sexus klassierten Erglsse mit unterschiedlichen Primartumoren
verschiedener Entitaten einhergingen, erfolgte eine weitere Unterteilung der
malignen Erglsse nach Entitaten, um eventuelle Einflussfaktoren der zugrunde
liegenden Tumorerkrankungen aufdecken zu kénnen. Es wurde in gastrointestinale
(Osophagus, Kardia, Magen, Kolon, Rektum, Pankreas), gynakologische (Mamma,
Ovar, Uterus) und Lungentumoren (NSCLC, SCLC, Pleuramesotheliom) klassiert, da
so bei den schon geringen Fallzahlen keine Klasse unter vier Falle sank und eine

statistische Auswertung méglich war.
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Der in Abbildung 26 beobachtete Unterschied zwischen einer verglichen mit der
Kontrolle kaum veranderten Zellzahl von THP-1 Zellen durch benigne Ergisse
weiblicher Patientinnen (101 + 33 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8) gegenuber der
signifikant (p <0,05) verringerten Zellzahl durch maligne Erglsse weiblicher
Patientinnen konnte stark signifikant (p <0,01) den Ergissen gynéakologischer
Tumoren (65 + 20 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=11) zugeordnet werden, und war
tendenziell auch nach Kultur mit Ergissen weiblicher Patientinnen gegenuber
anderen Tumorentitdten zu beobachten (Abb. 27). Signifikant (p <0,05) war
ebenfalls der Unterschied zwischen der leicht erniedrigten Zellzahl der THP-1 Zellen
als Effekt maligner Ergusse mannlicher Patienten mit Lungentumoren gegenuber der
starker erniedrigten Zellzahl durch benigne Ergisse mannlicher Patienten, obwohl
alle Ergisse mannlicher Patienten tendenziell gleichermal3en zu einer reduzierten

Zellzahl fuhrten.
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Abbildung 27: Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss beeinflusste
das Zellwachstum: THP-1 Zellen wurden mit und ohne 10 % (v/v) Erguss verschiedener Patienten (n=60;
w: weiblich; m: mannlich) kultiviert, nach 72 Stunden im Alamar Blue Assay vermessen und die prozentuale
Anderung gegeniiber der Kontrolle ohne Erguss (100 %) in Boxplots dargestellt. Klassierung nach Diagnose
zum Zeitpunkt der Punktion sowie Sexus der Patienten; n=3 je Erguss, *p < 0,05, **p < 0,01.
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Die in Abbildung 26 hochsignifikante (p < 0,01) Reduktion der Zellzahl Carboplatin
behandelter THP-1 Zellen durch Supplementierung des Kulturmediums mit malignen
Ergissen weiblicher Patientinnen gegenitber benignen Erglissen weiblicher
Patientinnen (98 + 38 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8) konnte in Abbildung 28
ebenfalls hochsignifikant (p <0,01) den Ergussen gynékologischer Tumoren
zugeordnet werden (60 + 20 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=8). Es konnten weder
Unterschiede zwischen benignen und malignen Ergissen noch den Erglssen

unterschiedlicher Tumorentitdten mannlicher Patienten festgestellt werden.
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Abbildung 28: Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss beeinflusst das
Ansprechen der Zellen auf Carboplatin: THP-1 Zellen wurden mit und ohne 10 % (v/v) Erguss verschiedener
Patienten (n=60; w: weiblich; m: méannlich) sowie Carboplatin (ICs) kultiviert, nach 72 Stunden im Alamar
Blue Assay vermessen und die prozentuale Anderung gegeniiber der behandelten Kontrolle ohne Erguss
(100 %) in Boxplots dargestellt. Klassierung nach Benignitat bzw. Tumorentitit der Diagnose zum Zeitpunkt
der Punktion sowie Sexus der Patienten; n=3 je Erguss, * p < 0,05, **p < 0,01.

Die signifikante (p <0,05) Reduktion der Zellzahl Doxorubicin behandelter THP-1
Zellen durch eine Supplementierung des Kulturmediums mit benignen Ergissen
mannlicher Patienten (66 + 25 % d. Kontrolle ohne Erguss, n=9) gegeniuber den
Erglissen gastroenterologischer Tumoren mannlicher Patienten (87 + 10 % d.
Kontrolle ohne Erguss, n=5) tritt erst durch die Klassierung in Entitdtengruppen auf
(Abb. 29). Benigne und maligne Ergiisse weiblicher Patientinnen flhrten tendenziell
zu einer reduzierten Zellzahl gegeniber der Kontrolle, ohne signifikante (p < 0,05)

Unterschiede im Ausmali des Effektes zu zeigen.
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Abbildung 29: Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss beeinflusst das
Ansprechen der Zellen auf Doxorubicin: THP-1 Zellen wurden mit und ohne 10 % (v/v) Erguss
verschiedener Patienten (n=60; w: weiblich; m: méannlich) sowie Doxorubicin (ICsy) kultiviert, nach 72
Stunden im Alamar Blue Assay vermessen und die prozentuale Anderung gegeniiber der behandelten
Kontrolle ohne Erguss (100 %) in Boxplots dargestellt. Klassierung nach Benignitat bzw. Tumorentitat der
Diagnose zum Zeitpunkt der Punktion sowie Sexus der Patienten; n=3 je Erguss, * p < 0,05, **p < 0,01.

Auch nach Klassierung der Ergiisse zeigten alle Klassen tendenziell eine gesenkte
Zellzahl gegenuber den ohne Erguss kultivierten THP-1 Zellen, also schienen
Erglsse wachstumsinhibierend zu wirken. Demgegeniber stand ein verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle teilweise deutlich erhdhtes Zellwachstum durch
Supplementierung des Kulturmediums mit Ergissen von einigen Patientinnen mit
gastroenterologischer Tumordiagnose sowie mit Ergissen weiblicher Patientinnen
mit benigner Diagnose (Abb. 26 bis 29). Die Zellen wurden durch Supplementierung
des Kulturmediums mit diesen Ergilissen teilweise resistenter gegeniiber Carboplatin
und Doxorubicin und zeigten ein gesteigertes Zellwachstum. Mehrheitlich resultierte
die Supplementierung des Kulturmediums der mit Carboplatin oder Doxorubicin
behandelten Zellen jedoch in einer gesenkten Zellzahl gegeniuber den ergussfreien

Kontrollen.

Zusammenfassend resultierte die Supplementierung des Kulturmediums von THP-1
Zellen mit Ergissen verschiedener Genese nach Behandlung mit und ohne
Carboplatin oder Doxorubicin in einer im Mittel erniedrigten Zellzahl gegeniber der
Kontrolle ohne Erguss, also einem dominierenden Zellwachstum inhibierenden

Effekt. Dem gegenuber fihrten besonders einige Erguisse weiblicher Patientinnen mit
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benigner Diagnose sowie noch deutlicher ausgepragt Ergisse von Patientinnen mit
gastroenterologischen Tumoren zu einer teilweise deutlich erhdhten Zellzahl THP-1
Zellen nach 72-stindiger Inkubation (Abb. 26 bis 29).

3.2.4.4 Der Einfluss der Ergusse auf Zellwachstum und Ansprechen auf
Carboplatin korreliert mit der enthaltenen Fll-Aktivitat

Da gezeigt werden konnte, dass eine Supplementierung des Kulturmediums mit
Erglissen zu einer im Mittel gesenkten Zellzahl in unbehandelten sowie mit
Carboplatin oder Doxorubicin behandelten THP-1 Zellen gegeniber der ergussfreien
Mediumkontrolle fuhrte, sollte als nachstes untersucht werden, ob der beobachtete
Effekt der Ergusse mit den mittels Koagulometrie bestimmten Aktivitdten der
Gerinnungsfaktoren FIl und FX korreliert. Dazu wurden die Aktivitaten von FIl und FX
je Erguss gegen die Zellzahl als Prozent der Kontrolle ohne Erguss aufgetragen,
sofern die Daten fUr die Ergusse vorlagen. Laut Tabelle 21 liegen fur 29 der in
Kapitel 3.2.4.3 untersuchten Ergisse Daten zur Fll-Aktivitdt im Erguss vor. Fur FX
liegen Daten zu 28 untersuchten Ergissen vor. Da die FX-Aktivitaten aller Erglisse
an der unteren Nachweisgrenze lagen, entféllt die Korrelation fir FX aufgrund

mangelnder Unterschiede der FX-Aktivitdten in den einzelnen Ergilssen.

Fll Aktivitaten im Erguss oberhalb von ca. 0,3 U/ml korrelierten schwach mit einem
gehemmten Zellwachstum (Abb. 30) sowie einem verbesserten Ansprechen der
THP-1 Zellen auf Carboplatin (Abb. 31) gegeniber den Kontrollen ohne Erguss
(100 %). Das Ansprechen auf Doxorubicin war nicht von der FlI-Aktivitat im Erguss
abhangig (Abb. 32). Unterschiede zwischen benignen und malignen Ergissen
weiblicher Patientinnen konnten hier aufgrund der geringen Fallzahl nicht festgestellt

werden.
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Abbildung 30: Hohere FII-Aktivitat im Erguss resultierten tendenziell in einer leichten Hemmung des
Zellwachstums von THP-1 Zellen: Das Kulturmedium von unbehandelten THP-1 Zellen wurde mit 10 % (v/v)
Erguss supplementiert und der Einfluss auf die Zellzahl nach 72 Stunden gegentiber der Kontrolle ohne
Erguss bestimmt (Alamar Blue Assay; n=3; MW ohne SA). Das Ergebnis wurde mit der koagulometrisch
ermittelten FI1-Aktivitat (TPZ; n=3; MW ohne SA) der jeweiligen Ergusse korreliert.
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Abbildung 31: Hohere FI1-Aktivitat im Erguss resultierte tendenziell in einem leicht verbesserten Ansprechen
von THP-1 Zellen auf Carboplatin: Das Kulturmedium der mit Carboplatin behandelten THP-1 Zellen wurde
mit 10 % (v/v) Erguss supplementiert und der Einfluss auf die Zellzahl nach 72 Stunden gegentiber der
Kontrolle ohne Erguss bestimmt (Alamar Blue Assay; n=3; MW ohne SA). Das Ergebnis wurde mit der
koagulometrisch ermittelten FII-Aktivitat (TPZ; n=3; MW ohne SA) der jeweiligen Ergisse korreliert.
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Abbildung 32: Hohere FlI-Aktivitat im Erguss resultierte nicht in einem veranderten Ansprechen von THP-1
Zellen auf Doxorubicin: Das Kulturmedium der mit Doxorubicin behandelten THP-1 Zellen wurde mit 10 %
(v/v) Erguss supplementiert und der Einfluss auf die Zellzahl nach 72 Stunden gegentiber der Kontrolle ohne
Erguss bestimmt (Alamar Blue Assay; n=3; MW ohne SA). Das Ergebnis wurde mit der koagulometrisch
ermittelten FI11-Aktivitat (TPZ; n=3; MW ohne SA) der jeweiligen Ergusse korreliert.

Wenn die Ergusse einen Einfluss auf das Zellwachstum haben, kann daraus auch
ein Einfluss auf das Ansprechen auf Carboplatin und Doxorubicin resultieren, da
diese Zytostatika zellzyklusabhangig wirken. Es kdnnte sich beispielsweise hinter der
erniedrigten Zellzahl durch Inkubation Carboplatin behandelter THP-1 Zellen mit
Ergussen weiblicher Patientinnen mit Lungentumoren (Abb. 28) der Einfluss
derselben Ergusse auf das Zellwachstum verbergen (Abb. 27), da sich die Effekte
innerhalb der Klasse stark ahneln. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden das
Ansprechen der THP-1 Zellen unter Einfluss der Ergiusse auf Carboplatin bzw.
Doxorubicin gegen den Einfluss derselben Erglisse auf das Zellwachstum der THP-1
Zellen aufgetragen und ausgewertet. Die Abbildungen 33 und 34 zeigen tatsachlich
eine deutliche Abhangigkeit zwischen dem Ansprechen der THP-1 Zellen auf
Zytostatika und den Effekten derselben Ergiisse auf das Zellwachstum von THP-1
Zellen.
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Abbildung 33: Der Einfluss der Ergusse auf das Ansprechen von THP-1 Zellen auf Carboplatin korreliert mit
dem Einfluss auf die Proliferation: THP-1 Zellen wurden mit 10 % (v/v) Erguss und mit und ohne
Carboplatin (ICsg) inkubiert. Nach 72 Stunden wurden das Zellwachstum und das Ansprechen auf
Carboplatin im Alamar Blue Assay bestimmt; n= 3; MW ohne SA.
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Abbildung 34: Der Einfluss der Ergisse auf das Ansprechen von THP-1 Zellen auf Doxorubicin korreliert
mit dem Einfluss auf die Proliferation: THP-1 Zellen wurden mit 10 % (v/v) Erguss und mit und ohne
Doxorubicin (1Csy) inkubiert. Nach 72 Stunden wurden das Zellwachstum und das Ansprechen auf
Carboplatin im Alamar Blue Assay bestimmt; n=3; MW ohne SA.

Zusammenfassend korrelierte der Effekt einer Supplementierung des Kulturmediums
von THP-1 Zellen mit Erglssen auf das Zellwachstum und das Ansprechen auf
Carboplatin negativ mit der Fll-Aktivitdt im Erguss, wahrend das Ansprechen auf
Doxorubicin nicht Fll-abh&ngig ist. Der Effekt einer Supplementierung von THP-1
Zellen mit Erglssen auf das Ansprechen auf Carboplatin und Doxorubicin korreliert
dartiber hinaus mit dem Einfluss derselben Erglisse auf das Zellwachstum. Ein
Einfluss der Ergusse auf die Chemosensitivitat der THP-1 Zellen unabhéngig von der

Teilungsrate scheint damit unwahrscheinlich.
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3.2.4.5 Einfluss von PAR-Agonisten auf das Zellwachstum und die
Chemosensitivitat von PANC-1 und THP-1 Zellen

Abbildung 30 und 31 zeigen eine schwache Korrelation zwischen dem hemmenden
Effekt oberhalb von 0,3 U/ml FIl auf das Zellwachstum bzw. das Ansprechen auf
Carboplatin von THP-1 Zellen, deren Kulturmedium mit Erglssen supplementiert
wurde. Um die Kausalitat dieses Zusammenhangs zu Uberprifen, wurden mittels des
Alamar Blue Assays in-vitro Studien mit aufgereinigtem Flla an PANC-1 und THP-1
Zellen durchgefuhrt. Der Versuchsumfang wurde um FXa und die hexapeptidischen
PAR-Agonisten SFLLRN und SLIGKV erweitert. Mit diesen Zelllinien sollte die
Fragestellung geklart werden, ob die Gerinnungsproteasen Uber eine Aktivierung von
PAR-1/2 Rezeptoren das Zellwachstum und/oder die Chemosensitivitat der Zellen
beeinflussen. Dazu wurden die serumstarvierten Zellen Uber 72 Stunden
unbehandelt belassen oder mit Zytostatikum sowie einem der oben erwahnten

Stimulantien inkubiert und gegen eine unstimulierte Kontrolle ausgewertet.

PANC-1 Zellen, die nicht mit Zytostatikum behandelt worden waren, zeigten nach
Stimulation mit dem PAR-1 Agonisten SFLLRN und dem PAR-2 Agonisten SLIGKV
ein nicht signifikant (p > 0,05) teilweise konzentrationsabhangig leicht gehemmtes
Zellwachstum (Tab. 29). Mit SFLLRN bzw. SLIGKV behandelte PANC-1 Zellen
sprachen tendenziell etwas schlechter auf Doxorubicin an als die Zellen der
unbehandelten Kontrolle. Die Werte sind jedoch bis auf zwei signifikante Ergebnisse
ebenfalls statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die Inkubation von PANC-1 Zellen mit
Flla und FXa blieb sowohl an den unbehandelten sowie an den mit Doxorubicin
behandelten Zellen ohne signifikante (p <0,05) oder eindeutige

konzentrationsabhangige Effekte.

Die Stimulation von THP-1 Zellen mit steigenden Aktivitdten Flla, FXa oder SLIGKV
fuhrte zu einer nicht signifikant (p <0,05) reduzierten Zellzahl gegentber der
unbehandelten Kontrolle, wahrend die Stimulation mit SFLLRN ohne Effekt auf die
THP-1 Zellen blieb. Das Ansprechen der THP-1 Zellen auf Carboplatin und
Doxorubicin verschlechterte sich durch Inkubation mit Flla hochsignifikant (p < 0,01)
gegeniber der unbehandelten Kontrolle. Die Inkubation mit den PAR-Agonisten
SFLLRN und SLIGKV fuhrte ebenfalls zu einem signifikant (p <0,05)
verschlechterten Ansprechen auf Doxorubicin, nicht jedoch auf Carboplatin. Eine
Stimulation von THP-1 Zellen mit FXa fiihrte zu keiner Anderung des Ansprechens

der Zellen auf Doxorubicin oder Carboplatin. Die Effekte von SLIGKV auf das
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Ansprechen der THP-1 Zellen auf Carboplatin waren nicht dosisabhangig und

schwankten leicht um den Wert der unbehandelten Kontrolle.

Tabelle 29: Flla hemmte konzentrationsunabhéngig das Ansprechen von THP-1 Zellen auf Carboplatin und
Doxorubicin; der PAR-1 Agonist SFLLRN zeigte diesen Effekt nur beziiglich Doxorubicin. Alle weiteren
Ansétze zeigten keine Konzentrationsabhangigkeit: Zellen wurden mit Flla, SFLLRN, Faktor Xa, SLIGKV
oder Erguss inkubiert und der Einfluss auf das Zellwachstum (Zellw.) sowie das Ansprechen auf Carboplatin
(Carbo.) und Doxorubicin (Doxo.) nach 72 Stunden im Alamar Blue Assay bestimmt. Die angegebenen
Mittelwerte je Zelllinie und Stimulans beziehen sich auf den unbehandelten (ub) Zellwachstumswert (100 %);
- wurde nicht bestimmt; n=3 = SA; *p < 0,05; **p < 0,01.

PANC-1 THP-1
Zellw. Carbo. Doxo. Zellw. Carbo. Doxo.
ub 100+2 - 51+6 100+8 30+3 27+6
0,1 101+4 - 54+9 - **48+6 **3316
0,5 100+3 - 5345 9749 **45+6 **32+6
Flla U/ml
1,0 9945 - 51+1 97+7 **43+6 **32+3
50 101+4 - 5143 98+6 **42+5 **36+3
10,0 102+5 - 48+3 94+4 **43+6 2745
ub 100+3 - 48+4 100+7 777 2246
0,1 *98+3 - 48+7 106+6 70£7  *26+2
SFLLRN pM 1,0 98+4 - 4914 9743 7414  *2615
10 95+7 - 50+7 100+9 70£4  *27+7
100 9545 - 5316 100+7 7319  *3045
ub 100+1 - 54+3 100+6 71+2 2448
0,1 101+3 - 5143 - 68£10 22413
0,5 104+8 - 53+1 101+4 7249 25+7
FXa U/ml
1,0 98+2 - 51+3 9615 6716 24+6
5,0 1024 - 54+2 *90+4 7414 2545
10,0 104+4 - 52+4 94+4  *78+3 24+7
ub 100+3 - 4912 100+8 6917 2149
0,1 98+3 - 48+6 105+5 6717 23+4
SLIGKV puM 1 9915 - 4814 9914 6816  *25+3
10 10145 - 51+2 94+6 64+11  *26+3
100 *93+6 - 52+6 9717 7319  *2943
Erguss 10 % (v/v) - - - 78+33 72428 75%36

Bei der Durchfuhrung dieses Versuches fiel auf, dass sich die in Kapitel 3.2.4.2

bestimmte 1Cso mit jeder weiteren Passagierung der THP-1 Zellen anderte, so dass
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die Kontrollwerte teilweise deutlich vom titrierten 50 % Wert, bezogen auf die

zytostatikumfreie Kontrolle, abwichen.

Zusammenfassend zeigten die eingesetzten Stimulantien keinen Einfluss auf das
Zellwachstum bzw. das Ansprechen der Zelllinie PANC-1 auf die eingesetzten
Zytostatika. In THP-1 Zellen konnte mit Flla eine deutliche Resistenz gegenuber
Carboplatin und Doxorubicin induziert werden, die flr Doxorubicin auch durch
Stimulation mit den PAR-Agonisten SFLLRN und SLIGKV erzielt wurde. Der
hemmende Effekt von Flla, FXa und SLIGKV auf das Zellwachstum von THP-1
Zellen ahnelte dem gemittelten Einfluss einer Supplementierung des Kulturmediums
von THP-1 Zellen mit Ergussfluid (vgl. Kap. 3.2.4.3 und 3.2.4.4). Alle weiteren
Stimulationen blieben ohne Einfluss auf das Zellwachstum oder das Ansprechen der

THP-1 Zellen auf die beiden Zytostatika Carboplatin und Doxorubicin.

Die ausbleibenden Effekte der Stimulation von PANC-1 Zellen mit SLIGKV deckten
sich nicht mit der Literatur. Iwaki et al. (2008) konnten nach 48-stiindiger Stimulation
von serumstarvierten PANC-1 Zellen mit 1-100 uM SLIGKV konzentrationsabhangig
eine Proliferationsinduktion im Tetrazolium basierten WST-1 Assays detektieren
[281]. Um die im Alamar Blue Assay erhobenen Befunde zu Uberprifen und den
Einfluss einer Stimulation mit den eingesetzten PAR-Agonisten zu validieren, wurde

der ebenfalls Tetrazolium basierte MTS-Assay mit PANC-1 Zellen durchgefihrt.

3.2.4.6 Einfluss von PAR-Agonisten auf die Proliferation von PANC-1 Zellen
(MTS-Assay)

Der MTS-Assay ahnelt dem Alamar Blue Assay, denn beide Assays messen die
Reduktionskapazitat viabler Zellen und damit indirekt die Zellzahl. Trotzdem sind sie
aufgrund der unterschiedlichen Lokalisierung der Reduktionsprozesse (Tetrazolium
wird im endoplasmatischen Retikulum und weniger in den Mitochondrien reduziert;
Resazurin wird hauptsachlich durch mitochondriale Reduktasen reduziert) keine
Alternativen zueinander, sondern erganzen die Aussage zum Einfluss der

eingesetzten Stimulantien auf das Zellwachstum.

90



Ergebnisse

Zunachst wurde das Versuchssystem kalibriert. PANC-1 Zellen wurden in 96 Well
Platten ausgesat (0 bis 1,5 x 10° Zellen/Well, n=6), und nach 24, 48 und 72 Stunden
Kultivierung mit 10 % (v/v) MTS-Reagenz versetzt. Die Auswertung erfolgte durch
Auftragen der Absorption (590 nm) nach 30, 60, 120 und 180 Minuten gegen die
Inkubationszeit mit MTS-Reagenz. Fur weitere Inkubationen erwies sich eine
ausgesate Zellzahl von 1 x 10* Zellen/Well und eine Kulturzeit von 48 Stunden
aufgrund des linearen Zusammenhangs als geeignet (Abb. 35). Es wurde eine
Messung 120 Minuten nach Substratzugabe durchgefiihrt. Alle weiteren MTS-

Experimente wurden unter diesen Bedingungen durchgefuhrt.

2,0 -

1,5 -

R*=0,9615
1,0 -

Absorption

0,0 . . . .
0 50 100 150 200
Inkubationszeit mit MTS-Reagenz in Minuten

Abbildung 35: Kalibrierung MTS-Assay: Lineare Abhéngigkeit der Absorption von der Zellzahl und
Inkubationszeit mit Substrat (PANC-1): 1 x 10* PANC-1 Zellen/Well wurden serumstarviert in 96 Well
Platten ausgesat und nach 48 Stunden mit 10 % (v/v) MTS-Losung versetzt. Die Absorption (590 nm) wurde
gegen die Inkubationszeit in Minuten aufgetragen; n=6; MW + SA.

Ziel dieses Versuches war die Messung des konzentrationsabhangigen Einflusses
einer 48-stiindigen Stimulation mit Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV auf serumstarvierte
PANC-1 Zellen, um das nicht der Literatur entsprechende Ergebnis des Alamar Blue
Assays zu validieren. Flla und FXa wurden in Aktivitdten von 0,1 bis 1,0 U/ml
eingesetzt, wogegen die mit 5 und 10 U/ml unphysiologisch hohen Aktivitaten aus
dem Alamar Blue Assay nicht weiter bertcksichtigt wurden. Die PAR-Agonisten
SFLLRN und SLIGKV wurden im Bereich von 50-300 uM eingesetzt. Zusétzlich
wurde als Kontrolle der Proliferationsinhibitor TGF-B1 (10 ng/ml) eingesetzt.
Abbildung 36 zeigt das nach 120-minutiger Substratinkubation ermittelte Ergebnis als

Prozent der unbehandelten Kontrolle (ub; 100 %).

Die Stimulation mit 0,5 U/ml FXa resultierte analog dem Ergebnis im Alamar Blue
Assay in einer leicht erhohten Zellzahl von PANC-1 Zellen gegenUber der
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unbehandelten Kontrolle. Eine Stimulation mit 300 pM SLIGKV bzw. 10 ng/ml
TGF-B1 fuhrte hingegen zu einer signifikant (p < 0,05) um 20 % gesenkten Zellzahl,
wahrend niedrigere Konzentrationen an SLIGKV ohne Einfluss blieben. In allen
weiteren Ansatzen konnte kein signifikanter (p > 0,05) Einfluss der Stimulantien auf

die Zellzahl beobachtet werden.
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Abbildung 36: SLIGKV und TGF-g1 wirkten proliferationshemmend, FXa leicht stimulierend auf PANC-1
Zellen. Serumstarvierte PANC-1 Zellen wurden mit Flla, FXa, SLIGKV, SFLLRN oder TGF-g1 fur 48
Stunden stimuliert und die ermittelten Effekte auf die Proliferation gegen eine unbehandelte Kontrolle (ub;
100 %) aufgetragen; n=6; MW * SA; *p < 0,05.

Die von Iwaki et al. (2008) publizierte Proliferationssteigerung von PANC-1 Zellen
durch Stimulation mit 100 uM PAR-2 Agonist SLIGKV konnte folglich nicht bestatigt
werden. Dagegen fluhrte eine Stimulation von PANC-1 Zellen mit 300 uM SLIGKV
bzw. 10 ng/ml TGF-B1 zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl. Alle weiteren PAR-

Agonisten fihrten zu einem Ergebnis, das dem des Alamar Blue Assays ahnlich war.

3.2.4.7 Lepirudin und Rivaroxaban haben keinen Einfluss auf den

proliferationsmodulierenden Effekt von Ergissen auf PANC-1 Zellen

Als néchstes sollte der Einfluss einer Supplementierung des Kulturmediums mit 10 %
(v/v) Erguss auf das Zellwachstum von PANC-1 Zellen mittels MTS-Assay bestimmt
werden, um zu Uberprufen, ob mdogliche proliferationsmodulierende Effekte durch
Flla- oder FXa-Inhibitoren aufgehoben werden koénnen. Daher wurden 10 noch
ausreichend verfligbare Ergusse ausgewahlt, die jedoch keine Gegentberstellung
von Stichproben unterschiedlicher Merkmale erlaubten (vgl. Tab. 21). Die

serumstarvierten Zellen wurden tber 48 Stunden in Kulturmedium supplementiert mit
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10 % (v/v) Erguss inkubiert und nach 120-minttiger Substratinkubation die
Absorption gemessen. Alle Ansatze wurden ohne und mit 32 ATU Lepirudin oder
0,5 uM Rivaroxaban je 6-fach inkubiert und gegen die Losemittelkontrolle der
Inhibitoren (entspricht 100 %; Lepirudin: Wasser; Rivaroxaban: DMSO) aufgetragen,
um den Anteil von Flla und FXa am Effekt der Erguisse quantifizieren zu kdnnen.

B Solvent (Wasser)

120 4 @ Lepirudin 32 ATU
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Abbildung 37: Die Supplementierung von Kulturmedium mit 10 % (v/v) Erguss fuhrte in PANC-1 Zellen
tendenziell zu einer verringerten Zellzahl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (ub); 32 ATU Lepirudin
(oben) fiihrten nur bei Erguss 805 zu einer weiteren Abnahme der Zellzahl, wéhrend 0,5 uM Rivaroxaban
(unten) keinen Einfluss auf den Effekt der Ergiisse hatte. Serumstarvierte PANC-1 Zellen wurden mit 10 %
(v/v) Erguss verschiedener Patienten (Erguss Nr.) stimuliert sowie ohne (Solvent) oder mit 32 ATU/mI
Lepirudin oder 0,5 uM Rivaroxaban inkubiert (48 Stunden) und die mittels MTS-Assay gemessenen Effekte
auf das Zellwachstum gegen eine unbehandelte Kontrolle (ub; 100 %) aufgetragen; n=4; MW =+ SA;
*p < 0,05; **p < 0,01).

Prozent der unbehandelten Kontrolle
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Die Supplementierung des Kulturmediums von serumstarvierten PANC-1 Zellen mit
10 % (v/v) Erguss verschiedener Patienten resultierte im Mittel in einer signifikant
(p < 0,05) gesenkten Zellzahl (84 = 14 %) im Vergleich zur Kontrolle ohne Erguss
(ub; 100%; vgl. Abb. 37) und ahnelte damit den Ergebnissen an THP-1 Zellen (vgl.
Tab. 28). Die Co-Inkubation mit 32 ATU/ml Lepirudin oder 0,5 uM Rivaroxaban hatte
dabei jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den modulierenden Effekt der
einzelnen Ergusse. Nur Erguss 805 zeigte nach Behandlung mit 32 ATU Lepirudin
eine hochsignifikante (p < 0,01) Reduktion der Zellzahl um weitere 10 % gegenuber

der unbehandelten Kontrolle.

Zusammenfassend konnte eine gegeniber ergussfreien Kontrolle im Mittel um 15 %
verminderte Zellzahl von PANC-1 Zellen nach Kultur mit 10 % (v/v) Erguss
beobachtet werden. Flla und FXa schienen jedoch nicht die Ursache dieser Inhibition
des Zellwachstums zu sein, was sich mit den Beobachtungen an PANC-1 Zellen
unter Stimulation mit Flla oder FXa im MTS-Assay sowie im Alamar Blue Assay
deckt. Als nachstes sollte der Einfluss der Ergisse sowie von Gerinnungsfaktoren
auf die EMT und das Migrationsverhalten von epithelialen Zellen untersucht werden.
Zuvor wurde die Aktivierung von PAR-1 und PAR-2 durch die eingesetzten
Stimulantien anhand einer gesteigerten Phosphorylierung von ERK1/2 im Western-

Blot Uberprift.

3.2.5 Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV aktivieren PAR-1/2 Rezeptoren

Um die Aktivierung der PAR-1/2 Rezeptoren durch die eingesetzten Agonisten zu
Uberprufen, wurden serumstarvierte HPDE und PANC-1 Zellen fur 15 Minuten mit
Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV stimuliert, Ganzzelllysate gewonnen, die Proteine
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot die Phosphorylierung
(Aktivierung) der PAR-assoziierten MAP-Kinasen ERK1/2 quantifiziert. Der
niedermolekulare Inhibitor PD98056 hemmt die Aktivierung von ERK1/2 und wurde

als Kontrolle eingesetzt.

Abbildung 38 zeigt fur HPDE und PANC-1 Zellen eine deutliche Phosphorylierung
von ERK1/2 gegentber der unbehandelten Kontrolle nach PAR-Aktivierung durch
Flla, FXa sowie die hexapeptidischen PAR-Agonisten SFLLRN und SLIGKV. Die
Aktivierung konnte durch 30-mindtige Vorinkubation mit dem ERKZ1/2-Inhibitor
PD98056 gehemmt werden wobei die Gesamtmenge an ERK1/2 konstant blieb. Der
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Proteingehalt je Probe war laut der Ladekontrolle HSP 90 in allen Ansatzen je
Zelllinie gleich.
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Abbildung 38: Die PAR-Agonisten Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV fihrten zu einer Phosphorylierung
(Aktivierung) von ERK: Exemplarischer Western-Blot der ERK1/2-Aktivierung in serumstarvierten HPDE
(A) und PANC-1 (B) Zellen nach 15 Minuten Stimulation mit verschiedenen PAR-Agonisten. Die ERK-
Aktivierung ist durch 30-minutige Vorbehandlung mit dem ERK-Inhibitor PD98056 hemmbar.

Zusammenfassend zeigte dieser Versuch eine Aktivierung der PAR-1/2 Rezeptoren
in HPDE und PANC-1 Zellen durch Stimulation mit den PAR-Agonisten Flla, FXa,
SFLLRN und SLIGKYV im Bereich der in der Literatur verwendeten Konzentrationen
bzw. Aktivitdten anhand einer ERK1/2 Phosphorylierung [168, 177, 178, 185, 219,
282, 283].

3.2.6 Stimulation von PANC-1 Zellen mit PAR-Agonisten induziert eine

spindelférmige Morphologie und ein verandertes Migrationsverhalten

Die EMT ist ein wichtiger Promotor der Tumorigenese epithelialer Zellen. Epitheliale
Zellen zeigen mikroskopisch eine prismatische Morphologie, die im Rahmen der

EMT in eine spindelférmige, fibroblastoide Morphologie von mesenchymalen Zellen
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ubergeht, was ein Charakteristikum von vielen hoch-malignen Tumorzellen darstellt.
Daher bietet sich fur die Untersuchung des Einflusses von Gerinnungsfaktoren auf
EMT-assoziierten Veréanderungen in Zelllinien der Vergleich zwischen der nicht
tumorigenen, epithelialen, pra-EMT Zelllinie HPDE mit der Tumorzelllinie PANC-1 an,
die bereits deutliche mesenchymale Charakteristika aufweist, welche jedoch durch
den bekannten EMT-Induktor TGF-B1 noch verstarkt werden kdnnen [284-286]. Laut
Literatur kdnnen PAR-1/2 Agonisten wie Flla, FXa, SFLLRN oder SLIGKV die
Migrationsfahigkeit in einigen Zelllinien hemmen aber auch induzieren. Ziel dieses
Versuchs war also die Uberpriifung, ob und welchen Effekt PAR-Agonisten auf die
Morphologie und das Migrationsverhalten von PANC-1 Zellen haben.

Dazu wurden PANC-1 Zellen im sogenannten ,Wundheilungs-Assay“ untersucht,
einem zweidimensionalen Migrations-Assay, der neben dem Einfluss der
Stimulantien auf das Migrationsverhalten die gleichzeitige Beurteilung der
Zellmorphologie erlaubte. Die Zellen wurden in die beiden Kavitaten eines
Petrischalen-Zellkultureinsatzes aus Silikon ausgesat und serumstarviert. Nach
erreichter Konfluenz wurde der Einsatz entfernt, wodurch ein 0,5 mm breiter,
reproduzierbarer, zellfreier Spalt entstand. Zeitabhdngig kdénnen Zellen 1. durch
Proliferation (runde, prismatische Zellen, die im Zellverband liegen) oder 2. durch
Migration (einzelne, spindelférmige Zellen) in den zellfreien Spalt eindringen, und
dort mikroskopisch beobachtet werden. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden
anschlieBend hinsichtlich der Proliferationsfront, Zellmorphologie und migrierter

Zellen ausgewertet.

Abbildung 39 zeigt nach Inkubation der PANC-1 Zellen mit 10 % (v/v) FCS, was den
normalen Kulturbedingungen der Zellen entsprach und als Kontrolle diente, eine
geschlossene Proliferationsfront primatischer Zellen im Zellverband (Foto 1, Pfeil),
die den ehemals zellfreien Spalt weitgehend bedeckten. Dagegen flhrte die
Serumstarvierung (ub, Foto 2, Pfeil) zu einer gegeniber Foto 1 verlangsamten
Proliferation, einhergehend mit einer aufgelockerten Proliferationsfront, aus der
einzelne, spindelférmige Zellen sichtbar hinaus migriert waren. Der Groldteil des
Spaltes blieb jedoch weiterhin zellfrei. Die Supplementierung der serumstarvierten
Ansétze mit 1 U/ml Flla (Foto 3), 1 U/ml FXa (Foto 4), 100 uM SFLLRN (Foto 5),
100 uM SLIGKV (Foto 6) oder 10 % (v/v) Erguss 860 flihrte zu gréReren zellfreien
Arealen und einer verstarkten Migration sowie deutlicher ausgepragten

morphologischen Anderungen hin zur Spindelform der (berwiegend vereinzelt
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liegenden Zellen (Pfeile). Die Supplementierung der Zellen mit 10 ng/ml des als
Positivkontrolle eingesetzten EMT-Induktors TGF-B1 induzierte gegeniber den
anderen Ansatzen die am starksten ausgepragte spindelférmige bis fadig
ausgezogene Morphologie der Zellen, die mit der gro3ten Anzahl migrierter Zellen
auf dem Foto sowie einer scharfen, an den Bildrandern zurtckgebliebenen
Proliferationsfront einherging.

10% FCS

3

1U/ml Flla

10% Eguss

Abbildung 39: Serumstarvierung sowie zusatzliche Stimulation von PANC-1 Zellen mit Flla, FXa, SFLLRN,
SLIGKV, Erguss oder TGF-g1 fihrte zu zunehmender spindelformiger Zellmorphologie sowie erhohter
Zellmigration einzelner Zellen. PANC-1 Zellen wurden serumstarviert (0,5 % (v/v) FCS) ohne (2) oder mit
10 % (v/v) FCS (1), 1 U/ml Flla (3), 1 U/ml FXa (4), 100 pM SFLLRN (5), 100 pM SLIGKYV (6), 10 % (v/v)
Erguss 670 oder 10 ng/ml TGF-B1 (8) bis zur Konfluenz kultiviert, und konnten weitere 24 Stunden lang in
einen zellfreien Spalt einwandern. Exemplarische Abbildungen der Mikroskopie mit 20-facher Vergréferung.
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Die Stimulation von PANC-1 Zellen mit den PAR-Agonisten fuhrte zu einer deutlich
spindelfdrmigen Morphologie. Da eine exakte Quantifizierung der Zellen in diesem
Test schwierig war, wurde als weitere Messmethode zur Quantifizierung der

Zellmigration ein Transwell-Migrationsassay durchgefihrt.

3.2.7 Erhdhte Migrationsfahigkeit von HPDE und PANC-1 Zellen durch

Stimulation mit PAR-Agonisten

Ziel dieses Versuches war die Quantifizierung des in Kapitel 3.2.6 beobachteten
Einflusses der verwendeten PAR-Agonisten auf das Migrationsverhalten von HPDE
und PANC-1 Zellen im Transwell-Migrationsassay. Dazu wurden PANC-1 Zellen 24
Stunden lang serumstarviert und anschlieend in Kollagen I-beschichteten
Transwell-Einsétzen mit 8 um Porengrol3e ausgesat und stimuliert. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Kristallviolett angefarbt und die migrierten
Zellen gegeniber der Gesamtzellzahl im Ansatz als Migrationsrate bestimmt
(Abb. 40). HPDE Zellen wurden abweichend davon 48 Stunden serumstarviert sowie
bereits 24 Stunden vor der Aussaat in Transwell-Einsatze mit den entsprechenden
Stimulantien (Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV, Erguss 660, 670 und 688) vorstimuliert.
Als Positivkontrolle dienten Ansétze, die mit TGF-B1, einem bekannten Induktor der

Zellmigration von epithelialen Zellen, behandelt worden waren [287].

Abbildung 40: Exemplarische Aufsicht auf die PET-Membran der Transwell-Einsatze. A: Die 8 um grofen
Poren in der Membran ohne Zellen. B: Mit Kristallviolett gefarbter Kontrollansatz mit migrierten und nicht
migrierten PANC-1 Zellen. C: Migrierte PANC-1 Zellen sind nach Entfernung der nicht migrierten Zellen
und Anfarben mit Kristallviolett an der Unterseite der Membran sichtbar.
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HPDE Zellen zeigten ein signifikant (p <0,05) gesteigertes Migrationsverhalten
sowohl durch Stimulation mit 100 pM SFLLRN als auch 100 pM SLIGKV, welches im
Ausmal’ vergleichbar war mit der durch 10 ng/ml TGF-B1 induzierten Migration (Abb.
41). Dieser Effekt konnte ebenfalls durch 10 % (v/v) Erguss 670 erzielt werden. Flla,
FXa sowie die Ergisse 660 und 688 konnten hingegen keine signifikante (p < 0,05)
Veréanderung der Migrationsrate gegeniiber unbehandelten Zellen herbeifiihren.
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Abbildung 41: SFLLRN, SLIGKV und Erguss 670 fuhrten in HPDE Zellen zu einer signifikant erhéhten
Migrationsrate im Transwell-Migrationsassay: Serumstarvierte HPDE Zellen wurden ohne (ub) oder mit
10 ng/ml TGF-g1, I U/ml FIIa, 1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN, 100 pM SLIGKV, 10 % (v/v) Erguss 660, 670
oder 688 vorstimuliert. Die Balken zeigen den Anteil migrierter Zellen nach 24-stiindiger Stimulation im
Transwell-Assay und photometrischer Auswertung nach Farbung mit Kristallviolett; n=6; MW + SA;
*p <0,05; **p <0,01.

PANC-1 Zellen zeigten nach Stimulation mit je 1 U/ml Flla oder FXa sowie 100 pM
SLIGKV ein im AusmalRR zwar nicht mit TGF-B1 vergleichbares, aber dennoch
signifikant (p < 0,05) gesteigertes Migrationsverhalten gegeniber der unbehandelten
Kontrolle (Abb. 42). Dieser Effekt konnte mit SFLLRN und SLIGKV vergleichbar
erzielt werden, war jedoch nur nach Stimulation mit SLIGKV statistisch signifikant.
Die Erglsse 660, 670 und 688 hatten hingegen keinen Einfluss auf die
Migrationsfahigkeit der PANC-1 Zellen.
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Abbildung 42: Flla, FXa und SLIGKV fihrten in PANC-1 Zellen zu einer signifikant erhdhten
Migrationsrate: Serumstarvierte PANC-1 Zellen wurden ohne (ub) oder mit 10 ng/ml TGF-g1, 1 U/ml Flla,
1 U/ml FXa, 100 pM SFLLRN, 100 uM SLIGKYV, 10 % (v/v) Erguss 660, 670 oder 688 im Transwell-Assay
inkubiert. Die Balken zeigen den Anteil migrierter Zellen nach 24-stlindiger Stimulation und photometrischer
Auswertung nach Farbung mit Kristallviolett; n=6; MW £ SA; *p < 0,05.

% migrierte Zellen

In diesem Versuch konnten induzierende Effekte von PAR-Agonisten und Ergissen
auf die Migration von nicht-tumorigenen Epithelzellen sowie Tumorzellen beobachtet
werden. Als nachstes sollte untersucht werden, ob diesem gesteigerten
Migrationsvermdgen EMT-assoziierte Veranderungen zugrunde lagen. Dazu wurden
zunachst transkriptionelle Veranderungen von EMT-assoziierten Proteinen nach

Stimulation mit PAR-Agonisten untersucht.

3.2.8 PAR-Agonisten beeinflussen die Expression von EMT-assoziierten
Markerproteinen in HPDE und PANC-1 Zellen nicht

Eine erhohte Migrationsfahigkeit von HPDE und PANC-1 Zellen durch TGF-B1 wird
einer reduzierten Expression epithelialer Markerproteine (E-Cadherin) zugunsten
einer Induktion mesenchymaler Markerproteine (N-Cadherin, Vimentin) sowie der
Transkriptionsfaktoren Slug und Snail zugeschrieben [94, 288]. Darlber hinaus
konnte in diesen Zellen eine erhohte Migrationsfahigkeit der TGF-B1 induzierten
Expression des Adhasionsmolekils L1ICAM zugeordnet werden [287]. Zur Messung

des Einflusses einer PAR-Aktivierung auf die Expression der EMT-assoziierten
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Markerproteine E-Cadherin, N-Cadherin, Vimentin, Slug, Snail sowie LICAM wurde
eine relative Quantifizierung der mMRNA-Expression der jeweiligen Gene
herangezogen. Dazu wurden serumstarvierte HPDE und PANC-1 Zellen ohne oder
mit 10 ng/ml TGF-B1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN oder 100 uM
SLIGKYV inkubiert, nach 24, 48 und 72 Stunden die RNA aus den lysierten Zellen
isoliert, in cDNA transkribiert und die Expression der betreffenden Gene mittels
Realtime-PCR quantifiziert. Zur Auswertung wurden die gemessenen PCR-Zyklen
bis zum Erreichen eines Schwellenwertes in der exponentiellen Phase auf das

Haushaltsgen TBP bezogen und auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert.

Der bekannte EMT-Induktor TGF-B1 hatte gegentber unbehandelten (ub) HPDE
Zellen keinen signifikanten (p < 0,05) Einfluss auf die Expression des epithelialen
Markers E-Cadherin (Abb. 43 A), wogegen die mesenchymalen Marker Vimentin
(Abb. 43 B), N-Cadherin (Abb. 43 C) sowie L1CAM (Abb. 44 A) und die EMT-
assoziierten Transkriptionsfaktoren Slug (Abb. 44 B) und Snail (Abb. 44 C) deutlich
induziert wurden. Jedoch war nur die Induktion von L1CAM, Slug und Snalil
statistisch signifikant (p <0,05), da die gemittelten Daten aus drei separaten
Ansétzen generell sehr stark streuten. Die PAR-Agonisten hatten gegeniber den
unbehandelten HPDE Zellen im wesentlichen keinen Einfluss auf die Expression von
E-Cadherin (Abb. 43 A), Vimentin (Abb. 43 B), N-Cadherin (Abb. 43 C), LICAM
(Abb. 44 A), Slug (Abb. 44 B) und Snail (Abb. 44 C), jedoch waren einige signifikante
Einzelergebnisse zu beobachten: Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV zeigten nach
einer anfanglichen Reduktion eine tendenziell Uber 72 Stunden zunehmende
Expression von N-Cadherin (Abb. 43 C), die im Ausmald um die Expression
unbehandelter HPDE Zellen schwankte. Die zeitliche Kinetik &hnelte dem Effekt
einer Stimulation mit TGF-1. SFLLRN (48 Stunden) und SLIGKV (48 und 72
Stunden) fuhrten zeitabhangig zu einer signifikant (p < 0,05) leicht gesteigerten

Expression von Vimentin (Abb. 43 B).
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n-fache E-Cadherin mRNA
der unbehandelten HPDE Zellen

n-fache Vimentin mRNA
der unbehandelten HPDE Zellen

O

n-fache N-Cadherin mRNA
der unbehandelten HPDE Zellen

Abbildung 43: Die Stimulation mit TGF-g1 und PAR-Agonisten blieb weitgehend ohne Einfluss auf die
Expression von E-Cadherin in HPDE Zellen (A). TGF-gI induzierte die Expression der mesenchymalen
Markerproteins Vimentin (B) und N-Cadherin (C) in HPDE Zellen, wogegen PAR-Agonisten weitgehend
ohne Einfluss blieben: HPDE Zellen wurden ohne (ub) oder mit 10 ng/ml TGF-g1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa,
100 uM SFLLRN oder 100 uM SLIGKYV inkubiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde die RNA aus den
lysierten Zellen extrahiert, in cDNA transkribiert und mittels Realtime-PCR amplifiziert (auf TBP
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normalisierte Mittelwerte); n=3; MW £ SA; *p < 0,05, **p < 0,01.
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Abbildung 44: TGF-p1 induzierte die Expression des EMT-assoziierten Markerproteins LLCAM (A) sowie der
EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren Slug (B) und Snail (C) in HPDE Zellen, wogegen PAR-Agonisten
weitgehend ohne Einfluss blieben: HPDE Zellen wurden ohne (ub) oder mit 10 ng/ml TGF-g1, 1 U/ml Flla,
1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN oder 100 uM SLIGKYV inkubiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde die RNA
aus den lysierten Zellen extrahiert, in cDNA transkribiert und mittels Realtime-PCR amplifiziert (auf TBP
normalisierte Mittelwerte); n=3; MW £ SA; *p < 0,05, **p < 0,01.
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TGF-B1 fuhrte in PANC-1 Zellen gegenuber der unbehandelten Kontrolle zu einer
zeitabhangig signifikant (p <0,05) reduzierten Expression des epithelialen
Markerproteins E-Cadherin (Abb. 45 A), wahrend die mesenchymalen
Markerproteine Vimentin (Abb. 45 B) und N-Cadherin (Abb. 45 C) deutlich induziert
wurden. Die Expression von EMT-assoziiertem L1CAM (Abb. 46 A) nahm nach 48
und 72 Stunden signifikant ab. Auffallig war die in der Intensitdt am deutlichsten
ausgepragte Expressionssteigerung der EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren
Slug (Abb. 46 B) und Snail (Abb. 46 C).

Die PAR-Agonisten hatten hingegen gegeniuber unbehandelten PANC-1 Zellen
weitgehend keinen Einfluss auf die Expression von E-Cadherin (Abb. 45 A), Vimentin
(Abb. 45 B), N-Cadherin (Abb. 45 C), LLCAM (Abb. 46 A), Slug (Abb. 46 B) und Snail
(Abb. 46 C), auch wenn signifikante (p <0,05) Einzelergebnisse zu beobachten
waren: SLIGKV fihrte nach 24-stindiger Stimulation zu einer transienten,
signifikanten Reduktion der E-Cadherin Expression (Abb. 45 A). Flla, FXa und
SFLLRN fuhrten nach 24 Stunden zu einer nicht signifikanten (p > 0,05) Induktion
von Slug (Abb. 46 B), die zeitabhangig nach 72 Stunden auf das Niveau

unbehandelter Zellen zuriickfiel.
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Abbildung 45: TGF-g1 inhibierte zeitabhangig die Expression des epithelialen Markers E-Cadherin in
PANC-1 Zellen wogegen die Expression der mesenchymalen Marker Vimentin (B) und N-Cadherin (C)
induziert wurde. PAR-Agonisten blieben weitgehend ohne Einfluss: PANC-1 Zellen wurden ohne (ub) oder
mit 10 ng/ml TGF-g1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN oder 100 uM SLIGKYV inkubiert. Nach 24,
48 und 72 Stunden wurde die RNA aus den lysierten Zellen extrahiert, in cDNA transkribiert und mittels
Realtime-PCR amplifiziert (auf TBP normalisierte Mittelwerte); n=3; MW + SA; *p < 0,05, **p < 0,01.
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Abbildung 46: TGF-g1 inhibierte zeitabhéngig die Expression des EMT-assoziierten Markerproteins LICAM
(A) in PANC-1 Zellen wogegen die EMT-assoziierten Transkriptionsfaktoren Slug (B) und Snail (C) induziert
wurden. PAR-Agonisten blieben weitgehend ohne Einfluss: PANC-1 Zellen wurden ohne (ub) oder mit
10 ng/ml TGF-g1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 pM SFLLRN oder 100 uM SLIGKY inkubiert. Nach 24, 48
und 72 Stunden wurde die RNA aus den lysierten Zellen extrahiert, in cDNA transkribiert und mittels
Realtime-PCR amplifiziert (auf TBP normalisierte Mittelwerte); n=3; MW + SA; *p < 0,05, **p < 0,01.
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Zusammenfassend hatten die PAR-Agonisten kaum einen Einfluss auf die
Expression der EMT-assoziierten Proteine E-Cadherin, Vimentin, N-Cadherin,
L1CAM, Slug und Snail, wahrend TGF-B1 die literaturbekannten EMT-typischen
Expressionsanderungen induzierte. Da aber nicht nur Expressionsanderungen,
sondern auch eine Umverteilungen von EMT-assoziierten Markerproteinen in der
Zelle die in Kapitel 3.2.6 beobachtete spindelformige Morphologie und das
veranderte Migrationsverhalten nach Stimulation mit PAR-Agonisten induzieren
kann, sollte im nachfolgenden Experiment die Lokalisation von E-Cadherin tberprift

werden.

3.29 PAR-Agonisten und Erguss fuhren in HPDE und PANC-1 Zellen zu einer
Delokalisierung von E-Cadherin, die mit einer Auflésung von Zell-Zell-

Kontakten einhergeht

E-Cadherin ist ein wesentlicher Bestandteil von Desmosomen und Adherens
junctions und stabilisiert so Uber Zellkontakte den Zusammenhalt epithelialer
Gewebe. Im Rahmen der EMT kommt es einerseits zu Expressionsanderungen von
Markerproteinen sowie andererseits auch zu einer Umverteilung der Proteine in der
Zelle [284-286]. Im Fall von E-Cadherin wird dieses dann nicht mehr
membranstéandig, sondern zytoplasmatisch exprimiert, was durch Auflésung von Zell-
Zell-Kontakten zu einer Auflockerung des Zellverbandes fiihrt, und den Zellen somit
das Auswandern aus dem Gewebe ermdglicht [289-291]. Da die eingesetzten PAR-
Agonisten in HPDE und PANC-1 Zellen keinen Einfluss auf die transkriptionell
regulierte Expression von E-Cadherin zeigten, wurde im folgenden der Einfluss auf
die Lokalisation des E-Cadherins in den Zellen untersucht. Eine Delokalisierung
membranstandigen E-Cadherins ins Zellinnere konnte der beobachteten
spindelférmigen Morphologie und dem verédnderten Migrationsverhalten zugrunde
liegen.

HPDE und PANC-1 Zellen wurden serumstarviert Uber 24, 48 und 72 Stunden ohne
oder mit 10 ng/ml TGF-f1, 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 uM SFLLRN, 100 pM
SLIGKV oder 10 % (v/v) Erguss 660, 670 oder 688 stimuliert, auf Deckglaschen
fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-E-Cadherin Antikdrper inkubiert. Der
Primarantikérper wurde mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikorper

markiert, ein Kernfarbstoff zugefiigt und die auf Objekttragern versiegelten Praparate
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am Fluoreszenzmikroskop (40-fache VergroRerung) fotografiert. Die Zellkerne
erschienen blau, E-Cadherin war rot gefarbt.

Abbildung 47 zeigt bei unbehandelten HPDE Zellen (A) die typische
transmembranére Expression und Anreicherung von E-Cadherin in den
Zellkontakten. Die Stimulation mit TGF-B1 als Positivkontrolle (B), Flla (C), SFLLRN
(D), FXa (E) oder SLIGKV (F) induzierte eine Umverteilung des E-Cadherins aus der
Zellmembran in eine intrazellulare, perinukledre Lokalisierung, die mit der Auflosung
der Zellkontakte einher ging. Der Zellverband zeigte sich aufgelockert, die Zellen
hatten weniger Kontakte untereinander. Mit Flla stimulierte HPDE Zellen zeigten
hingegen teilweise noch deutlich markierte Zellkontakte, d. h. das Vorhandensein
von E-Cadherin. Nach Stimulation der HPDE Zellen mit 10 % (v/v) Erguss 660
(Ovarialkarzinom, G), 670 (Reizerguss, H) oder 688 (Pneumonie, 1) konnte ebenfalls
die bereits bei den isolierten Faktoren beobachtete Delokalisierung des E-Cadherins
aus den Zellkontakten und die resultierende Auflosung der Zellkontakte beobachtet
werden. Im Falle der Ergisse 660 und 688 war zusatzlich eine ausgepréagte

Spindelform einiger Zellen zu erkennen.
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F (SLIGKV)
G (Erguss 660) H (Erguss 670)

1 (Erguss 688)

Abbildung 47: TGF-p1, PAR-Agonisten und Ergusse induzierten in HPDE Zellen eine Delokalisierung von
membranstdndigem E-Cadherin aus den Zellkontakten ins Zytoplasma, wodurch der Zellverband
aufgelockert wurde: HPDE Zellen wurden serumstarviert Uber 48 Stunden ohne (ub, A) oder mit 10 ng/ml
TGF-p1 (B), 1 U/ml Flla (C), 100 uM SFLLRN (D), 1 U/ml FXa (E), 100 uM SLIGKV (F) oder 10 % (v/v)
Erguss 660 (Ovarialkarzinom, G), 670 (Reizerguss, H) oder 688 (Pneumonie, 1) inkubiert, auf Deckglaschen
fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-E-Cadherin Antikdrper markiert. Nach Fluoreszenzmarkierung
mit einem Sekundarantikdrper (rot) und Kernfarbung (blau) wurden die Praparate am Fluoreszenzmikroskop
(40-fache VergroRerung) fotografiert. Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Ausschnitt aus drei
unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 48 zeigt fur unbehandelte PANC-1 Zellen (A) eine uberwiegend
zytoplasmatisch dominierte und nur geringe membranére Verteilung von E-Cadherin
Uber die gesamte Zelle, was im Einklang steht mit dem mesenchymalen Phénotyp
der PANC-1 Zellen. Die Zellen bildeten Zellkontakte ohne Anreicherung von E-
Cadherin aus. Eine Stimulation tber 24 Stunden mit TGF-B1 (B), Flla (C), SFLLRN
(D), FXa (E) oder SLIGKV (F) fuhrte zu einer Delokalisierung des restlichen
membransténdigen E-Cadherins ins Zytoplasma. Daraus resultierte eine Auflésung
der Zellkontakte gefolgt von einer teilweise ausgepragten spindelférmigen
Morphologie der PANC-1 Zellen. Nach 24-stindiger Stimulation der PANC-1 Zellen
mit 10 % (v/v) Erguss 660 (Ovarialkarzinom, G) kam es zu keiner Delokalisierung von
E-Cadherin aus den Zellkontakten. Die Zellen zeigten weiterhin eine prismatische
Morphologie. Erguss 670 (Reizerguss, H) und 688 (Pneumonie, ) fuhrten zu einer
Delokalisierung von membranstandigem E-Cadherin bevorzugt perinukleér ins
Zytosol, gefolgt von der Auflosung der Zellkontakte, Auflockerung des Zellverbandes
und Induktion einer spindelférmigen Morphologie. Die Effekte waren im Ausmafd mit

den durch TGF-B1 oder durch PAR-Agonisten induzierten vergleichbar.
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Abbildung 48: TGF-g1, PAR-Agonisten und Ergusse induzierten in PANC-1 Zellen eine Delokalisierung von
membranstdndigem E-Cadherin aus den Zellkontakten ins Zytoplasma, wodurch der Zellverband
aufgelockert wurde: PANC-1 Zellen wurden serumstarviert und Gber 48 Stunden ohne (ub, A) oder mit
10 ng/ml TGF-g1 (B), 1 U/ml Flla (C), 100 uM SFLLRN (D), 1 U/ml FXa (E), 100 uM SLIGKV (F) oder
10 % (v/v) Erguss 660 (Ovarialkarzinom, G), 670 (Reizerguss, H) oder 688 (Pneumonie, 1) inkubiert, auf
Deckglaschen fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-E-Cadherin Antikérper markiert. Nach
Fluoreszenzmarkierung mit einem Sekundéarantikérper (rot) und Kernfarbung (blau) wurden die Praparate
am Fluoreszenzmikroskop (40-fache VergroRerung) fotografiert. Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer
Ausschnitt aus drei unabhéngigen Versuchen.
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Zusammenfassend induzierten PAR-Agonisten, mit Ausnahme von Flla, in HPDE
Zellen die Delokalisierung von membranstdndigem E-Cadherin ins Zytoplasma,
wodurch Zellkontakte und der Gewebeverband aufgeldst wurden. Der Effekt war mit
dem des potenten EMT-Induktors TGF-B1 vergleichbar. Sowohl benigne als auch
maligne Ergusse fuhrten dartber hinaus zusatzlich zu einer stark ausgepragten
spindelformigen Morphologie der HPDE Zellen. In PANC-1 Zellen kam es durch
Stimulation mit PAR-Agonisten und benignen Ergissen ebenfalls zu einer
Delokalisierung von E-Cadherin, Auflosung der Zellkontakte und einer deutlich
ausgepréagten spindelférmigen Morphologie. Die Effekte waren ebenfalls mit den
durch TGF-B1 induzierten zu vergleichen. Lediglich der untersuchte maligne Erguss

660 flhrte zu keiner Anderung der Lokalisierung von E-Cadherin.
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Eine tiefe Venenthrombose (TVT) bei fortgeschrittener Tumorerkrankung wird seit
ihrer Erstbeschreibung 1865 durch den franzdsischen Internisten Armand Trousseau
(1801-1967) als ,Trousseau-Syndrom“ bezeichnet [292]. Trousseau bemerkte ein
gehauftes Auftreten von Tumorerkrankungen nach vorherigen vendsen
thrombembolischen Ereignissen. Als bei ihm selbst eine Thrombophlebitis am linken
Arm auftrat, diagnostizierte er daraus einen Magenkrebs, an dem er in der Folge
verstarb [293]. Ein ambivalenter Zusammenhang zwischen aktivierter Gerinnung und
metastasierender Tumorerkrankung ist seitdem intensiv untersucht worden und in
der Literatur gut dokumentiert [294, 295]. So erhdht eine TVT die Inzidenz flr eine
Tumorerkrankung, ist oft das erste Symptom einer nicht diagnostizierten
Tumorerkrankung und eine typische Komplikation progredienter Tumorerkrankungen,
da u.a. auch Chemotherapeutika oft prokoagulatorische Nebenwirkungen zeigen
[296, 297]. Die gesteigerte Mortalitdt aufgrund thrombembolischer Ereignisse bei
Tumorpatienten ist nach wie vor ein Problem in der Therapie [298, 299].

Die vorliegende Arbeit thematisiert den Zusammenhang zwischen Tumor und
Hamostase am Beispiel maligner Ergisse, die bei ca. 15-30 % der Tumorpatienten
wahrend der Progression der Erkrankung auftreten [106, 107]. Die Ergusse
rezidivieren schnell und senken die Lebensqualitat der Betroffenen bei sparlichen
Therapieoptionen. Aus diesem Grund stellen maligne Ergiisse und deren Therapie
weiterhin ein Problem dar. Diverse Studien haben den Benefit einer Komedikation
von Tumorpatienten mit Antikoagulantien (Warfarin, LMWH) gezeigt, wobei diese
sowohl direkt mit den Tumorzellen interagieren konnen oder (dber ihren
antikoagulatorischen Effekt die Tumorigenese beeinflussen [300, 301]. 75-300 mg
Acetylsalicylsdure taglich fuhrten schon ab dem funften Jahr zu einer deutlich
gesenkten Tumorinzidenz, wobei das Alter den einzigen signifikanten Risikofaktor
darstellte [234]. Dabei wird der Erfolg nicht nur der antikoagulatorischen Wirkung von
ASS zuzuschreiben sein, sondern auch der konstanten Unterdriickung potentiell
tumorigener inflammatorischer Prozesse im Korper. Aufgrund der geringen Kosten
der Therapie unterstitzen diese Daten die Forderung nach einer taglichen Dosis
ASS als ,, Tumorprophylaxe fur Jedermann®. Sie zeigen aber auch die Notwendigkeit

weiterer Anstrengungen auf diesem Gebiet der Tumorforschung.
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Maligne Ergusse stellen neben der in Kapitel 1.2.9.1 beschriebenen Einschrankung
der Lebensqualitat auch ein Reservoir fur Tumorzellen dar. Das Mikromilieu im
Erguss scheint Chemoresistenzen zu induzieren und die Tumorprogression zu
unterstitzen [107, 302]. Aus diesem Kompartiment heraus kann der Korper trotz
Ansprechens auf eine Therapie erneut durch resistente Tumorzellen infiltriert
werden, was auch darauf hindeutet, dass das Ergussmilieu das Migrationspotential

von Tumorzellen beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ergussen, aktivierter
Gerinnungsfaktoren sowie selektiver PAR-1 und PAR-2 Agonisten auf zellbiologische
Prozesse der Tumorigenese wie Zellwachstum, Ansprechen auf Zytostatika sowie

EMT und Migrationsverhalten an verschiedenen Zellsystemen untersucht.

4.1 Nachweis eines aktivierten Gerinnungssystems im Ergussmilieu

Im frisch punktierten Erguss kam es innerhalb kirzester Zeit zur spontanen Bildung
gallertartiger Proteinklumpen, die als Fibrin nachgewiesen werden konnten (Abb. 16)
[107]. Diese Beobachtung setzt zweierlei voraus: Das Vorhandensein und die

Aktivitat von Gerinnungsfaktoren.

In einer koagulometrischen Studie an 72 Ergussen (26 méannlicher und 46 weiblicher
Patienten bzw. 20 benigner und 52 maligner Diagnose zum Zeitpunkt der Punktion)
konnten alle Gerinnungsfaktoren der extrinsischen Kaskade (Fibrinogen, Faktor Il, V,
VII, X) sowie die Inhibitoren PC und AT IIl nachgewiesen werden, wenn auch alle
weit unterhalb des Referenzwertes der Literatur im Plasma Gesunder lagen (Tab. 22)
[268]. Der Marker fur eine Flla-Aktivierung, F1+2, zeigte sich leicht erhdht, wogegen
der Fibrinolysemarker D-Dimere etwa 30-fach gegeniiber dem Plasma Gesunder
erhoht war. Ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied konnte nicht
festgestellt werden, allerdings wiesen maligne Ergisse signifikant hohere Faktor II,
VIl und AT 1l Spiegel auf als benigne Erglsse. Diese Daten zeigen eine aktivierte
Hamostase im Erguss unter Verbrauch der Gerinnungsfaktoren an, was deren
erniedrigte Werte im Vergleich zur Referenz erklart. Die Aktivierung der extrinsischen
Kaskade fuhrt zum Verbrauch aller Faktoren einschlief3lich der Inhibitoren PC und AT
lll, die die Reaktion zum Abklingen bringen. Die gemittelten Daten decken sich mit
denen von Blume (2010) und Gieseler et al. (2007), die im selben Labor
Untersuchungen an nicht sterilfiltrierten Ergtssen durchfuihrten [107, 223]. Vaz et al.

(2009) konnten bei Patienten mit unauffaligem Gerinnungsstatus im Plasma eine
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Gerinnungsaktivierung in benignen (entzindlichen oder tuberkulésen) und malignen
Pleuraergiissen gleichermal3en anhand erniedrigter Fibrinogenspiegel und erhdhter
Spiegel fur F1+2 Fragmente, TAT-Komplex und D-Dimere nachweisen [303]. Laut
Vaz et al. kann mittels der genannten Gerinnungsmarker zwischen Transsudaten
und Exsudaten, aber nicht zwischen den benignen oder malignen Ergussen
innerhalb der Exsudate unterschieden werden. Diese Daten decken sich weitgehend

mit denen der vorliegenden Arbeit.

Fur die Aktivierung der Hamostase sind zwei Szenarien denkbar: 1. Fir Tumorzellen
ist eine Gerinnungsaktivierung durch membranare Expression von TF und CP
beschrieben [101]. Eine Aktivierung von Thrombozyten oder Endothelien durch
MMP-1, VEGF, E- und P-Selektin, Integrine, Von-Willebrand-Faktor, TNF-qa, IL-1 und
IL-6, die sowohl von den Tumorzellen als auch von der tumorassoziierten Matrix
exprimiert werden koénnen, wirkt Uber diverse Mechanismen gerinnungsaktivierend
[304-310]. 2. Ebenso kann eine Gewebsverletzung sowie die Metalloberflache der
Punktionsnadel im Rahmen der Punktion des Ergusses gerinnungsaktivierend
wirken. Dies wird generell nach operativen Eingriffen an erhdhten Plasmaspiegeln
prokoagulatorischer Marker (D-Dimere, F1+2 Fragmente, TAT-Komplex) unter
Verbrauch von AT Il und Plasmininhibitor (a2-Antiplasmin) beobachtet [311]. Daher
bleibt fraglich, ob hier das Resultat einer chronisch aktivierten Gerinnung im Erguss
vorliegt oder ob die Punktion den auslosenden Faktor darstellt. Die oben angefihrten
Publikationen zum Zusammenhang zwischen Gerinnung und Tumorgeschehen
sprechen allerdings vor dem Hintergrund der minimalen Gewebsverletzung durch die
Punktionsnadel fiir das bereits vor der Punktion aktivierte Gerinnungssystem. Die
Gerinnungsreaktion ist also bereits im Patienten abgelaufen. Nun liegt der Zustand
nach einer mehr oder weniger langen prokoagulatorischen Phase vor: Die
Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren sind verbraucht, die Spiegel der Abbauprodukte

sind erhoht.

In der Literatur finden sich Daten zu Effekten von Flla und FXa auf Tumorzellen mit
Aktivitaten kleiner gleich 0,5 U/ml, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit gefunden
werden konnten und zur Stimulation eingesetzt wurden [312]. Die klassische
Koagulometrie mittels Mangelplasmen und TPZ diskriminiert nicht zwischen
aktivierten Gerinnungsfaktoren und ihren inaktiven Vorlaufern. Daher wurde ein
chromogener Aktivitatsassay etabliert (Abb. 17 bis 20) und die deutlich niedriger

vermutete Aktivitdtt von Flla und FXa ohne Aktivierung ihrer Vorlaufer im
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Ergussmilieu bestimmt (Tab. 23 und 24). Die gemessenen Aktivitdten lagen mit
0,032 U/ml Flla und 0,003 U/ml FXa nur im Bereich eines Zehntels der mittels TPZ
bestimmten Aktivitaten und bestéatigen die bekannte fehlende Korrelation zwischen
Koagulometrie und der chromogenen Methode [313]. Es konnte weder ein
signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied noch ein Unterschied zwischen
benignen und malignen Ergissen nachgewiesen werden. Die Aktivitaten fur Flla und
FXa stellten dabei nur je 5% der im Erguss mittels chromogener Substrate
ermittelten Gesamtaktivitaten dar (Tab. 24). Die Literatur nennt eine ganze Reihe
weiterer tumorassoziierter Proteasen wie Plasmin, Faktor I, IX, X, XIl, t-PA, Kallikrein,
Trypsin, Elastase oder MMPs im Ergussmilieu, die die eingesetzten Substrate zu pNA
umsetzen koénnten [107, 314-318]. Fur zellbiologische Studien wurden im weiteren
Verlauf der Arbeit 0,1 bis 1 U/ml Flla bzw. FXa eingesetzt, im Alamar Blue Assay bis
zu 10 U/ml Flla und FXa.

Aufgrund der gehauft auftretenden Tribung bei der Aktivitditsmessung im Erguss
wurde die zugrundeliegende Arzneibuch-Methode durch Austausch der Puffer und
eine zusatzlich parallel durchgefuhrte turbidimetrische Kontrollmessung Kkorrigiert
[255, 256]. Die Daten waren reproduzierbar (n=3), lediglich die fehlende Calcium-
Aktivitat im Puffer kdnnte einen negativen Einfluss auf die ermittelte Aktivitat gehabt
haben. Generell ist die chromogene Aktivitatsbestimmungsmethode von
Serinproteasen in komplexen Matrices wie den Ergiissen weniger gut geeignet als

fur Hemmestudien an isolierten Proteasen.

Im Rahmen der Zellkultur-basierten Versuche dieser Arbeit wurde FCS eingesetzt.
FCS ist ein wichtiger Zusatz in der Zellkultur, da es essentielle Nahrstoffe und
Wachstumsfaktoren sowie Gerinnungsfaktoren enthalt. Die bovinen
Gerinnungsfaktoren Flla, FXa, AT Illl und PC weisen hohe strukturelle und
funktionelle Homologie zu den humanen Faktoren auf und werden aufgrund ihrer
speziesubergreifenden Reaktivitdt teilweise intensivmedizinisch am Menschen
eingesetzt [270-275]. Eine koagulometrische Studie mit funf Proben FCS
verschiedener Hersteller  fahrte zZu ahnlichen Konzentrationen der
Gerinnungsfaktoren, wie sie bereits im Erguss gefunden wurden (Tab. 26). Die 21-
fach gegenuber der Referenz in humanem Plasma erhéhten Spiegel fir F1+2
Fragmente sowie die erniedrigten Spiegel fur D-Dimere sind Ausdruck einer
Gerinnungsaktivierung durch die Gewebsverletzung bei der Gewinnung des FCS im

Schlachthof. Um Effekte durch exogen hinzugefiigte Gerinnungsfaktoren mit einer
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definierten Aktivitdt untersuchen zu kénnen, wurden die Zellen wahrend der
Versuche serumstarviert, d.h. in einem Mangelmedium mit 0,5-1 % FCS (v/v)
kultiviert. Damit sollte ein Einfluss der im FCS befindlichen Gerinnungsfaktoren auf

die zu untersuchenden zellbiologischen Effekte in den Zelllinien vermieden werden.

4.2 Nachweis von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren auf Patientenzellen und

Zelllinien

Nachdem in malignen Ergussen ein aktiviertes Gerinnungssystem nachgewiesen
werden konnte, wurde Uberprift, ob darin befindliche Tumorzellen entsprechende
Rezeptoren exprimieren, Uber die Gerinnungsfaktoren zellbiologische Effekte auf die
Zellen ausiiben kdnnen. Aus den Ergussen konnten als Patientenzellen bezeichnete
Tumorzellen isoliert und kultiviert werden. In 78 % der Patientenzellkulturen konnten
membransténdige PAR-1 Rezeptoren und in 17 % der Patientenzellkulturen konnten
membranstandige PAR-2 Rezeptoren nachgewiesen werden (Tab. 25), die durch die
Gerinnungsfaktoren Flla und FXa aktiviert werden konnten. Uber eine
moglicherweise deutlich hohere intrazellulare Expression der PAR-1/2 Rezeptoren in
Patientenzellen kann mangels Daten keine Aussage getroffen werden. In der
Literatur ist die PAR-1 Expression auf Tumorzellen aus malignen Ergissen
beschrieben [107, 108]. Daruber hinaus kdnnen PAR-1 und PAR-2 auf vielen
Tumorentitdten und Tumorzelllinien nachgewiesen werden, wobei die Expression
von PAR-1 und teilweise auch PAR-2 positiv mit der Invasivitat der Zellen korreliert
[319-328]. Die erhohte Invasivitat erklart auch, warum die aus den Erglssen
isolierten Patientenzellen mehrheitlich PAR-1 positiv sind und welche Rolle sie bei
der Ergussentstehung spielen. Invasive Zellen dringen in den Pleuraspalt, das
Perikard oder die Bauchhohle ein, verursachen dabei eine Entzindung, die u.a.
durch Freisetzung von VEGF zu einem Verlust der Endothelbarrierefunktion fuhrt,
worauf hin Proteine wie die Gerinnungsfaktoren und weitere Tumorzellen leicht in die
Kavitat eindringen kénnen [105, 107, 329].

Da die Patientenzellen eine sehr langsame Proliferation aufwiesen sowie haufig mit
Fibroblasten verunreinigt waren, konnten sie nicht fir die weiteren Versuche eingesetzt
werden. Daher wurden die Zelllinien HPDE, PANC-1 und THP-1 als Modellzelllinien
verwendet, deren Eignung hinsichtlich ihrer Expression von PAR-1 und PAR-2
zunachst tUberprift wurde. Mit der Auswahl dieser Zellen standen mit PANC-1 sowohl

eine Karzinomzelllinie, mit THP-1 eine monozytdre Tumorzelllinie als auch mit HPDE
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eine nicht-tumorigene epitheliale Zelllinie zur Verfigung. Im weiteren Verlauf der Arbeit
konnte somit der Einfluss einer PAR-Aktivierung auf die in der EMT weiter
fortgeschrittene Karzinomzelllinie PANC-1 der nicht-tumorigenen epithelialen Zelllinie
HPDE gegeniber gestellt werden.

Nur PANC-1 Zellen zeigten nach Oberflachenfarbung in der Durchflusszytometrie
eine eindeutige Expression von PAR-1 und PAR-2 (Abb. 21). Auf HPDE Zellen
konnte eine geringe membranstandige Expression von PAR-1 und eine deutlichere
membransténdige Expression von PAR-2 nachgewiesen werden. THP-1 zeigten eine
deutliche Expression membranstandiger PAR-1 Rezeptoren, wogegen PAR-2 kaum
exprimiert waren. Mittels einer Immunfluoreszenzfarbung nach Permeabilisierung
konnte dartiber hinaus fir HPDE und PANC-1 Zellen eine deutliche PAR-1 und PAR-
2 Expression gegenuber der Isotypkontrolle nachgewiesen werden (Abb. 22, 23). Die
Rezeptoren zeigten sich dabei nur schwach membranar aber dagegen deutlich
starker granuldr und tendenziell perinukledr im Zytosol lokalisiert, was bereits unter
dem Begriff endocytic sorting (endosomale Sortierung) beschrieben wurde [180,
200]. Ein GrofR3teil der PAR scheint demnach standig in endosomalen Vesikeln
einsatzbereit in der Zelle gelagert zu werden, wahrend nur ein Bruchteil der
Rezeptoren membranstandig exprimiert wird. Die Zelle kann somit standig mit
frischen Rezeptoren auf Proteasesignale ihrer Umgebung reagieren. Die Expression
von PAR-1 und PAR-2 auf PANC-1 Zellen wurde bereits 2006 von Wei et al.
beschrieben, und entspricht den hier vorgestellten Daten [330]. Fir HPDE Zellen ist
dies die Erstbeschreibung der Expression von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren.

Auf THP-1 Zellen wurden bereits in diversen Studien indirekt PAR-2 Rezeptoren
mittels selektiver Hexapeptide, blockierender Antikdrper und PAR-2 siRNA durch
Beeinflussung der zytosolischen Ca2+-Spiegel, der Phosphorylierung von ERK1/2,
der Expression entziindungsassoziierter Proteine wie u.a. TNF-a, IL-6 und NF-kB,
nachgewiesen [276-280]. Daher erfolgte keine weitere Féarbung der zytosolisch

lokalisierten Rezeptoren in THP-1 Zellen.

4.3 Einfluss von Ergissen auf Proliferation und Chemosensitivitat von
THP-1 Zellen

Fur diesen Teil der Arbeit wurde der Alamar Blue Assay mit der Zelllinie THP-1
etabliert (Abb. 24). Zunachst wurde die ICso zweier Zytostatika, Carboplatin und

Doxorubicin, an der Zelllinie titriert (Tab. 27). Danach wurde der Einfluss einer
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Supplementierung des Kulturmediums mit 10 % (v/v) Erguss auf das Zellwachstum
und das Ansprechen der THP-1 Zellen auf Zytostatika gemessen. Fur diese
Untersuchungen wurden 60 verschiedene Erglsse eingesetzt und die erhaltenen
Daten anhand Geschlecht (40 weiblich, 20 mannlich), Malignitat (43 maligne, 17
benigne) und Diagnosestellung zum Zeitpunkt der Punktion (17 benigne Ergusse, 19
Lungentumore, 17 gynékologische Tumore, 14 gastroenterologische Tumore)
klassiert und mittels Mann Whitney-U-Test fur zwei unabhangige Stichproben
ausgewertet (Abb. 26-29 und Tab. 28).

Im Mittel (alle 60 Erglisse) resultierte die Supplementierung des Kulturmediums von
THP-1 Zellen mit Ergussen verschiedener Genese nach Behandlung mit und ohne
Carboplatin oder Doxorubicin in einer erniedrigten Zellzahl gegentber der Kontrolle
ohne Erguss Zytostatika (Tab. 28, Abb. 26-29). Das bedeutet auch ein verbessertes
Ansprechen auf die Zytostatika. Die Ansétze enthielten runde ein Viertel weniger
Zellen gegenuber den ergussfreien Kontrollansatzen. Die auffalligste Hemmung des
Zellwachstums zeigten Ergisse von Patientinnen mit gynékologischen
Tumorerkrankungen. Auffallig waren dem gegenuber auch die deutlichen
induzierenden Effekte einiger Erglsse auf das Zellwachstum sowie auf das
Ansprechen der THP-1 Zellen auf Carboplatin und Doxorubicin, die sich in einer bis
zu 2,5-fach hdheren Zellzahl verglichen mit der ergussfreien Kontrolle zeigten. Diese
Effekte konnten durch Klassierung nach Diagnose zum Punktionszeitpunkt einigen
Erglissen gastroenterologischer Tumoren weiblicher Patientinnen, benignen
Ergissen weiblicher Patientinnen sowie einem gynakologischen Erguss
zugeschrieben werden. Ergisse mannlicher Patienten zeigten dagegen mehr einen

inhibierenden Einfluss auf das Zellwachstum.

Puiffe et al. (2007) untersuchten den Einfluss einer Supplementierung von 5 %
malignem Ascites auf die Proliferation der Ovarialkarzinomzelllinie OV-90. Nur zwei
der 10 ausgewahlten Ergusse fuhrten Gber 24 bzw. 48 Stunden zu einer signifikant
reduzierten Zellzahl gegenuber der Kontrolle mit 5 % (v/v) FCS [331]. Braun et al.
(2002) konnten im *H-Thymidin-Assay eine sowohl autolog als auch heterolog
gesteigerte Proliferation in Endometriumzellen aus eutopischem und ektopischem
Endometrium von Patientinnen mit Endometriose durch Supplementierung des
Kulturmediums mit autologem oder heterologem Ascites nachweisen [332]. Der
Effekt konnte aber durch eine Co-Inkubation mit dem rekombinanten, loslichen

TNFa-Rezeptor Etanercept als TNFa-vermittelt nachgewiesen werden. Rehnberg et
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al. konnten 2007 eine gesenkte Proliferationsrate von Mesothelzellen aus malignen
Erglissen gegeniber Mesothelzellen aus benignen Erglssen beobachten [333].
DarUber hinaus sind die Hemmung des Zellwachstums zugunsten einer erhdhten
Migrationsfahigkeit und Chemoresistenz typische Effekte von TGF-B1, der von
Ceyhan et al. 2003 in malignen Ergissen nachgewiesen wurde [134, 334]. Blume
konnte 2010 erhdhte Konzentrationen TGF-B1 in denjenigen malignen Erglssen
messen, die teilweise mit den hier verwendeten Ergissen identisch sind [223]. Der
hemmende Effekt dieser Ergisse auf das Zellwachstum konnte also durch das
antiproliferativ wirkende TGF-B1 vermittelt sein. Im Fall der gynékologischen Erglsse
ist auch ein antiproliferativ wirkendes Hormon wie Gonadotropin releasing hormone
Typ I (GnRH 1) oder 17B-Estradiol im Erguss denkbar, was die starkere
Hemmwirkung auf das Zellwachstum durch Erglisse weiblicher Patientinnen erklart.
Fir beide Hormone liegen Daten zu einem ausgepragten antiproliferativen Effekt auf
Tumorzellen vor [335, 336]. Ostrogenrezeptoren wurden bereits neben
Progesteronrezeptoren auf Tumorzellen aus malignen Ergiissen von Patientinnen mit
Brustkrebs nachgewiesen, was dem Hormonstatus der jeweiligen Primartumore
entspricht [337].

Die beobachteten Effekte einer Supplementierung des Kulturmediums von THP-1
Zellen mit 10 % (v/v) Erguss decken sich tendenziell mit der Literatur, auch wenn
dort andere Zelllinien verwendet wurden. Eine Untersuchung der Erglsse beziglich
des Gehalts der antiproliferativ wirkenden Faktoren TGF-B1, TNFa, GnRH Il oder

17B-Estradiol kdnnte helfen die beobachteten Effekte weiter aufzuklaren.

Weitere mdgliche antiproliferative Faktoren im Erguss kdnnten auch die im Rahmen
dieser Arbeit im Erguss bestimmten Gerinnungsfaktoren Fll und FX sein. Um einen
moglichen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Supplementierung des
Kulturmediums mit Erguss und der bereits vorher mittels TPZ in den Ergissen
nachgewiesenen Gerinnungsprotease FIl aufzudecken, wurden die Daten der FlI
Aktivitdt im Erguss mit dem Einfluss derselben Erglsse auf das Zellwachstum
korreliert. Dies war fur 29 Ergusse mdoglich. FII Aktivitaten im Erguss ab ca. 0,3 U/ml
korrelierten mit einer reduzierten Zellzahl unbehandelter Zellen sowie mit Carboplatin
behandelter THP-1 Zellen, was ein verbessertes Ansprechen auf Carboplatin
bedeuten kann (Abb. 30 und 31). Fur Doxorubicin behandelte Zellen existierte kein
aktivitatsabhangiger Zusammenhang zwischen der FIl Aktivitdt im Erguss und dem

Zellwachstum (Abb. 32). In der Literatur existieren keine vergleichbaren Studien zum
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modulierenden Effekt einer Supplementierung des Kulturmediums von Tumorzellen
mit Ergussflissigkeit auf das Ansprechen der Zellen auf Zytostatika. Daten zum
Zusammenhang zwischen Chemoresistenz und Erguss liegen lediglich zu l6slichen
Faktoren in Ergissen oder membranstandigen Faktoren auf Tumorzellen aus
Erglssen vor. So geht beispielsweise eine Chemoresistenz bei fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom mit einer erhohten Expression von Klasse Il B-Tubulin auf den
Tumorzellen im Erguss dieser Patientinnen einher [302]. Es liegen aber keine
Publikationen zur Erklarung des in dieser Arbeit beobachteten Effekts einer
Supplementierung des Kulturmediums mit Ergissen auf das Ansprechen auf
Zytostatika vor. Da die Ergusse keine Unterschiede im FX-Gehalt aufwiesen, konnte

keine Korrelation beobachtet werden.

Der Effekt einer Supplementierung von THP-1 Zellen mit Ergissen auf das Ansprechen
auf Carboplatin und Doxorubicin korreliert dariber hinaus mit dem Einfluss derselben
Ergusse auf das Zellwachstum. Ein Einfluss der Ergusse auf die Chemosensitivitat der
THP-1 Zellen unabhangig von der Teilungsrate scheint damit unwahrscheinlich. Eher
konnte dies der schon weiter oben erwéhnte Effekt von Zellwachstum inhibierenden
Zytokinen im Erguss wie z.B. TGF-B1l sein. In den Erglssen konnten sich auch
Arzneistoffreste der aktuellen Therapien der Patienten befinden, die ebenfalls einen
Effekt auf das Zellwachstum haben konnten. Fir Tumorpatienten kommen hier
beispielsweise Zytostatika, Immunsuppressiva oder Analgetika in Frage. Dieser
Ansatz kann aber kaum die sehr ahnlichen Effekte der benignen und malignen
Erglisse mannlicher Patienten erklaren, in denen sich dann auch Ruckstande
unterschiedlicher Arzneistoffe finden mussten, die unterschiedliche Effekte auf das
Zellwachstum zeigen wirden. Daher bleibt dieser Ansatz ohne weitere Untersuchung
der Ergusse auf Arzneistoffrickstande eine Vermutung. Weiterhin sind die
klassierten Daten vorsichtig zu werten, da die Fallzahlen innerhalb der einzelnen
Klassen eher gering sind. Eine weitere Suche nach der Einflussgrof3e in den stark

antiproliferativ wirkenden gynakologischen Erglissen wére interessant.

Zusammenfassend korreliert die Aktivitdt von FII im Erguss mit dem verminderten
Zellwachstum und dem verbesserten Ansprechen der Zellen auf Carboplatin durch
Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit den Ergussen. Fraglich
ist jedoch weiterhin, ob die hier beobachteten Effekte den Einfluss der
Gerinnungsfaktoren auf das Zellwachstum der THP-1 Zellen wiederspiegeln, oder ob

tatsachlich in die Wirkmechanismen der Zytostatika eingegriffen wird, und somit eine
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Chemosensitivierung erzielt wird. Aul3erdem stellt sich die Frage nach weiteren
Faktoren wie Zytokinen oder Arzneistoffrickstanden im Erguss, die Teil der
gemessenen Effekte sein kénnten. Um dieser Fragestellung hinsichtlich der tber
PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren vermittelten Effekte nachzugehen, wurden weitere
Studien an THP-1 und PANC-1 Zellen mit PAR-Agonisten durchgefuhrt.

4.4 Einfluss von Flla, FXa und PAR-Agonisten auf die Proliferation und
Chemosensitivitat von PANC-1 und THP-1 Zellen

Zur Uberpriifung eines Zellwachstum inhibierenden Effektes von Flla und FXa sowie
eines Einflusses der beiden Gerinnungsfaktoren auf die Sensitivitat von Zellen
gegenuber Zytostatika wurden THP-1 und PANC-1 Zellen ohne und mit Carboplatin
oder Doxorubicin (je ICsp) behandelt und der Einfluss einer Inkubation mit bis zu 10
U/ml Flla oder FXa gemessen (Tab. 29). Um zwischen einer Wirkung tber PAR-1
oder PAR-2 Rezeptoren diskriminieren zu kénnen, wurden auf3erdem die selektiven
PAR-Agonisten SFLLRN (PAR-1) und SLIGKV (PAR-2) je bis zu 100 pM eingesetzt.
Bei der Durchfuhrung dieses Versuches fiel auf, dass sich die in Kapitel 3.2.4.2
bestimmte ICso der Zytostatika mit jeder weiteren Passagierung der Zellen anderte, so
dass die Kontrollwerte teilweise vom titrierten 50 %-Wert (bezogen auf die
zytostatikumfreie Kontrolle) abwichen (22 bis 82 % der Kontrolle).

Die eingesetzten Stimulantien Flla und FXa hatten keinen Einfluss auf das Zellwachstum
bzw. das Ansprechen der PANC-1 Zellen auf Doxorubicin. SFLLRN und SLIGKYV fiihrten
in PANC-1 Zellen zu einer nicht signifikanten konzentrationsabhangigen Chemoresistenz
gegenuber Doxorubicin sowie einem reduzierten Zellwachstum. Dagegen berichten
Shimamoto et al. (2004) von einer signifikant gesteigerten Proliferation nach Stimulation
von PANC-1 Zellen mit 33 oder 66 UM SLIGKV, wogegen SFLLRN diesen Effekt nicht
zeigte [338]. Tendenziell kann im Rahmen dieser Arbeit mit ahnlichen Konzentrationen
SFLLRN und SLIGKV eher das Gegenteil beobachtet werden. Daten zum Einfluss der
eingesetzten PAR-Agonisten auf die Chemosensitivitat von PANC-1 Zellen finden sich in

der Literatur nicht.

In THP-1 Zellen fuhrte eine Stimulation mit hoheren Aktivitdten Flla zu einer nicht
signifikanten Hemmung des Zellwachstums, was sich im Grundsatz mit der Literatur
deckt: Dort zeigen Schiller et al. (2002) mittels Alamar Blue Assay eine Reduktion
der Zellzahl durch 72-stiindige Inkubation mit Flla-Aktivitaten tber 1,8 U/ml an HL-60
Zellen, allerdings auch einen proliferativen Effekt von Aktivitaten bis 1,8 U/ml [134].
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Durch Stimulation der PAR-2 Rezeptoren der THP-1 Zellen durch Inkubation mit FXa
und SLIGKYV konnte dosisabhangig ebenfalls ein leicht antiproliferativer Effekt erzielt

werden, der aber nicht signifikant war.

Die Stimulation von Carboplatin behandelten THP-1 Zellen mit 0,1-10 U/ml Flla
fuhrte konzentrationsabhéngig zu einer signifikant anderthalbfach hoheren Zellzahl
gegenuber der unbehandelten Kontrolle, die durch Stimulation der Zellen mit dem
PAR-1 Agonisten SFLLRN nicht erzielt werden konnte. Die Stimulation von THP-1
Zellen mit Flla fuhrte unter Behandlung mit Doxorubicin ebenfalls zu einer deutlich
erhohten Zellzahl gegenliber der unbehandelten Kontrolle, jedoch fuhrte hier neben
0,1-5 U/ml Flla auch die Stimulation mit 0,1-100 uM PAR-1 Agonist SFLLRN bzw.
PAR-2 Agonist SLIGKV zu einer signifikant gesteigerten Zellzahl gegentuber der
unbehandelten Kontrolle. Da die Zellzahlen von THP-1 Zellen in zytostatikumfreien
Anséatzen unter dem Einfluss von Flla, SFLLRN und SLIGKV konzentrationsabhangig
konstant blieben oder nur leicht sanken, wahrend die Stimulationen bei Carboplatin
oder Doxorubicin behandelten Ansatzen zu gesteigerten Zellzahlen fiihrten, konnte
hier eine Resistenzinduktion in THP-1 Zellen durch Flla, SFLLRN und SLIGKV
zugrunde liegen. Es kdnnte aber auch eine Selektion resistenter Zellen stattgefunden
haben. Weitere Experimente zum Mechanismus der Wirkung von PAR-Agonisten auf

die Proliferation konnten hier Klarheit schaffen.

Die Stimulation mit FXa hatte keinen signifikanten Einfluss auf beide Zelllinien, fihrte
aber in unbehandelten THP-1 Zellen zu einer im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle nicht signifikant niedrigeren Zellzahl.

Der hemmende Einfluss von Flla, FXa und SLIGKV auf das Zellwachstum von
THP-1 Zellen sowie das tendenziell leicht verbesserte Ansprechen der Zellen auf
Carboplatin durch Inkubation mit SFLLRN &hnelt dem gemittelten Einfluss einer
Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit Ergussfluid (vgl. Kap.
3.2.4.3). Denkbar ware hier auch eine Vermittlung dieser Effekte der Ergtisse durch
Aktivierung von membranstédndigen PAR-1 oder PAR-2 Rezeptoren. Allerdings
konnten diese Effekte auch durch das im Erguss nachgewiesene, bevorzugt anti-
mitogen wirkende TGF-B1 sowie weitere Zytokine induziert werden oder zumindest

Uberlagert werden.

Die unterschiedlichen Effekte der Gerinnungsfaktoren und Agonisten kénnen Uber
die Signaltransduktion von PAR Rezeptoren erklart werden. Aktivierte PAR-1 und

PAR-2 binden besonders an multiple heterotrimere G-Proteine wie G;, G4 und G113,
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welche unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden anstof3en und somit zu
unterschiedliche Effekten fuhren [189, 190]. Synthetische Hexapeptide wie SFLLRN
und SLIGKV kénnen die Rezeptoren unabhangig von einer proteolytische Freilegung
des agonistischen Liganden aktivieren, induzieren dann aber auch andere
Zellantworten: Eine proteolytische Aktivierung von PAR-1 auf Endothelzellen
resultiert beispielsweise bevorzugt in der Rekrutierung von Gippz und einer
Permeabilisierung der Endothelbarriere, wahrend synthetische Peptide hier eher

einen G4 abhangigen Ca’*-Einstrom vermitteln [201, 202].

Ein weiterer Erklarungsansatz fir unterschiedliche Effekte der Gerinnungsfaktoren
und Ergusse auf gleiche Zelllinien ist die Selektivitat der proteatischen sowie
hexapeptidischen PAR-Agonisten. So aktiviert Flla nicht nur PAR-1 Rezeptoren,
sondern auch PAR-3 und PAR-4 Rezeptoren, die ebenfalls zellbiologische
EinflussgréRen darstellen und Teil des gesamten gemessenen Effektes sein kénnten
[180, 200]. Extrazellulare Mutationen des PAR-1 Rezeptors flihren dartber hinaus zu
einer gegenuber dem PAR-1 Wildtyp verdnderten Signaltransduktion, die in
veranderten zellbiologischen Effekten resultiert [201]. FXa aktiviert bevorzugt PAR-1
und PAR-2 und kann auch im TF-FVlla-FXa-Komplex vorkommen, der sich durchaus
auch mittels der Gerinnungsfaktoren im Erguss oder im FCS bilden kénnte, und
vermittelt so wie oben beschrieben andere Signale als der freie FXa. SFLLRN ist
daruber hinaus als PAR-1 selektiv beschrieben, besitzt aber durchaus agonistische
Aktivitat am PAR-2 Rezeptor [339, 340].

In der Literatur finden sich kaum Angaben Uber eine Resistenzinduktion durch
Gerinnungsfaktoren. Im Rahmen einer Internetrecherche in der Meta-Datenbank
Pubmed der National Institutes of Health (NIH, Bethesda MD, US; www.pubmed.gov)
zu verschiedenen Schlagworten wie Dbeispielsweise ,Thrombin® ,Factor Xa“
~SFLLRNY ,SLIGKVY ,PAR-1% ,PAR-2% ,Thrombin receptor®, ,Coagulation“ oder
,Coagulation factors” kombiniert mit den Schlagworten ,Drug resistance, neoplasm®,
,Drug resistance, multiple“, ,Multidrug resistance-associated proteins®, ,Carboplatin®
oder ,Doxorubicin“ fanden sich keine relevanten Publikationen zum Thema.
Trotzdem ist ein gerinnungsassoziiertes Resistenzphdnomen fir Carboplatin
bekannt. Carboplatin zeigt eine Proteinbindung an Fibrinogen bei physiologischen
Fibrinogenspiegeln, wodurch nach Aktivierung des Gerinnungssystem z.B. mit Flla
das Carboplatin in einem Fibrinnetzwerk eingeschlossen wird und die Zellen nicht

mehr vollstdndig erreichen kann [341]. Dieser zellunabhéangige Effekt kann die
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Ergebnisse der oben diskutierten Versuche dieser Arbeit nur erklaren, wenn die
verwendeten Zelllinien unterschiedliche Effekte auf den Fibrinogenspiegel im Well
haben, was vermutlich nicht der Fall ist. Da die mittels Koagulometrie untersuchten
Fibrinogenspiegel der Erglisse kaum variierten, wird der unterschiedliche Effekt der
Erglsse auf die Zellzahl der THP-1 Zellen ebenfalls nicht hierin begrindet sein.
Weiterhin korreliert eine gesteigerte Expression von Cyclooxygenase-2 (COX-2) in
Tumorgewebe von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkrebs mit einer
Resistenz gegen Platinverbindungen [342]. Flla sowie SFLLRN induzieren PAR-1
vermittelt eine gesteigerte COX-2 Expression, was eine mogliche Erklarung fur die
beobachteten Resistenzph&dnomene darstellt [343, 344]. Eine TF/FVlla induzierte
Aktivierung von BCL-2 in Neuroblastomzellen stellt den einzigen publizierten
gerinnungsabhangigen  Resistenzmechanismus maligner Zellen gegenuber
Doxorubicin dar [345]. Eine Inkubation von U937 (hystiozytische Lymphomzelllinie)
und 1301 (akute lymphoblastoide Leukamiezelllinie) Zellen tber 24 bis 30 Stunden
mit 0,3 U/ml Flla fihrt zu einem Anstieg der BCL-2-Expression [150]. Ob diese
Mechanismen in THP-1 Zellen dem verminderten Ansprechen auf Carboplatin und

Doxorubicin zugrunde liegen, bleibt zu Gberprifen.

Zusammenfassend fuhrte eine Stimulation mit proteatischen und synthetischen
PAR-1 und PAR-2 Agonisten im Alamar Blue Assay zu keiner signifikanten Anderung
der Zellzahl von PANC-1 Zellen. Hohe Aktivitaten Flla hemmten das Zellwachstum
und vermittelten eine ausgepragte Resistenz gegentber Carboplatin und Doxorubicin
in THP-1 Zellen, die in Doxorubicin behandelten Zellen ebenfalls mit beiden PAR-
Agonisten erzielt werden konnte. FXa fuihrte zu einem nicht signifikant verbesserten
Ansprechen der THP-1 Zellen auf Doxorubicin, was in einer gehemmten Proliferation
begriindet zu sein scheint. Die Daten entsprechen teilweise der Literatur, die fur Flla
konzentrationsabhangige induzierende Effekte auf Zellwachstum und Resistenz
belegt [134].

Die ausbleibenden Effekte der Stimulation von PANC-1 Zellen mit SLIGKV
widersprachen den Angaben der Literatur. Iwaki et al. konnten 2008 nach 48-stindiger
Stimulation von serumstarvierten PANC-1 Zellen mit 1-100 pM SLIGKV eine
konzentrationsabhéngige um das Zweifache gesteigerte Zellzahl mittels des Tetrazolium-
basierten WST-1 Assays detektieren [346]. Um die im Alamar Blue Assay erhobenen

Befunde zu uberprifen und den Einfluss einer Stimulation mit den eingesetzten PAR-
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Agonisten zu validieren, wurde der ebenfalls Tetrazolium basierte MTS-Assay mit
PANC-1 Zellen durchgefihrt.

Es wurde der Einfluss von Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV sowie TGF-f1, einem
bekannten Proliferationshemmer als Positivkontrolle, auf die Proliferation von
PANC-1 Zellen im MTS-Assay untersucht (Abb. 36). Die PAR-1 und PAR-2
aktivierenden Proteasen und Peptide hatten in den Konzentrationen wie im Alamar
Blue Assay nach 48-stindiger Inkubation keinen Effekt auf das Zellwachstum der
PANC-1 Zellen. Die von lwaki et al. (2008) publizierte Proliferationssteigerung der
Zellen durch Stimulation mit 100 uM PAR-2 Agonist SLIGKV konnte folglich nicht
bestatigt werden. Allerdings konnte SLIGKV in einer héheren Konzentration als im
Alamar Blue Assay (300 puM) das Zellwachstum signifikant um 16 % hemmen (84 %
d. Kontrolle), was dem Ausmalfd nach Inkubation mit 10 ng/ml TGF-B1 entsprach
(85 % d. Kontrolle). Eine Proliferationshemmung durch TGF-B1 zugunsten erhéhter
Motilitat ist bekannt [334, 346, 347]. Der PAR-2 Agonist SLIGKV induziert je nach
Zellsystem unterschiedliche Effekte, so kann in Brustkrebszellen eine gesteigerte
Migration beobachtet werden, wahrend in anderen Tumorzellen auch die Proliferation
induziert werden kann [348-350]. Alle weiteren PAR-Agonisten fuhrten im MTS-Assay

zu einem Ergebnis, welches dem des Alamar Blue Assays &hnlich war.

In den Ergussen wurden aktivierte Gerinnungsfaktoren nachgewiesen sowie ein
negativer Einfluss der Ergusse auf das Zellwachstum von THP-1 Zellen gezeigt. Im
Weiteren wurde untersucht, ob eine Hemmung der im Erguss enthaltenen Aktivitaten
von Flla und FXa mit Antikoagulantien einen Einfluss auf die Proliferation von
Tumorzellen hat. Die Supplementierung von PANC-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss
zeigte im MTS-Assay das schon im Alamar Blue Assay an THP-1 Zellen gemessene
um 20-25 % reduzierte Zellwachstum (vgl. Tab. 28 und Abb. 37). Durch Einsatz von
32 ATU des Flla-Inhibitors Lepirudin liel3 sich fur einen von zehn Erglissen eine
signifikant gesenkte Zellzahl detektieren. Die restlichen Ansatze zeigten wie beim
Einsatz von 0,5 pM des FXa-Inhibitors Rivaroxaban keinen signifikanten Einfluss auf
das Zellwachstum.

Die im Erguss enthaltenen Gerinnungsfaktoren Flla und FXa haben somit keinen
wesentlichen Einfluss auf die Proliferation der PANC-1 Zellen. Da die Zellzahl durch
Supplementierung mit 10 % (v/v) Erguss im Mittel aber um 16 % gegenuber der

unbehandelten Kontrolle gesenkt war, sind antiproliferative Effekte durch andere
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Faktoren im Erguss wie TGF-B1 denkbar. TGF-f1 wurde bereits in verschiedenen
Studien im Erguss nachgewiesen [223, 334].

Maligne und benigne Ergisse zeigten im Alamar Blue Assay einen
wachstumshemmenden Effekt auf unbehandelte oder mit Zytostatikum behandelte
THP-1 Zellen, der sich im Ausmald vergleichbar auch an PANC-1 Zellen im MTS-
Assay beobachten liel3. Die PAR-Agonisten Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV konnten
in beiden Testsystemen nicht eindeutig als verantwortliche Faktoren fir diesen
wachstumshemmenden Effekt identifiziert werden, zeigten aber tendenziell einen
leicht hemmenden Einfluss auf das Wachstum von PANC-1 und THP-1 Zellen. Eine
PAR-Aktivierung mit den Agonisten Flla, SFLLRN und SLIGKV fihrte in THP-1
Zellen zu einer Chemoresistenz, wogegen FXa in THP-1 Zellen kaum einen Effekt
vermittelte. Die PAR-Agonisten hatten keinen Einfluss auf das Ansprechen der

PANC-1 Zellen auf Carboplatin und Doxorubicin.

4.5 Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV aktivieren PAR-1/2 Rezeptoren

Wie bereits in verschiedenen Studien beschrieben fiihrt eine Aktivierung von PAR-1
mit Flla oder SFLLRN sowie von PAR-2 mit FXa oder SLIGKV zu einem Anstieg der
Phosphorylierung von ERK1/2 (pERK) [351-353]. Fir HPDE und PANC-1 Zellen
konnte gegenuber einer unbehandelten Kontrolle eine Induktion von pERK1/2 nach
Stimulation mit Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV nachgewiesen werden (Abb. 38), die
sich durch Vorinkubation der Zellen mit dem nierdermolekularen ERK-Inhibitor
PD98056 hemmen lie3. In beiden Zelllinien flhrte eine Stimulation mit den
genannten PAR-Agonisten also zur Aktivierung von PAR-Signalwegen.

Die Aktivierung von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren auf THP-1 Zellen ist bereits in der
Literatur bekannt. Kang et al. konnten 2005 fir THP-1 Zellen die Aktivierung von
PAR-2 Rezeptoren mit Trypsin an einer gesteigerten ERK-Phosphorylierung zeigen,
die sich mit dem ERK-Inhibitor PD98059 hemmen liel3 [354]. Zheng et al. (2007)
konnten ebenfalls eine Aktivierung von PAR-1 in THP-1 Zellen mittels Flla nur
indirekt nachweisen [355].
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4.6 Flla, FXa, PAR-Agonisten und Erguss fihren in HPDE und PANC-1

Zellen zu EMT-a&hnliche Veranderungen

Die epitheliale-mesenchymale Transition ist ein wichtiger Promotor der
Tumorigenese und beschreibt den Ubergang basal-apikal polarisierter, epithelialer
Gewebe zu fibroblastoiden, motilen und individuellen mesenchymalen Strukturen. Im
Folgenden konnen Zellen den Gewebeverband verlassen und andere Gewebe
infiltrieren. Dieser Ubergang ist u.a. gekennzeichnet durch den Verlust des
epithelialen Markerproteins E-Cadherin, das besonders Zell-Zell-Kontakte ausbildet,
und damit fur die epitheliale Integritdt und Barrierefunktion sorgt. Im Gegenzug
werden verstarkt mesenchymale Marker wie N-Cadherin, Vimentin, LLCAM, Slug
und Snail induziert, die mit einer Anderung der Morphologie, Proliferation und
Migrationsfahigkeit einhergehen [82-84].

Zur Untersuchung von EMT-assoziierten Veranderungen in Zelllinien bietet sich der
Vergleich zwischen der pankreatischen, nicht tumorigenen, epithelialen, pra-EMT
Zellinie HPDE mit der Pankreaskarzinomzelllinie PANC-1 an, die deutliche
mesenchymale Charakteristika (erhéhte Expression von Vimentin, N-Cadherin, LLICAM,
gesenkte Expression von E-Cadherin) aufweist [284, 285, 356]. Laut Literatur kdnnen
Agonisten an PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren, wie Flla, FXa, SFLLRN oder SLIGKV die
Migrationsfahigkeit hemmen, aber auch induzieren [158, 159, 174, 175, 177, 219, 220,
357, 358]. Daher wurde untersucht, ob die verwendeten PAR-Agonisten einen
Einfluss auf die EMT und somit das Migrationsverhalten von HPDE und PANC-1

Zellen haben.

4.6.1 Stimulation von PANC-1 Zellen mit PAR-Agonisten fuhrt zu einer
spindelformigen Morphologie und einem verénderten
Migrationsverhalten

Bei der mikroskopischen Begutachtung mit PAR-Agonisten stimulierter PANC-1
Zellen fiel immer wieder eine Anderung der Morphologie vom prismatischen zum
spindelfdrmigen Phanotyp auf, die zu einem veré&nderten Migrationsverhalten der
Zellen fihrten. Um zu quantifizieren, ob die spindelférmige Morphologie eine
gesteigerte Migration der Zellen nach sich zieht, wurde mittels Petrischalen-
Zellkultureinsatzen aus Silikon ein zellfreier Spalt zwischen zwei Wachstumsfronten
geschaffen. Zeitabhangig konnten Zellen durch Proliferation (runde, prismatische Zellen,

die im Zellverband liegen) oder durch Migration (einzelne, spindelférmige Zellen) in den
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zellfreien Spalt eindringen, und dort mikroskopisch beobachtet werden. Die
mikroskopischen Aufnahmen wurden anschlie3end hinsichtlich der Proliferationsfront,
Zellmorphologie und migrierter Zellen bewertet.

Mit 10 % (v/v) FCS stimulierte PANC-1 Zellen (normale Kulturbedingungen) zeigten
nach 24 Stunden zwei deutlich ausgepragte, sich geschlossen aufeinander zu
bewegende Proliferationsfronten mit definierten Zell-Zell-Kontakten und einer
prismatischen  Morphologie der Zellen (Abb. 39). Die unbehandelten,
serumstarvierten PANC-1 Zellen zeigten dagegen zum gleichen Zeitpunkt eine
deutlich zurick gebliebene, unruhige Zellfront, aus der etliche Einzelzellen mit
fibroblastoider Morphologie heraus migriert waren und teilweise Stressfasern
ausgebildet hatten, wahrend der Groliteil des Spaltes weiterhin zellfrei blieb. Die
Supplementierung serumstarvierter Zellen mit 10 ng/ml des als Positivkontrolle
eingesetzten EMT-Induktors TGF-B1 zeigte gegenuber den anderen Ansatzen die am
starksten ausgepragte spindelférmige bis fadig ausgezogene Morphologie der Zellen, die
mit den meisten migrierten Zellen auf dem Foto sowie einer scharfen, an den Bildrandern
zurlickgebliebenen Proliferationsfront einherging. Diese Daten bestatigen die Ergebnisse
von Jungert et al. (2007) [359]. Im Vergleich zu unbehandelten, serumstarvierten
Ansatzen fuhrte die Stimulation mit 1 U/ml Flla, 1 U/ml FXa, 100 yM SFLLRN, 100 yM
SLIGKV oder 10 % (v/v) Erguss 860 zu einer verstarkten Migration sowie deutlicher
ausgepragten morphologischen Anderungen hin zur Spindelform der tberwiegend
vereinzelt liegenden Zellen, erreichte aber nicht das Ausmafld von TGF-B1. Fur einen
Vergleich der Anderung im Migrationsverhalten durch die Stimulation sollten die
migrierten Zellen quantifiziert werden. Die Schwierigkeit dabei lag in der
Unterscheidung zwischen der Proliferationsfront und den migrierten Zellen, so dass
diese Methode nur fir die Bildgebung eingesetzt werden konnte.

Um die morphologische Anderung und das veranderte Migrationsvermogen weiter zu
untersuchen, wurde ein Transwell-Migrationsassay zur Quantifizierung der Migration

durchgefihrt.

4.6.2 Einfluss von PAR-Agonisten auf das Migrationsverhalten von HPDE und
PANC-1 Zellen

Fur Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV konnte bereits in verschiedenen Tumorzelllinien
ein Einfluss auf die Migrationsfahigkeit beschrieben werden [158, 159, 174, 175, 177,
219, 220, 357, 358]. Je nach verwendeter Zelllinie wurden den PAR-Agonisten dabei
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inhibierende oder induzierende Effekte nachgewiesen. Um das in Kapitel 3.2.6 an
PANC-1 Zellen beobachtete verdnderte Migrationsverhalten zu quantifizieren,
wurden die Migrationsraten von PANC-1 sowie HPDE Zellen im Transwell-
Migrationsassay hach Stimulation mit PAR-Agonisten sowie TGF-f1 als

Positivkontrolle bestimmt.

HPDE Zellen, die fur 24 Stunden mit SFLLRN, SLIGKV oder Erguss 670 stimuliert
worden waren, zeigten eine erh6hte Migrationsrate im Ausmalf? leicht hoher als nach
Stimulation mit TGF-B1 (Abb. 41). Die Inkubation von HPDE Zellen mit Flla, FXa
sowie Erguss 660 und 688 hatte keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten der

Zellen.

PANC-1 Zellen, die mit Flla, FXa oder SLIGKV stimuliert wurden, zeigten eine
signifikant beinahe so hohe Migrationsrate wie mit TGF-B1 stimulierte Zellen
(Abb. 42). Eine Stimulation der Zellen mit SFLLRN fuhrte zu einer ebenso hohen
Migrationsrate, das Ergebnis war aber nicht signifikant. Die Ergusse 660, 670 und

688 blieben ohne Einfluss auf die Migrationsrate von PANC-1 Zellen.

Diese Daten deuten zusammen mit den morphologischen Anderungen und dem
leicht gehemmten Zellwachstum durch Stimulation mit PAR-Agonisten auf eine EMT
durch Aktivierung von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren hin. Studien belegen, dass eine
Aktivierung von PAR-1 in M&ausen mittels Plasmin bzw. Plasminogen zur EMT fihrt,
die mit dem Verlust von E-Cadherin zugunsten von mesenchymalen Marken (u.a. a-
SMA) einhergeht [360]. Im Alveolarepithel von Mausen sowie einer humanen
Alveolarepithel-Tumorzelllinie wurde ebenfalls eine EMT-assoziierte Veranderung
beschrieben, allerdings vermittelt tber PAR-4 [361]. Fur PAR-2 liegen bisher keine
Daten in diesem Zusammenhang vor. Durch Stimulation von HPDE Zellen mit PAR-
Agonisten und Erguss 670 (Reizerguss) kam es ebenfalls zur Induktion einer
spindelférmigen  Morphologie, die sich in einer erh6hten Migrationsrate

wiederspiegelte.

Um diesen Hinweis auf eine PAR-1/2 vermittelte EMT in HPDE und PANC-1 Zellen
nachzugehen, wurde zunéchst auf transkriptionelle Anderungen in EMT-assoziierten

Markerproteinen nach Stimulation mit PAR-Agonisten untersucht.
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4.6.3 Das erhohte Migrationsverhalten von HPDE und PANC-1 Zellen nach
Stimulation mit PAR-Agonisten beruht nicht auf einer veranderten

Expression EMT-assoziierter Proteine

Der Verlust von epithelialem E-Cadherin kann ein erstes Anzeichen einer
einsetzenden EMT sein, die mit einer gesteigerten Expression mesenchymaler
Marker wie N-Cadherin und Vimentin sowie EMT-assoziiertem L1CAM einhergeht. In
die Regulation dieser Proteine sind die Transkriptionsfaktoren Slug und Snalil
involviert, die bei der EMT (beispielsweise durch TGF-B1 induziert) Uberexprimiert
werden [92, 362]. In den untersuchten Zelllinien HPDE und PANC-1 wurden
Anderungen in der Expression der genannten EMT-Marker mittels Realtime-PCR
Uberpruft. Dafir wurden die serumstarvierten Zellen tGber 24, 48 und 72 Stunden mit
Flla, FXa, SFLLRN, SLIGKV und TGF-B1 stimuliert, die mRNA isoliert und nach
reverser Transkription quantifiziert. Als Kontrollgen diente das housekeeping-gene
TBP.

In den nicht tumorigenen HPDE Zellen fuhrte die Stimulation mit TGF-B1 nicht zu
einer Anderung der E-Cadherin Expression, jedoch zu einer Induktion von Vimentin,
N-Cadherin, LLCAM, Slug und Snail (Abb. 43, 44), wie bereits von Geismann et al.
(2009) beschrieben [287]. DarlUber hinaus hatten die PAR-Agonisten Flla, FXa,
SFLLRN und SLIGKV keinen Einfluss auf die Expression von E-Cadherin, N-
Cadherin, Vimentin, LLCAM, Slug und Snail.

In PANC-1 Zellen fuhrte die Stimulation mit TGF-B1 zeitabhangig zur einer EMT-
typischen Abnahme der E-Cadherin Expression sowie einer deutlichen Induktion von
N-Cadherin, Vimentin, Slug und Snail (Abb. 45, 46). Die Expression von L1CAM
sank leicht nach 48 bis 72 Stunden. Wie in den HPDE Zellen hatten die PAR-
Agonisten hingegen keinen Effekt auf die Expression von E-Cadherin, Vimentin, N-
Cadherin, Slug und Snail. Die Expression von LICAM zeigte sich nach 24 Stunden
nicht signifikant erhdéht, und sank dann zeitabhangig auf den Ausgangswert ab.

Insgesamt liel3 sich feststellen, dass die eingesetzten PAR-1 und PAR-2 Agonisten
keinen transkriptionellen Einfluss auf die Expression der untersuchten epithelialen
und mesenchymalen Marker in PANC-1 und HDPE Zellen hatten. Die Daten
beziuglich der Stimulation von PANC-1 Zellen mit TGF-B1 decken sich mit der
Literatur [359, 363, 364].

Zusammenfassend sprechen die erhobenen Daten kaum flr eine transkriptionell
bedingte  Expressionsanderung  von  epithelialen und  mesenchymalen
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Markerproteinen in HPDE und PANC-1 Zellen durch Stimulation mit den PAR-
Agonisten Flla, FXa, SFLLRN und SLIGKV. Daher wurde untersucht, ob die PAR-
Agonisten einen Einfluss auf die zellulare Lokalisation von E-Cadherin in HPDE und
PANC-1 Zellen haben.

4.6.4 PAR-Agonisten fuhren zu einer Delokalisierung von E-Cadherin in HPDE
und PANC-1 Zellen

E-Cadherin ist ein wesentlicher Bestandteil von Desmosomen und Adherens
junctions und stabilisiert so Uber Zellkontakte den Zusammenhalt epithelialer
Gewebe [365]. Im Rahmen der EMT kommt es einerseits zu einer transkriptionellen
Expressionsanderung von Markerproteinen und andererseits zu einer Umverteilung
der Proteine in der Zelle. Im Fall von E-Cadherin wird dieses dann nicht mehr
membranstéandig, sondern zytoplasmatisch exprimiert und dort degradiert, was durch
Auflésung von Zell-Zell-Kontakten zu einer Auflockerung des Zellverbandes fihrt
[289]. Da die eingesetzten PAR-Agonisten in HPDE und PANC-1 Zellen keinen
Einfluss auf die transkriptionell regulierte Expression von E-Cadherin zeigten, wurde
im folgenden der Einfluss auf die zellulare Verteilung von E-Cadherin untersucht.
Eine Delokalisierung membranstandigen E-Cadherins ins Zellinnere kénnte der
beobachteten spindelférmigen Morphologie und dem veranderten
Migrationsverhalten zugrunde liegen.

Fur diese Untersuchungen wurden HPDE und PANC-1 Zellen stimuliert,
permeabilisiert und E-Cadherin immunologisch  angefarbt. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop zeigte sich fur unbehandelte HPDE Zellen nach 48 Stunden
eine deutliche Anreicherung des E-Cadherins membranstandig in den gut
erkennbaren Zell-Zell-Kontakten (Abb. 47). Eine vesikulare oder perinukleéare
Lokalisierung des E-Cadherins konnte nicht beobachtet werden. Die Stimulation mit
TGF-B1 als Positivkontrolle fihrte ebenso wie mit PAR-Agonisten zu einer Abnahme
membranstandigen E-Cadherins und einer Zunahme des zytosolischen, vesikularen,
tendenziell perinuklear lokalisierten E-Cadherins. Dies ging einher mit einer nahezu
vollstdndigen Auflosung der Zell-Zell-Kontakte und der Ausbildung von Aktin-
Stressfasern. Der Zellverband zeigte sich aufgelockert, die Zellen hatten weniger
Kontakte untereinander. Mit Flla stimulierte HPDE Zellen zeigten teilweise noch
deutlich markierte Zellkontakte, d. h. membranstandiges E-Cadherin. Eine Inkubation
der HPDE Zellen mit 10 % (v/v) Erguss 660 (Ovarialkarzinom), 670 (Reizerguss)
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oder 688 (Pneumonie) fuhrte zur bereits bei den isolierten Faktoren beobachteten
Delokalisierung des E-Cadherins aus den Zellkontakten und der resultierenden
Auflésung der Zellkontakte. Im Falle der Ergisse 660 und 688 ist zusatzlich eine
ausgepragte Spindelform einiger Zellen zu erkennen. Trotzdem fihrte nur der Erguss
670 zu einer gesteigerten Migrationsrate im Transwell-Migrationsassay (Abb. 41).
Eine Hemmung der Gerinnungsfaktoren Flla und FXa im Erguss mit Lepirudin und

Rivaroxaban kdnnte deren Einfluss in diesem Kontext aufklaren.

Unbehandelte PANC-1 Zellen zeigten eine gleichméalRige Verteilung des E-Cadherins
in der ganzen Zelle, was im Einklang mit dem bereits beschriebenen, hoch-malignen
Phanotyp steht (Abb. 48). Zell-Zell-Kontakte sind vorhanden, fallen aber nicht durch
eine Anreicherung von E-Cadherin auf. Dieser Zustand zeigt einen gegeniber den
HPDE Zellen bereits fortgeschrittenen EMT-Status der unbehandelten PANC-1
Zellen an [366]. Eine Stimulation Uber 24 Stunden mit TGF-1 oder den PAR-
Agonisten fihrte zu einer Delokalisierung des restlichen membranstandigen
E-Cadherins ins Zytoplasma. Damit einher ging eine Auflosung der Zellkontakte
gefolgt von einer teilweise ausgepragten spindelférmigen Morphologie der PANC-1
Zellen. Der Erguss 660 (Ovarialkarzinom) fuhrte nach 24-stindiger Inkubation in
PANC-1 Zellen zu keiner Delokalisierung von E-Cadherin aus den Zellkontakten. Die
Zellen zeigten weiterhin eine prismatische Morphologie und wiesen eine schwach
ausgepragte Zunahme von E-Cadherin in den Zell-Zell-Kontakten auf. Eine 24-
stindige Inkubation von PANC-1 Zellen mit Erguss 670 (Reizerguss) oder 688
(Pneumonie) fuhrte zu einer Delokalisierung von membranstandigem E-Cadherin
bevorzugt perinuklear ins Zytosol, gefolgt von der Auflosung der Zellkontakte, einer
Auflockerung des Zellverbandes und einer spindelformigen Morphologie. Die Effekte
einer Inkubation der PANC-1 Zellen mit Ergussen sind im Ausmald mit dem Effekt

von TGF-B1 sowie den Effekten der PAR-Agonisten vergleichbar.
Winter et al. (2006) haben in-vitro eine PAR-2 vermittelte Aufhebung der E-Cadherin

Adhésion und eine damit einhergehende Beeintrachtigung der Epithelbarriere der
Atemwege festgestellt [367]. McDonald et al. (2008) postulieren den PAR-1 Rezeptor
als einen wesentlichen Migrations-Regulator wahrend der Embryogenese und
Metastasierung [368]. So soll PAR-1 essentiell fur die apikal-basale Polaritat des
Epithels sein, eine Grundvoraussetzung fur eine einwandfreie Trennung der Zelle
von ihren Nachbarzellen sowie fur die gerichtete Migration. Einer Flla induzierten

Inhibition von Rac-1 und Induktion von RhoA, intrazellularen PAR Rezeptor
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assoziierten Kinasen, wird der Zusammenbruch der Barrierefunktion von

Endothelzellen durch Umorganisation des Zytoskeletts zugeschrieben [369].

In diesem Versuch konnte durch Stimulation von HPDE und PANC-1 Zellen mit PAR-
Agonisten eine Delokalisierung von membranstandigem E-Cadherin ins Zytosol
nachgewiesen werden. Die Effekte auf HPDE und PANC-1 Zellen waren &hnlich,
wenn auch in den nicht-tumorigenen HPDE Zellen starker ausgepragt gegenuber
den PANC-1 Zellen. Ein Grund hierfur kann der noch sehr stark ausgepragte
epitheliale Phanotyp der HPDE Zellen mit einer deutlichen transmembranstandigen
E-Cadherin Expression sein, der eine intensivere Delokalisierung von E-Cadherin ins
Zytosol zulasst. Dagegen ist in PANC-1 Zellen, die die EMT schon weitestgehend
durchlaufen haben (reduzierte Expression von E-Cadherin, starkere Expression von
Vimentin, N-Cadherin und L1CAM), nur eine schwach ausgepréagte Delokalisierung

von E-Cadherin zu beobachten.

Obwohl die Ergisse 670 und 688 zu einer Delokalisation von E-Cadherin aus den
Zellkontakten von PANC-1 Zellen fihrten, konnte kein gesteigertes
Migrationsverhalten im Transwell-Migrationsassay beobachtet werden. Dagegen
zeigte Erguss 660 keinen Einfluss auf die Lokalisation von E-Cadherin in PANC-1
Zellen, was mit ausbleibenden Effekt auf die Migration im Einklag stand. Die
Delokalisierung von E-Cadherin und Induktion einer deutlichen Spindelform in HPDE
Zellen durch Erguss 660 und 688 resultierte ebenfalls nicht in einer gesteigerten
Migrationsrate im Transwell-Migrationsassay. Nur die Auflosung der Zellkontakte der
HPDE Zellen durch Delokalisierung von E-Cadherin nach Stimulation mit Erguss 670
ging auch mit einem gesteigerten Migrationsverhalten in diesen Zellen einher.
Insgesamt waren in den HPDE Zellen aufgrund des pra-EMT Status der Zellen
starkere Effekte durch PAR-Agonisten und Erglsse zu erwarten, als in den bereits
deutliche Charakteristika einer EMT aufweisenden PANC-1 Zellen, was aber nicht
bestétigt werden konnte. Daher sind vermutlich noch andere Mechanismen involviert,
die zu einer Steigerung der Migrationsfahigkeit fihren. Denkbar sind die Expression
und Lokalisation weiterer Zellkontake bildender Proteine wie z.B. Occludin,
Cadherine oder Aktin.

Zusammenfassend induzierten PAR-Agonisten in HPDE und PANC-1 Zellen die
Delokalisierung von membranstandigem E-Cadherin ins Zytoplasma, wodurch die
Zellkontakte der Zellen sowie der Gewebeverband aufgeldst wurden. Im Ausmald waren

die Effekte mit dem des EMT-Induktors TGF-B1 vergleichbar. Benigne und maligne

134



Diskussion

Ergusse fuhrten dartber hinaus zusatzlich zu einer stark ausgepragten spindelférmigen
Morphologie in HPDE Zellen, wobei dies nur bei einem benignen Erguss mit einer
gesteigerten Migrationsrate einher ging. Dagegen fuhrten maligne Ergisse zu einer
Delokalisierung von E-Cadherin, jedoch nicht zu einer gesteigerten Migrationsrate der
Zellen. Eine Untersuchung weiterer Ergiusse und die Hemmung der
Gerinnungsfaktoren in den Erglssen mit Lepirudin und Rivaroxaban hatte hier
maoglicherweise den Nachweis erbringen kdnnen, dass die Gerinnungsfaktoren in
den Ergussen in die EMT involviert sind.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass maligne Ergusse einen
proliferationshemmenden Effekt auf Tumorzellen (PANC-1, THP-1) haben, der
zumindest teilweise auf den enthaltenen Gerinnungsfaktoren Flla und FXa beruht.
Flla scheint neben weiteren Faktoren im Erguss eine PAR-1 abhangige
Chemoresistenz in THP-1 Zellen zu vermitteln, was sich durch Inkubation der Zellen
mit Flla und SFLLRN bestétigte. Flla, FXa, die synthetischen Hexapeptide SFLLRN
und SLIGKV sowie teilweise auch die Ergusse fuhrten in HPDE und PANC-1 Zellen
Uber eine Aktivierung exprimierter PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren zu einer Auflésung
epithelialer Zellkontakte durch Delokalisierung von E-Cadherin ins Zellinnere. Dort
konnte das E-Cadherin teilweise perinuklear und in Vesikeln gespeichert nachwiesen
werden. Aus dem Verlust der epithelialen Gewebeintegritat resultierte ein Verlust der
Stabilitat des Zytoskeletts. Die Zellen bildeten Aktin-Stressfasern aus. Aus diesen
Anderungen resultierte eine teilweise erhohte Zellmotilitit, die anhand einer
gesteigerten Migration gemessen werden konnte. Eine Stimulation mit Erguss 670
fuhrte zu dem gleichen Effekt, wobei auch andere Faktoren aus dem Erguss dazu

beizutragen scheinen.

Die beobachteten Anderungen nach PAR-Stimulation gingen in HPDE und PANC-1
Zellen nicht mit den typischen transkriptionellen Expressionsdnderungen epithelialer
und mesenchymaler Marker einer EMT einher, wie es anhand der Stimulation mit

TGF-B1 gezeigt werden konnte.

Die Befunde dieser Arbeit untermauern, dass das Ergussmilieu bzw. die darin
befindlichen Gerinnungsfaktoren direkte zellbiologische Effekte auf Tumorzellen aber
auch schon auf deren Vorlauferzellen haben kdnnen. Weitere Untersuchungen,

besonders die Uberpriifung, inwieweit eine Therapie mit Antikoagulantien das
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Ergussmilieu und die Tumorzellen (z.B. EMT, Ansprechen auf Zytostatika)

beeinflusst, erscheinen vor dem Hintergrund dieser Arbeit sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Ein prokoagulatorischer Status ist ein typisches Symptom von Tumorerkrankungen
und deren Progression und geht mit der Entwicklung tiefer Venenthrombosen sowie
maligner Ergusse einher, in denen Gerinnungsfaktoren nachgewiesen werden
konnen. Die raumfordernden Ergusse fihren je nach Lokalisation und Umfang des
Ergusses zu Brust- oder Abdominalschmerzen, Atemnot, Husten, Erbrechen,
Verdauungsstorungen, Anorexie und Kachexie, Nausea sowie einer eingeschrankten
Beweglichkeit, und senken die Lebensqualitat der Betroffenen erheblich. Die
Therapieoptionen sind sparlich, oft bleibt nur eine wiederholte Punktion der rasch

rezidivierenden Ergusse.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von PAR-Agonisten (Thrombin,
SFLLRN, Faktor Xa, SLIGKV) auf die Proliferation, das Ansprechen auf Zytostatika,
die Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und daraus folgende Anderungen im
Migrationsverhalten von Tumorzellen untersucht. Ziel war es, das Verstandnis der
Rolle von Gerinnungsfaktoren im Ergussmilieu und im Rahmen des
Metastasierungsprozesses weiter aufzuklaren, um moglichen Therapieansatzen mit

Gerinnungsinhibitoren den Boden zu bereiten.

107 Ergusse aus Klinisch notwendigen Punktionen wurden gesammelt, die
enthaltenen Zellen isoliert und kultiviert sowie die Ergiisse nach Geschlecht und
Diagnose zum Zeitpunkt des Ergusses in maligne und benigne Ergisse
charakterisiert. In einer koagulometrischen Untersuchung an 72 Ergissen konnten
alle Gerinnungsfaktoren der extrinsischen Kaskade (Faktor I, V, VII, X, Fibrinogen,
Protein C, Antithrombin IIl) im Erguss nachgewiesen werden. Die klinischen Marker
fur ein aktiviertes Gerinnungssystem, D-Dimere und F1+2 Fragmente, waren deutlich
erhoht. In einem chromogenen Aktivitdtsassay konnten nur geringe Aktivitaten Faktor
lla und Faktor Xa im Erguss nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigten ein
deutlich aktiviertes Gerinnungssystem in benignen und malignen Erglssen, was die
Frage nach deren Einfluss auf die im Erguss enthaltenen Tumorzellen aufwirft. Die
aus Ergussen isolierten Tumorzellen exprimierten membranstandige PAR-1 und
PAR-2 Rezeptoren, Uber die Thrombin und Faktor Xa zellbiologische Effekte
vermitteln  kénnen. Auf der als Modellzellen eingesetzten humanen

Pankreaskarzinom-Zelllinie PANC-1, der humanen monozytaren Tumorzelllinie THP-
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1 und der nicht-tumorigenen humanen pankreatischen Epithelzelllinie HPDE konnten
PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren in unterschiedlicher Dichte nachgewiesen werden.
HPDE und PANC-1 Zellen zeigten dariber hinaus eine starke intrazellulare,

granuléare Expression beider Rezeptoren.

Eine Supplementierung des Kulturmediums von THP-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss
fuhrte bei 60 getesteten Ergissen im Mittel zu einer Hemmung des Zellwachstums in
unbehandelten und mit Carboplatin oder Doxorubicin behandelten Zellen. Erglisse
weiblicher  Patientinnen mit benigner Diagnose oder gastrointestinaler
Krebserkrankung fuhrten teilweise zu deutlich erhéhten Zellzahlen in unbehandelten
und Zytostatikum behandelten Ansatzen, was einer Resistenz entspricht. Hohere FlI
Aktivitaten im Erguss korrelierten mit einer Hemmung des Zellwachstums in
unbehandelten und mit Carboplatin behandelten Zellen. Stimulation der THP-1 Zellen
mit PAR-Agonisten filhrte zu einer Hemmung des Zellwachstums sowie einer
Chemoresistenz gegen Carboplatin und Doxorubicin. Die Stimulation mit PAR-
Agonisten zeigte keinen konzentrationsabhéngigen Einfluss auf das Zellwachstum
von PANC-1 Zellen sowie das Ansprechen der Zellen auf Zytostatika. Eine
Supplementierung des Kulturmediums von PANC-1 Zellen mit 10 % (v/v) Erguss
fuhrte bei den 10 getesteten Erglssen im Mittel ebenfalls zu einer Hemmung des
Zellwachstums. Die Hemmung von im Erguss enthaltenen Thrombin und Faktor Xa
blieb ohne Einfluss auf das Zellwachstum was eine Rolle der Gerinnungsinhibitoren

am proliferationsinhibierenden Effekt ausschliel3t.

Abschlie3end wurde der Einfluss von PAR-Agonisten auf die EMT untersucht. PAR-
Agonisten zeigten in HPDE und PANC-1 Zellen keinen transkriptionellen Einfluss auf
die Expression der EMT-assoziierten Proteine E-Cadherin, Vimentin, N-Cadherin,
LICAM, Slug wund Snail, aber induzierten eine Delokalisierung von
membranstdndigem E-Cadherin ins Zytosol, eine Auflésung von Zellkontakten sowie
eine spindelférmige Morphologie. Diese zellbiologischen Verdnderungen fiihrten zu
einer erhoéhten Migrationsfahigkeit sowohl der nicht-tumorigenen HPDE Zellen als

auch der in der EMT weit fortgeschrittenen Karzinomzelllinie PANC-1.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen eine tumorférdernde Wirkung von
Gerinnungsfaktoren auf tumorigene und nicht-tumorigene Zellen und leisten somit
einen Beitrag zum Verstandnis der Rolle der Gerinnungsfaktoren im Ergussmilieu
und im Rahmen von Metastasierungsprozessen. Dies zeigt die Notwendigkeit einer

antikoagulatorischen Therapie in Tumorpatienten oder zur Tumorprophylaxe.
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Summary

A procoagulant state accompanied by deep vein thrombosis and development of
expansive effusions containing coagulation factors are well known matters in cancer
patients during the progression of the disease. Patients suffer from chest and
abdominal pain, dyspnoea, cough, digestive disorders, vomiting, anorexia and
cachexia, nausea, limited mobility resulting in a reduced quality of life. Until now

therapeutical options are poor besides repetitive puncture and pleurodesis.

In order to elucidate the role of coagulation factors on growth, chemosensitivity,
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and cell migration of cancer cells within
effusions, 108 effusions from clinically necessary punctures were collected and
characterized in terms of gender and diagnosis at the date of puncture (malignant vs.
benign; gynaecological, lung and gastroenterological cancers). After separating the
cells from the effusions all coagulation factors of the extrinsic cascade (factor I, V,
VII, X, fibrinogen) were detected at low concentrations whereas clinical markers for
an activated coagulation system such as D-dimer fragments and prothrombin
fragment 1.2 were significantly elevated. Thrombin and factor Xa showed almost no
activity in a chromogenic assay. These findings indicate a highly activated
coagulation system within the effusions without significant differences between

gender and diagnosis.

Tumour cells isolated from the effusions expressed PAR-1 and PAR-2 receptors that
were membrane-bound but mainly localized in the cytosol. PAR-1 and PAR-2 are
relevant for protease signalling and influence on the cell biology. Owing to the low
proliferative activity and contamination with fibroblasts these cells were not suitable
for further experiments. The alternatively used cell lines HPDE (nhon-tumorigenic
human pancreatic duct epithelial cells), PANC-1 (human pancreatic cancer) and
THP-1 (human acute monocytic leukaemia) showed variable PAR-1 and PAR-2
surface expression, and HPDE and PANC-1 cells showed a marked cytosolic

expression of both receptors, too.

Culture medium supplemented with 10 % (v/v) effusion fluid inhibited THP-1 cell
growth and improved response to Carboplatin and doxorubicin treatment. Moreover,
benign effusions and effusions from gastroenterological cancers of female patients

lead to a concomitant slightly developed chemoresistance against carboplatin and



doxorubicin and increased cell growth. Elevated thrombin levels within the effusions
correlated with improved response to carboplatin and increased cell growth.
Stimulation of THP-1 cells with PAR-agonists resulted in a PAR-1 mediated marginal
inhibition of cell proliferation and a distinct chemoresistance against carboplatin and
doxorubicin while PAR-2 agonist led to a chemoresistance against doxorubicin.
PANC-1 cells showed no concentration-dependent response to PAR-1 and PAR-2

agonists with respect to cell proliferation and response to cytostatic drugs.

However, culture of PANC-1 cells in medium supplemented with 10 % (v/v) effusion
fluid inhibited cell growth. Co-incubation with Lepirudin (thrombin inhibitor) or
Rivaroxaban (factor Xa inhibitor) had no influence on cell growth indicating that other
factors in the effusions beside coagulation factors are responsible for the growth
inhibitory effect.

Finally, PAR agonists showed no transcriptional influence on EMT-associated marker
proteins E-cadherin, Vimentin, N-cadherin, LLCAM, Slug and Snail in HPDE and
PANC-1 cells but induced delocalisation of membrane-bound E-cadherin into the
cytosol. Along with this delocalisation a dissolving of cell-cell junctions and a spindle-
shaped cell morphology was observed in both cell lines. These cell biological
changes could be associated with an increased cell migration in both non-

tumorigenic HPDE cells and tumorigenic PANC-1 cells.

In summary, these results revealed a distinct tumour progressive potential of
coagulation factors on tumorigenic and even non-tumorigenic cells and contribute to
the understanding of their role during tumorigenesis and metastasis. They suggest
also the need of anticoagulant treatment of tumour patients and in tumour

prophylactic treatment.



