Aus der medizinischen Klinik |

Bereich Experimentelle Onkologie, Palliativmedizin und Ethik in der
Onkologie

Bereichsleiter: Prof. Dr. med. Frank Gieseler

Klinikleitung: Prof. Dr. med. Hendrik Lehnert

Hemmung der Mikrovesikel-induzierten
Tumorzellmigration durch das

niedermolekulare Heparin Tinzaparin

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Universitat zu Libeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Hans Gamperl
aus Miinchen

Libeck 2018



1. Berichterstatter : Prof. Dr. med. Frank Gieseler

2. Berichterstatterin : Priv.-Doz. Dr. med. Anke Leichtle

Tag der mundlichen Prifung : 14.11.2018
Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 14.11.2018

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



Gefordert von

e LEO Pharma GmbH, Ballerup, Ddnemark
e Annelise-Asmussen-Stiftung, Libeck, Deutschland



Inhaltsverzeichnis

INNAIESVEIZEICANIS ... I
ADDHAUNGSVEIZEICNNIS ...t e s re e beaneenre s v
TabEIENVEIZEICNNIS ... bbb \Y
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt bbb VI
1 EINIEIIUNG . bbbt b bbbt 1
1.1 TUumMOrErkrankUNGEN .......ooiiiiiiieieite ettt 1
111 Tumorzellmigration........coooeiiiiiiiisieee s 1
1.1.2  Interaktion von Tumorzellen und GerinNUNG.........cccovvrieierieiiene e 3

I €< 4101 T3 [P RTTO SO PT PV RTURUR PSPPI 5
121 UBEISICNE ..oocviececc e 5
1.2.2  EXtrinsSiSCher GEriNNUNGSWEQ ......ccuviveieeiieeieiieesteeiesteesteessesseesteesnesneesseessesneesrens 7
1.2.3  TiSSUE FACIOr (TF) eiiiiiiii ittt 8
1.2.4  Extrazellulare VESIKEl (EV) ....oooi it 11
1241 EXOSOMEN.....oiiiiiiiiicii s 12
1.2.4.2 EKtosomen/MIKroVeSIKel ...........ccooiiiiiiiiiiiicccc e 13
1.2.43  Apoptotische KOIPErchen ...t 15
1244 Grofie ONKOSOMEN (GO) ...oviiiiiiiiiieieieie e 16

1.2.5  Protease-activated-receptors (PAR) .......ccoioiiiiiiiiiinisieiee e, 17

1.3 GerinnuNgSNEMIMUNG......ccviiiiiieiee e bbb 22
1.3.1  Physiologische AntiKOagulation............cccoeiiiiiiiiiiiiecee e, 22
1311 UBEISICNE c.euiviviciciicie ettt 22
1.3.1.2 Tissue factor pathway Inhibitor (TP ..o 24

1.3.2  Medikamenttse ANtIKOAGQUIALION ...........coviiieiiiierieee s 25



1.3.2.1 (] T=Y £ T | TR OO RS R 25

1.3.2.2 Unfraktioniertes Heparin (UFH) und Niedermolekulare Heparine (NMH) 25

1.3.2.3 TINZAPAIN ..ot 27

1.4 FrageStellung ... 28
Material Und MEtNOAEN ..........ooiiiiii e 29
2.1 IMAEEIIAL......oeie e 29
2. 1.1 GBIALE ..ot 29
2.1.2 Medien, Puffer, Chemikalien und Reagenzien...........cccoceveveieiieenieennsieeseeneeenes 30
2.1.3  ELISA-KITS. oottt ettt 31
2.1.4  Ergusse UNd ZEIEN ......c.ocouiiiiiiic ettt 31
2.1.5  SoNnstige Materialien..........ccveiieiiiiieieece e 32
2.2 MEENOTEN ... 33
221 ZEHKUITUL . 35
2.2.1.1 Umsetzen der Zellen — Zellen passagieren ..........ccoccevvveveeeeieeneseeseeseeenns 35
2.2.2  Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) — Durchflusszytometrie.............. 36
2221 Durchflusszytometrie - AIIGEMEINES ........cocoviiiiiiicieeee e, 36
2.2.2.2 ProbenvorbDEreituNg .........ccoiiiiiiieiee e 39
2.2.2.3 GerateiNSIEIIUNG .....oveeiiii e 40
2224 IMIESSUNG ...t 40
2.2.2.5  Analyse der ErgebniSse ... 41
2.2.3  Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)......c.ccccouiiiiinineniiiiieeien, 41
2231 Imubind Total TEPIELISA ... 42
2.2.3.2 MP-TF-ACHVITY ASSAY.....cciuiiiiiiitieiieeiteeiteesiee s sreesreasreesee e saeasreesnee s 46
2.2.4  Migrationshemmung durch Tinzaparin und TFPL........c..coeiiiiiiii e, 49
2241 Systematik des XCELLIQENCE-SYSLEMS .......ccevveriirieiieieiie e 49
2.2.4.2  VersuchSablauf ... 50
2.2.5  SEALISTIK.....eiiiiceece e 55



K 1 (1= o] T SRRSO 56

3.1 Ergebnisse der FACS-ANAIYSE ........ccoiiiiiiiiiieieie e 56
3.1.1  Nachweis von Mikrovesikeln in malignen Erglssen ...........cccocvvvvniinenieniennn, 56
3.1.2  Tissue Factor-Nachweis an isolierten Mikrovesikeln .............cccocoviiiinicnnnn, 57

3.2  ldentifikation und Charakterisierung von Subpopulationen durch high speed-

WA 1] 1010 T 4 o] o OSSR 58
3.3 Migrationsinduktion bei Tumorzellen durch Mikrovesikel...............cccooevviiieinennenn, 59
3.4  Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch Tinzaparin................ 61
3.5  Induktion der TFPI-Produktion in Tumorzellen durch Tinzaparin ...........cc.ccccuvni.n. 62
3.6 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch TFPI ........................ 63
4 DISKUSSION ...ttt bbbt b et b 65

4.1 ldentifikation von Mikrovesikel-Populationen und Nachweis von TF-tragenden

extrazellularen Vesikeln in malignen ErglsSen.........cccooviiiiriiiiieieiene e, 67
4.2  Migrationsinduktion bei Tumorzellen durch TF-tragende Mikrovesikel.................. 71
4.3  Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch Tinzaparin ............... 72
4.4  Induktion der TFPI-Produktion in Tumorzellen durch Tinzaparin ...........cccceoveevennn, 74
45 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch TFPI ...................... 75
5 ZUSAMMENTASSUNG.....uviiiieitit ettt ettt e e sse e et e e s e e e beessbaabeesnnens 80
LG (=T - (| PSSRSO PRI 82
T ANNANG .t e e e ta e e e abeenree s 98
ST B T 101 Y= To [0 o P PSPPSR 101
O LEBENSIAUT ... e 102
Publikationen, ADSTIACTS, POSTEN ..........ooiiiiiie e 103
Erklarung zu 811 Abs. 1 Nr. 9 der PromotionSordnung............cceveeerienienieneniesiesieseseeeeeans 104



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Gerinnungskaskade des MENSCheN ..........cccccvveiiiieiiecie e 6
Abbildung 2: MAgliche PARL-AKIIVIEIUNGEN ......coiiiiiiiieiiesiisisesee e 18
Abbildung 3: PAR-InteraktionsmOgliChKeIteN..........c.covveiiiieiieiiceceeee e 19
Abbildung 4: Korpereigene AntiKOagulation ............ccccveveeiieiieiic i 23
Abbildung 5: Funktionsweise eines DUrchflusszytometers ..........c.cccoveveiieeiieresiese e 37
Abbildung 6: Funktionsweise des XCELLIGENCE-SYSIEMS ..........ccoivieiiriieiine e 50
Abbildung 7: Nachweis von Mikrovesikeln (MV) in malignen Ergussen............cc.ccoovvvvenenne. 56
Abbildung 8: Nachweis von TF auf Mikrovesikeln (MP) in malignen Erglssen.................... 57
Abbildung 9: Verteilung von EV-Populationen bei low speed- gegeniliber high speed-
Zentrifugation mittels CYtOFLEX-MESSUNG ........ccoiiiiiiiiiieicieiseee e 58
Abbildung 10: MP-TF-Activity-Assay berechnet auf 1076 Partikel ............cccocvevevieiiinnnn, 59

Abbildung 11:Verlauf der Migrationsinduktion in Tumorzellen durch Mikrovesikel (MV) .. 60
Abbildung 12: Hemmung der Mikrovesikel (MV)-induzierten Migrationsinduktion in Colo357-

Zellen durch Tinzaparin (3 Stunden Vorinkubation) ............ccocoiiiiiiiiiiiee e, 61
Abbildung 13: TFPI-Produktionsinduktion durch das NMH Tinzaparin (0,41U/ml, 0,81U/ml
und 21U/mI) NACHh 8 SLUNTEN ..o 62

Abbildung 14: Hemmung der Mikrovesikel (MV)-induzierten Migrationsinduktion in Colo357-
Zellen durch rekombinanten tissue factor pathway inhibitor (F'TFPI).......cccooceiiiiiiiiiieene, 64
Abbildung  15:  Mdglicher  Zusammenhang  zwischen  PAR-Aktivierung  und

Tumorzellmetastasierung, -proliferation und -progressioNn .........cccocvvevveciee e 78



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht der EV-SUDPOPUIALIONEN ........c.c.vecveveieeiiceeiee e, 16
TADEIIE 2: GRIALE ... et bbbt 30
Tabelle 3: SUDSTANZEN..........ciiiieiee e bbbt 30
TaADEIE 42 ELISA-KITS ...eouiiiiieiiieie ettt sttt r e sbe et sneenreas 31
Tabelle 5: Erguisse Und ZeIKUITUT ..o 31
Tabelle 6: SONStige MaterialieN.........cccvciiiiie it sre s 32
Tabelle 7: UDErSiCht Aer EFQUSSE .......cvcveveveveveeeieeteiee ettt 33
Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Abkiirzungen und zugehoriger Methoden................... 34
Tabelle 9: FACS-Laser und dazugehorige Wellenlange und Fluoreszenzkandle .................... 36
Tabelle 10: Beispiel-Pipettierschema Imubind Total TFPI ELISA ..o, 45
Tabelle 11: Verdlinnungsreine MP-TF-Activity ELISA ... 47
Tabelle 12: Beispiel-Pipettierschema fiir XCELLIGeNCe-MESSUNG .......cccccvevveriesieiieerieeiennnn 52
Tabelle 13: EV-Populationen bei low speed- gegenuber high speed-Zentrifugation .............. 58



Abkirzungsverzeichnis

Abktirzung
°C
AB+
acceVv
ADP
AE
ALK
AP
APC
ASS
AWMF

BC
bFGF
BMI
bspw.
bzw.

C
C(-Terminus)
CAL
cAMP
capeEVv
CD
CIM
cm?
CO2
COX
CP
CRC
CRP

Erlauterung

Grad Celsius

anti body positive

accumulated extracellular vesicles
Adenosindiphosphat

assay enhancer

activin A receptor type Il-like kinase; TGFp-Rezeptorl

alkalische Phosphatase
aktiviertes Protein C

Acetylsalicysdure

Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen

Fachgesellschaften e.V.
areast cancer, Mamma Karzinom
aasic fibroblast growth factor
body mass index
Beispielsweise
Beziehungsweise
Konzentration
Carboxy(-Terminus)
calibration faktor
cyclisches Adenosinmonophosphat
captured extracellular vesicles
cluster of differentiation
cell invasion/migration
Quadratzentimeter
Kohlenstoffdioxid
Cyclooxygenase
cancer procoagulant, Krebsprokoagulans
colorectal carcinoma, kolorektales Karzinom
C-reaktives Protein
VI



d Schichtdicke des durchstrahlten Korpers
Da Dalton

DNA deoxyribonucleic acid

DVT deep vein thrombosis

ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECM extracellular matrix, extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EGF endothelial growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EMT epithelial-mesenchymale Transition

ERK extracellular-signal regulated kinase

ESCRT endosomal sorting complex required for transport
ect. et cetera

etal. et alia

EV Extrazellulare Vesikel

Ex Extinktion des Materials fiir das Licht der Wellenlidnge A
F( Gerinnungsfaktoren

F(a Aktivierter Gerinnungsfaktor

FACS fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie
FL Fluoreszenz

FGF fibroblast growth factor

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FPA Fibrinopeptid A

FS forward scatter

GP Glycoprotein

GPCR G-protein coupled receptor

GPgR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GPI Glycophosphatidylinositol

G-Protein Guanylnukleotid-Proteine

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HIT Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Vil


https://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure

ILV
inc.
ISTH

ISEV

M

MACS
MAP
MAPK
MAPKKK
MDR
MEK/MAPKK
mg

MHC

min

ml

MLCK
mM

MMP

MP

MV

Meerrettich-Peroxidase (horse raddish peroxidase)
high speed extracellular vesicles
Internationale Einheit

Immunglobulin M

Interleukin

Intraluminaler Vesikel

incorporated

International Society on Thrombosis and Haemostasis
international units

intravends

Intensitét des einfallenden Lichts
Intensitét des transmittierten Lichts
Kunitz-Doméne

Kilodalton

Kilogramm

Liter

low speed extracellular vesicles

Molar

magnetic cell separation
mitogen-activated protein
mitogen-activated-protein-kinase
mitogen-activated-protein-kinase-kinase-kinase
multi-drug-resistance
mitogen-activated-protein-kinase-kinase
Milligramm

major histocompatibility complex
Minute

Milliliter

Myosin Leicht-Ketten Kinase
Millimolar

Matrix Metalloproteinase

Mikropartikel

Mikrovesikel

VIl



n
N(-Terminus)
ng

nm

NMDA receptor
NMH

NOD

P2Y1, P2Y12
PAI

PAK

PAR

PBS

PDGF

Pg

PGl

P-Lip

PP5

PS

RAF-K
RAS-K
Rho-K

RNA

rpm
RPMI-Medium
RSTK

I'TFPI

RTCA

RTK

SCLC

SD

S-NACH

SS

t

Stoffmenge

Amino(-Terminus)

Nanogramm

Nanometer

N-methyl-D-aspartate receptor
Niedermolekulares Heparin

nucleotid oligomerization domain receptor
Purin Rezeptoren
Plasminogenaktivatorinhibitor
P21-activated kinase
Protease-aktivierter-Rezeptor

phosphate buffered saline

platelet-derived growth factor

Pikogramm

Prostacyclin 2

Phospholipid

Plazentares Protein 5

Phosphatidylserin
rapidly-accelerated-fibrosarcoma-kinase
rat-sarcoma-kinase

rho-kinase

Ribonukleinsdure

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute-Medium
receptor serine/threonine kinase
rekombinanter Tissue-factor-pathway-inhibitor
real time cell analysis

receptor tyrosine kinase

small cell lung cancer, kleinzelliges Lungenkarzinom
sample diluent

Sulfatierte nicht antikoagulatorisch wirksame Heparine
sideward scatter

Zeit (Sekunde, Minute, Stunde)

IX



TAFI Thrombin-aktivierter Fibrinolyseinhibitor

TAT Thrombin-Antithrombin-Komplexe

TE Trypsin-EDTA

TF tissue factor

TF-FITC tissue factor bindendes Fluorescein Isothiocyanat
TFPI tissue-factor-pathway-inhibitor

TGF-B transforming growth factor

TLR toll-like receptor

T™MB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumor Nekrose Factor Alpha

t-PA tissue-type-Plasminogenaktivator
TrpC5 transient receptor potential canonical 5
TSG tumor susceptibility gene

TVT tiefe Venenthrombose (siehe DVT)
TXA Thromboxansynthese

u.a. unter anderem

UFH unfraktioniertes Heparin

uPA Urokinase-Plasminogen-Aktivator

\Y Volumen

VEGF vascular endothelial growth factor
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
VSSC violet side scatter

VTE venose Thrombembolie

VWF von Willebrand-Faktor

WS wash solution

Z Impedanz

e dekadischer Extinktionskoeffizient

ul Mikroliter

pum Mikrometer



1 Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen

Im Jahr 2012 war Krebs mit 25,5% die zweithdufigste Todesursache in der Bundesrepublik
Deutschland; an erster Stelle standen die Herz-Kreislauferkrankungen mit 40,2%. Bei
Frauen traten am haufigsten Brusttumoren und beim Mann Prostatatumoren auf. Zum Tode
flihrten am haufigsten bosartige Neubildungen der Verdauungsorgane, gefolgt von

Brustkrebserkrankungen bei Frauen und Bronchialkrebs bei Mannern (1, 2).

Die Zahl der Krebspatienten steigt stetig an. Dies ist nicht auf eine zunehmende Inzidenz
zurlickzufuhren, denn die Zahl der Neuerkrankungen in allen Altersgruppen nimmt
fortlaufend ab, ebenso wie die Sterblichkeitsrate. Es kommt jedoch zu einer steigenden
Prévalenz, also einer wachsenden Zahl an Krebserkrankungen, die diagnostiziert und
behandelt werden kdnnen. Zu verdanken ist dies den Fortschritten in der Diagnostik, der
Krebsfriherkennung und der Prdvention sowie wirksameren Medikamenten. Positive
Veranderungen im Lebensstil gepaart mit einem groReren Gesundheitsbewusstsein tragen
ebenfalls zu einer Abnahme der Neuerkrankungen bei. Bei der Inzidenz wurden groRe

Unterschiede sowohl in geographischer als auch soziotkonomischer Hinsicht festgestellt

).

1.1.1 Tumorzellmigration

Jegliches Tumorwachstum birgt die Gefahr der Ablésung und Ausstreuung von
Tochterzellen in umgebendes oder auch entferntes Gewebe bzw. Organe. Dieser VVorgang
wird als Metastasierung bezeichnet (4). Beglnstigt wird er durch genetische und/oder
epigenetische Verénderungen, die dazu flhren, dass Tumorzellen Proteasen, adhdsive
Molekile und angiogene Faktoren synthetisieren. Proteasen ermdglichen das Durchdringen
von Zellverb&nden, adhédsive Faktoren erlauben den Metastasen das Anhaften an der
Gefallwand und angiogene Faktoren stellen zudem die Blutversorgung der sich neu
bildenden Metastase sicher (5, 6).

Ahnliche Abliufe wie in Tumorzellen sind aus dem komplexen Vorgang der epithelial-

mesenchymalen Transition (EMT) bekannt. EMT nennt man den Prozess, bei dem sich

1



Epithelzellen wéhrend der Embryogenese von ihrer Umgebung I6sen und einen motilen
mesenchymalen Ph&notyp annehmen (7). Physiologisch betrachtet ist diese Umwandlung
unter anderem flr die Embryogenese und Organentwicklung von zentraler Bedeutung. EMT
wird durch verschiedene Faktoren ausgeldst, wie bspw. durch PDGF (platelet-derived
growth factor), FGF (fibroblast growth factor), TGF-B (transforming growth factor) und
TNF-o (tumor necrosis factor) (8-10). Nicht nur in der Embryonalentwicklung, sondern
auch bei der Wundheilung spielt EMT eine wichtige Rolle. Wird ein Gewebe beschadigt,
werden die dem Defekt umliegenden Zellen diversen EMT-induzierenden Signalen
ausgesetzt (9), was dazu flhrt, dass Zellen (z.B. Fibroblasten) zur Defektdeckung in die
Wunde einwandern. Genau wie bei Wunden ist in Tumorgewebe eine EMT-Induktion
feststellbar. Aus diesem Grund wird das Tumormilieu von Wissenschaftlern auch als
,Wunde, die niemals heilt* bezeichnet (8). Kennzeichnend fiir die epithelial-mesenchymale
Transition ist der Wechsel von Adhasionsmolekiilen, welche fur die Zell-Zell-Bindung in
einem Zellverband zustandig sind; namentlich von E-Cadherin zu N-Cadherin. Die Familie
der Cadherine bildet knopfartige Verbindungen zwischen Zellen, sogenannte Desmosomen.
Diese Verbindungen beschranken sich jedoch nicht nur auf die Ubergéange von Zelle zu
Zelle, sondern sind Uber Intermediarfilamente, strukturgebende Faserproteine, auch
intrazellular verankert. Der Cadherin-Wechsel durch die EMT geht einher mit einer
Verschiebung in der Gewebeaffinitdt. Wahrend E-Cadherin in epithelialen Geweben
vorkommt, ist N-Cadherin in beweglicheren, mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und
vaskularem Endothel vertreten. Mit einer erhéhten N-Cadherin-Expression ist somit auch
eine vermehrte Zellmigration und —invasion verbunden. Daruber hinaus wurde erst kirzlich
bekannt, dass eine Abh&ngigkeit von EMT von tissue factor (TF), einem wichtigen Faktor
in der Blutgerinnung, hinsichtlich einer erhéhten Persistenz von Tumorzellen in der Lunge
von Mausen besteht ((11); 2016). Diese Erkenntnis ist fur die Untersuchungen der

vorliegenden Arbeit von groRer Bedeutung.



1.1.2 Interaktion von Tumorzellen und Gerinnung

Bereits 1865 haben Trousseau et al. einen Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen
und Thromboseneigung postuliert (12). Das Vorhandensein einer wechselseitigen
Beziehung konnte inzwischen mehrfach bestéatigt, und ihre Ursachen besser erforscht werden
(13-18). Bei uber 50% der Krebspatienten und bei bis zu 90% der Patienten mit
metastasierten Tumorerkrankungen konnen Irregularitdten der Gerinnung nachgewiesen
werden. Dies zeigt sich meistens in einer subklinischen disseminierten intravaskuldren
Koagulation (DIC) (19). Bei Krebspatienten wurde in diesem Sinne bereits von einer
,erworbenen — Thrombophilie“  gesprochen  (20). Eine Neoplasie kann eine
Entzindungsreaktion induzieren, die eine Zytokin-Ausschittung und eine Aktivierung von
Endothelzellen, Leukozyten und Blutplattchen hervorruft (21). Weiterhin wird die
Angiogenese angestoflen und Koagulationshemmung sowie Fibrinolyse heruntergefahren.
Der Tumor reagiert mit der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen (TNF, IL-1, VEGF)
und schittet in einer Interaktion mit Monozyten, Makrophagen, Blutplattchen und dem
GefaBendothel TF aus (22). TF und Krebsprokoagulans (CP) rufen eine direkte
prokoagulatorische Wirkung hervor (19, 21, 22). Daher erfiillt TF in diesem Setting mehrere
Funktionen: Er stoRt die extrinsische Gerinnungskaskade an, beeinflusst als Rezeptor tber
verschiedene Signalwege den Uberlebensmechanismus des Tumors und verstarkt die
Transkription von VEGF. Dies hat sowohl eine GefaRneubildung als auch eine erhohte TF-
Expression zur Folge. Auf TF wird im Folgenden ausfuhrlicher eingegangen, da er unserer
Meinung nach eine wichtige Rolle in der extrazellularen Vesikel (EV)-vermittelten
Induktion der Migration bei Tumorzellen spielt. Im Gegensatz zu TF ist CP eine Cystein-
Protease mit prokoagulatorischer Aktivitat, welche ausschlief3lich in malignen Tumoren
nachgewiesen wird. Sie kann Vitamin K-abhéngig und TF-unabhdngig FX zu FXa spalten

sowie Blutplattchen aktivieren (19).

Als Thrombose wird die Blutgerinnung und Bildung eines Gerinnsels innerhalb eines
GeféaBes bezeichnet. Fir ihre Entstehung sind nach Virchow et al. drei Faktoren
ausschlaggebend, welche als Virchow-Trias bezeichnet werden: [1] Endothelschaden, [2]
Veranderungen der Stromungsverhaltnisse bis hin zur Stase und [3] eine Anderung in der
Blutzusammensetzung (23). Je nach Entstehungsort unterscheidet man arterielle von
vendsen Thrombosen. Die arterielle Thrombose wird vorwiegend durch Verletzungen der
GefaBwand oder Einbringung von thrombogenem Material (z.B. arterieller Katheter)
verursacht, die vendse Thrombose dagegen hauptséchlich durch Immaobilisierung oder eine
3



Storung des Gerinnungssystems (24). Lebensgefahrliche Embolien entstehen, wenn sich ein
Thrombus in einer peripheren Blutbahn I6st, weiterwandert, sich in einer Endstrombahn
eines Organs wie bspw. dem Herzen oder der Lunge festsetzt, und dort zu einer Stérung bis
hin zur Unterbrechung der Blutversorgung fiihrt. Das Risiko, eine Thrombose zu erleiden,
ist abhangig von angeborenen und erworbenen Risikofaktoren. Zu den angeborenen
Faktoren zdhlen die Thrombophilie auf Grund von FV-Leiden, Antithrombin-, Protein C-,
Protein S-, Plasminogen- oder FXII-Mangel sowie Dysfibrinogendamie. Zu den erworbenen
Risikofaktoren zdhlen z.B. ein vorausgegangenes thrombotisches Ereignis, groRe
chirurgische Eingriffe, zentralvendse Katheter, Traumata, Immobilisierung, maligne
Prozesse, Schwangerschaft, der Gebrauch von oralen Kontrazeptiva, Nierenerkrankungen
und das Antiphospholipid-Syndrom (25). Patienten, welche ihr erstes idiopathisches
thromboembolisches Ereignis erleiden, haben mit einer ca. 10%-igen Wahrscheinlichkeit

einen okkulten Tumor (26).

Das Risiko an einer vendsen Thrombose zu erkranken, ist bei Krebspatienten 4-5-mal hoher
als bei Patienten ohne Krebserkrankung (26). Ob man als Krebspatient eine Thrombose
entwickelt, hangt von mehreren Faktoren ab. Hierzu gehdren die Tumorart, Lokalisation,
das Stadium sowie die Dauer der Erkrankung und Art der Therapie. Eine Einschétzung der
klinischen Wahrscheinlichkeit kann z.B. durch den Khorana-Score vorgenommen werden
(27). Zudem wurde festgestellt, dass es eine zeitliche Korrelation zwischen der Diagnose
Krebs und vends thromboembolischen Erkrankungen gibt. Wie bereits erwahnt, weisen ca.
10% der Patienten mit einer idiopathischen vendsen Thrombose einen Tumor auf. Laut
Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
e.V. (AWMF) sollte deshalb beim Auftreten einer tiefen Venenthrombose (TVT) auch eine
Umfelddiagnostik erfolgen, um ein Malignom auszuschliel3en (28). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass 44% der Patienten mit einem nachgewiesenen Tumor zum Zeitpunkt des
thromboembolischen Ereignisses, im Gegensatz zu 35% ohne thromboembolischem
Ereignis, bereits Metastasen hatten. Laut Blom et al. (29) steigt das Risiko fur eine TVT bei
metastasierten Tumoren um das 20-fache im Gegensatz zum Auftreten bei lokalisierten
Tumorleiden (26). Zusétzlich wurde ermittelt, dass bei einer Krebsdiagnose zum gleichen
Zeitpunkt wie oder bis zu ein Jahr nach Erleiden eines vends thromboembolischen Vorfalls,
das Stadium der Krebserkrankung weiter fortgeschritten ist, und die Prognose fiir den
Patienten schlechter ausféllt (30).



1.2 Gerinnung
1.2.1 Ubersicht

Die Blutgerinnung beim Menschen wird in zwei Phasen unterteilt: eine primére und eine
sekundare Hdmostase. Der VVorgang der primdren Blutstillung, nach einer Verletzung oder
Schédigung, lauft innerhalb weniger Sekunden ab: Er fiihrt zu einer Thrombozytenadhé&sion
uber Glycoprotein (GP) Ib und den von Willebrand-Faktor (VWF) des Kollagens sowie zu
einer Bindung von GP Ila und la an freiliegendes Kollagen. Durch Bindung von Fibrinogen
an aktivierte GPIIb/1l1a-Rezeptoren kdnnen die Thrombozyten an dieser Stelle verklumpen
(Thrombozytenaggregation). Weitere Faktoren, die bei der primdren Gerinnung eine Rolle
spielen, sind u.a. Adenosindiphosphat (ADP), purine Rezeptoren (P2Y1, P2Y12),
Cyclooxygenase (COX)-abhangige Thromboxansynthese (TXA?) und Prostacyclin (PGIy).
Die sekundare Blutstillung besteht wiederum aus zwei Prozessen, welche zwar unabhéngig
voneinander aktiviert werden konnen, jedoch im Verlauf der Gerinnungskaskade

ineinandergreifen (31).

Das Verstandnis des Gerinnungssystems hat sich in den letzten Jahren verdndert. Es hat sich
vom alten Modell eines getrennten extrinsischen und intrinsischen Systems zu einem
integrierten Modell mit einem zellbiologischen Modell gewandelt. Das urspriingliche
Modell basiert auf einem extrinsischen System, welches durch Verletzungen des
Gefalisystems aktiviert wird, und einem intrinsischen System, in welchem die Gerinnung als
Reaktion auf Fremdkorper innerhalb eines intakten Gefdlles ausgelost wird (z.B.
zentralvenoser Katheter, Abb. 1). Endpunkt der Gerinnungskaskade ist der Verschluss des
Defekts bzw. die Isolierung von unerwiinschten Partikeln im BlutgefaR durch die Bildung

eines festen Fibrinthrombus. Die sekundare Blutstillung lauft innerhalb von Minuten ab (31).

Auf Grund der Fokussierung dieser Arbeit auf TF wird im Folgenden hauptséchlich auf den

extrinsischen Gerinnungsweg eingegangen.
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Abbildung 1: Gerinnungskaskade des Menschen; Schematische Darstellung der sekundéren
Gerinnungskaskade (32). P-Lip (Phospholipide), , exogene Faktoren* entsprechen dem
extrinsischen Weg, ,, endogene Faktoren* entsprechen dem intrinsischen Weg. Der extrinsische Weg
beginnt mit einer Gewebeverletzung, was eine Aktivierung von FVII zu FVIla durch TF
(Gewebethromboplastin) ermoglicht; TF, FVlla, Kalzium (Ca?") und Phospholipide (P-Lip) bilden
zusammen den Tenasekomplex, welcher FX zu FXa aktivieren kann. Der intrinsische Weg beginnt
mit einer negativ geladenen Oberflache (Fremdkdrper), welcher mit Prékallikrein und Kininogen
FXII aktiviert; FXIla aktiviert FXI und dieser FIX; FIXa bildet mit FVIlla, Ca®" und P-Lip den
Tenasekomplex. FXa, FVa, Ca®" und P-Lip kénnen als Prothrombinasekomplex Prothrombin zu
Thrombin (Flla) spalten. Flla allein spaltet Fibrinogen zu Fibrinmonomeren und aktiviert FXIII,
welcher es ermdglicht, dass aus Fibrinmonomeren ein fester Fibrinthrombus entsteht.



1.2.2 Extrinsischer Gerinnungsweg

Kommt es zu einer penetrierenden Verletzung eines Gefales, wird die Trennung des Intra-
und Extravasalraums aufgehoben, und TF tritt in Kontakt mit den im Blut zirkulierenden
Gerinnungsfaktoren. Es resultiert die oben beschriebene Kaskade von aufeinander folgenden
Aktivierungen dieser Proenzyme. Die Gefallwand als Barriere, welche einer Koagulation im
gesunden GefaR entgegenwirkt, ist jedoch auch ohne Verletzung teilweise durchléssig. Eine
Interaktion von TF mit den im Intravasalraum zirkulierenden Gerinnungsfaktoren kann z.B.
bei Sepsis, chronischen Krankheitsbildern wie Krebs, anatomischen Verénderungen der
GefaBwand und Hyperpermeabilitdt, auch ohne Verletzung des GeféRes eintreten (33-35).

Am Anfang der extrinsischen Gerinnungskaskade steht die hochaffine Bindung von TF
(Gewebethromboplastin) an FVI1I, welches FVII in seine aktive Form FVIla tberfihrt (Abb.
1). Der Komplex aus TF und FVlla aktiviert darauffolgend die Faktoren FIX und FX zu
FIXa und FXa, wobei FX bzw. der Tenasekomplex als eine Verbindung zwischen
extrinsischem und intrinsischem Weg gesehen werden kann. AnschlieBend bilden FXa, FVa,
welches durch in geringen Mengen im Plasma vorkommendes Thrombin aktiviert wird,
Kalzium und Phospholipide den sogenannten Prothrombinasekomplex. Dieser Komplex
kann im intrinsischen System ebenfalls entstehen; hier fihren die Faktoren FXII, FXI, FIX

und FVIII zu einer Aktivierung von FX.

Der Prothrombinasekomplex aktiviert in der jetzt folgenden Koagulationsphase aus
Prothrombin Thrombin (Flla). Thrombin 16st zum einen die Umwandlung von Fibrinogen
zu Fibrinmonomeren aus, und aktiviert zum anderen die lokalen Thrombozyten. Die
Fibrinmonomere polymerisieren im weiteren Verlauf zu einem Fibrinpfropf, welcher durch
FXIlla stabilisiert wird (31, 36). Der Fibrinthrombus verschlie3t den Defekt (Abb. 1).

Das neue, zellbiologische Modell basiert auf Gerinnungsabldufen, die stérker
ineinandergreifen und sich komplementieren. Hier wird die Gerinnungskaskade in vier
Phasen eingeteilt: (1) Initiation, (1) Amplifikation, (I111) Propagation und (IV) Stabilisation
(37). Als Voraussetzung fur eine funktionsfahige Gerinnungskaskade mussen Kalzium und
Phospholipide zur Verfligung stehen (24). Die Initiationsphase beginnt, wie die extrinsische
Gerinnung, mit der Bindung von TF an FVII und dessen Aktivierung zu FVIla und fihrt
uber die darauffolgende Aktivierung von FX zu FXa, schliet aber, wie zuvor beim
intrinsischen Weg, auch die Aktivierung von FIX zu FIXa ein. Den Abschluss der

Initiationsphase  bildet die Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin. Die
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Thrombinaktivierung kann in dieser Phase effektiv mit dem korpereigenen tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) gehemmt werden. In der Amplifikationsphase werden durch
positive Ruckkopplung die Thrombinaktivierung und die Bindung von Thrombin an
Thrombozyten verstarkt. Zusétzlich aktiviert Thrombin FV und FVI1I, die beide Kofaktoren
im Tenasekomplex (FIXa-FVIlla-FX) und im Prothrombinasekomplex (FXa-FVa) sind. Die
Propagationsphase gewahrleistet die Bereitstellung einer ausreichenden Menge an Tenase-
und Prothrombinasekomplexen und somit einer kontinuierlichen Thrombinproduktion und
Aktivierung von Fibrinogen. Wahrend der abschlieBenden Stabilisationsphase aktiviert
Thrombin zum einen FXIII, welcher Fibrinpolymere stabilisiert und verstarkt, und zum
anderen Thrombin-aktivierten Fibrinolyse Inhibitor (TAFI), welcher den entstehenden

Thrombus vor Fibrinolyse, also vorzeitiger Auflésung schiitzt (37).

1.2.3 Tissue Factor (TF)

Ubersicht zu TF

TF, auch als Gewebethromboplastin und FIII bekannt, ist ein transmembrandses
Glykoprotein (38), welches der Zytokin-Rezeptor-Superfamilie zugeordnet wird (39). Es
besteht in seiner aktiven Form aus 263 Aminoséuren und gliedert sich in eine
zytoplasmatische, eine transmembrandse und eine extrazellulare Domane, wobei der gréRte

Anteil mit 219 Aminoséauren extrazellulér lokalisiert ist (40).

Vorkommen

TF liegt grundsétzlich membrangebunden vor. Es wird diskutiert, dass eine sehr kleine
Menge an freiem TF vorliegt, welcher keine koagulatorische Aktivitat aufweist (41), aber
eine Rolle bei artherosklerotischen Plaques, Sepsis, Diabetes mellitus, Sichelzellandmie und
dem Myokardinfarkt spielt (36, 42).

Der grofite Teil des TF befindet sich gebunden in Geweben und aulRerhalb der BlutgefaRe.
Hohe TF-Aktivitat wurde in diversen Geweben nachgewiesen, wie bspw. in der Adventitia
von Gefalen, in Organkapseln, im Hautepithel, in der Mukosa, in der Bowman-Kapsel der
Nierenglomeruli, in den Astrozyten im Gehirn und im Endometrium. Aufgrund dieser
spezifischen Verteilung wurde postuliert, dass durch TF eine hdmostatische Hulle gebildet
wird (40), welche streng vom Intravasalraum getrennt ist. Neben den oben erwahnten

Gewebearten werden auch Thrombozyten und Monozyten als Syntheseorte fur TF
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kontrovers diskutiert (43, 44). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit liegt der Fokus auf dem TF,

der auf extrazellularen Vesikeln prasentiert wird.

Aktivierung und Regulierung

Die TF-Synthese wird durch diverse Agenzien ausgelost. Hierzu gehdren inflammatorische
Zytokine (IL-1, TNFa), Mitogene (EGF, Insulin, TGFB1, VEGF), Interferone, Endotoxine,
virale Infektionen, Thrombin und Immunkomplexe. Auch wenn eine funktionierende
Gerinnung Uberlebenswichtig ist, so kann eine ungebremste Koagulation sehr schadliche
Auswirkungen wie bspw. Thrombose haben. Um dieses Missverhéltnis zu verhindern, sind
Regulationsmechanismen vorhanden, welche die Synthese und Aktivitat von TF begrenzen
und hemmen. Die TF-Produktionsinduktion kann unter anderem durch cAMP, IL-4, IL-10
und IL-13 gehemmt werden. TFPI1, TFPI2, Annexin V, Antithrombin 11, Sphingosin und
Plattchenfaktor 4 inhibieren den TF-FVIla-Komplex. Wenn keine TF-Aktivitat mehr
vonnoten ist, kann das Glykoprotein tber verschiedene Wege abgebaut werden. An erster
Stelle steht die Internalisierung durch die TF-exprimierende Zelle. Danach kann TF

entweder wiederverwertet oder durch Exozytose aus der Zelle ausgeschieden werden (40).

Physiologische Funktion

Die wichtigste physiologische Funktion von TF ist die Initialisierung der
Gerinnungskaskade bei Geféal3verletzungen. Durch die Stérung der GeféaRintegritdt kommen
die im Blut ubiquitdr vorkommenden Gerinnungsfaktoren in Kontakt mit TF. Durch die
hochspezifische Bindung von FVII an TF und dessen proteolytische Spaltung zu seiner
aktiven Form FVlla wird die extrinsische Gerinnungskaskade ausgeldst. Die TF-Aktivitét
ist hier jedoch stark abhdangig vom Vorhandensein von Kalzium und der Nahe zu
Phosphatidylserin (PS). PS ist ein Membranlipid, welches normalerweise nur in einem sehr
geringen Mal} an der Membranoberflache repréasentiert wird. Zur Aufrechterhaltung der
Membranintegritat ist PS nach innen orientiert ist. Dies wird durch die Aktivitat der
Scamblase sichergestellt (45). Die Membransymmetrie &ndert sich jedoch stark bei
Apoptose mit dem Ergebnis, dass PS auf der Oberflache der Apoptosekorperchen stark
exprimiert wird (40). AuBerdem war bereits beschrieben, dass MV héufig eine PS-Aktivitat

auf der Membranoberflache aufweisen (46).

TF kann durch seine intrazellulare Domane auch als Rezeptor fungieren, da durch Bindung
von FVlla oder durch die Aktivierung von FX zu FXa intrazelluldre Signalkaskaden

angestolRen werden konnen.



Diese Kaskaden sind meist mit einer vorlbergehenden Veranderung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration gekoppelt und beinhalten im Verlauf Inositol-spezifische
Phospholipase C, Proteinkinase C (40), mitogen-activated protein (MAP)-Kinase
(Serin/Threonin-Kinasen) (34) und PAR (47). Es zeigte sich auch, dass TF eine Relevanz
flr die embryonale Gefélientwicklung hat (39).

Pathologische Funktion

Neben seinen physiologischen Aufgaben spielt TF auch in Verbindung mit
Entziindungsreaktionen, Sepsis, immunologischen Erkrankungen, Artherosklerose und
Malignitaten eine Rolle (36, 38, 40, 42, 48). Der Zusammenhang zwischen TF und
Tumorerkrankungen riickt immer nédher in den Fokus der Krebsforschung, da unter dem
Einfluss von TF das Tumorwachstum gefdrdert wird, sowie die mitogene Aktivitat der
Zellen, die Transkription, die Gefal3permeabilitdt und das vaskuldre Endothelwachstum
erhoht sind. Zusétzlich unterdriickt TF antiangiogene Substanzen wie Thrombospondin,
welche Tumorwachstum begrenzen kdnnten. Dies wurde in der Arbeit von Zhang et al.
gezeigt, in der Sarkomzellen mit DNA transfiziert wurden, was entweder zu TF-

Uberexpression oder TF-Unterexpression filhrte (49).

Des Weiteren induziert der Vorgang der EMT (siehe 1.1.1) eine vermehrte Expression von
TF auf Tumorzellen, und dies ist entscheidend fiir das Uberleben der Krebszelle und fir den
Prozess der Metastasierung (11). Dabei exprimieren Tumorzellen TF einerseits direkt auf
ihrer Zellmembran, andererseits exozytieren sie Vesikel, extrazellulare Vesikel, welche TF
auf der Oberflache tragen (50).
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1.2.4 Extrazelluléare Vesikel (EV)

Der Vorgang der Zell-Zell-Kommunikation wurde urspringlich ausschlieRlich auf den
direkten Kontakt von freigesetzten Molekilen einer Senderzelle mit spezifischen
Rezeptoren der Empfangerzelle zuruckgefuhrt (46). In jungerer Zeit konnte man eine weitere
Maoglichkeit der Zellkommunikation nachweisen. Diese beruht auf kleinen extrazelluléren
Vesikeln (EV), die von diversen Zellen in physiologischen sowie pathologischen Situationen
sezerniert werden (51, 52). Sie tragen von ihrer Mutterzelle spezifische Proteine an ihrer
Lipidmembranoberfldche und beeinflussen ihre Umgebung durch horizontalen Transfer von
bioaktiven Molekilen, Proteinen, Lipiden, DNA sowie RNA (53). 2007 konnte das
Vorhandensein von RNA in EV nachgewiesen werden (54). Es stellte sich heraus, dass die
in EVs transportierte RNA zu funktionsfahigen Proteinen translatiert werden kann (z.B.
multi-drug-resistance (MDR)-Gen) (53). Ma et al. zeigten, dass resistente Zellen durch den
Transfer des MDR-1-Gens in sensitiven Zellen einen resistenten Phanotypen hervorrufen
konnten. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass der Transfer von Kalziumkanalen
(TrpC5, transient receptor potential canonical 5) via Exosomen auch zu einer

Medikamentenresistenz fuhrt (55).

Im Ubrigen ist das Sezernieren von EV nicht nur auf den Menschen beschrankt, wodurch

theoretisch die Moglichkeit einer trans-Spezies-Kommunikation besteht (56).

Extrazellulare Vesikel werden nach ihrer GroRe und ihrem Produktionsmechanismus in vier
Kategorien eingeteilt: (1) Exosomen, (I1) Ektosomen (Mikrovesikel, Mikropartikel), (111)
apoptotische Korperchen und (IV) grolRe Onkosomen (46, 53, 57-59).

Da in dieser Arbeit der Fokus auf Exosomen und Ektosomen liegt, wirdin 1.2.4.3und 1.2.4.4

nur kurz auf apoptotische Kérperchen bzw. groRe Onkosomen eingegangen.
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1.2.4.1 Exosomen

Definition

Exosomen sind Vesikel mit einem Durchmesser von 30-150 nm (46), welche sich aus
multivesikuldren Koérperchen formen und von einer Lipidmembran umgeben sind.
Historisch galten sie als 5°‘-Nukleotidase-Aktivitat enthaltende Mikrovesikel einer
neoplastischen Zelllinie (60) bzw. als ein Abfallprodukt wachsender Retikulozyten (61).

Entstehung

Exosomen entstehen durch Einstuilpung endosomaler Membranen, wobei sich Anh&ufungen
intraluminaler Vesikel (ILV) in multivesikularen Kdrperchen (MVK) bilden. Diese kdonnen
entweder (ber Lysosomen verarbeitet werden oder die intraluminalen Vesikel Gber Fusion
mit der Plasmamembran an den Extrazellularraum abgeben (46). Einer der Mechanismen,
welche flr Biogenese und Sekretion von Exosomen verantwortlich sind, ist der endosomal
sorting complex required for transport (ESCRT). Er ist Gbergreifend zustandig fir Bindung,
Sortierung und Zusammenfihrung von ubiquitinierten Proteinen und Rezeptoren (62). Die
Bildung der ILV beginnt mit der Reorganisation der endosomalen Membran. Auf diesen
Vorgang nehmen u.a. CD9 und CD63 Einfluss (63). Neben dem ESCRT besteht noch ein
ESCRT-unabhéangiger Weg der Exosomen-Bildung. Dieser beinhaltet sogenannte lipid rafts

sowie eine Konversion von Sphingomyelin zu Ceramid tber Sphingomyelinasen (64).

Oberflachenmarker

Da Exosomen von Organellen abstammen, kdnnen Proteine der Exosomenformation (z.B.
Alix, TSG101), des Membrantransports (z.B. Annexine, GTPasen), der Adhasion (z.B.
Integrine), der Antigenprasentation (MHC-Klasse-Molekiile) und weitere auf ihrer
Membranoberflache nachgewiesen werden. Abgesehen von Proteinen sind auch Ceramide,
Cholesterol, Phosphatidylserin, Sphingolipide sowie TF hier zu finden (65-67). Als
Exosomen-spezifische Oberflachenmarker wurden Alix, TSG101, CD9 und CDG63
identifiziert (59).

Physiologische und pathologische Funktion

Uber die Funktionen von Exosomen in vivo ist bislang wenig bekannt. Urspriinglich wurde
angenommen, dass Exosomen als Entsorgungslésung fungieren, wenn bestimmte Proteine
nicht lysosomal in der Zelle abgebaut werden kdnnen (52). Inzwischen konnte gezeigt
werden, dass Exosomen andere Zellen auch zelluldre Signale vermitteln kénnen. B-Zell-

Exosomen stimulierten z.B. CD4" T-Zell-Klone (68). Des Weiteren geben Exosomen
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Antigene von Tumorzellen an dendritische Zellen iber MHC-KIlasse I-Molekiile weiter (69).
Uber Exosomen konnen z.B. mehrere Liganden auf einmal mit einer Zelle interagieren. Sie
konnen tber Bindung an einer Zelle deren Rezeptor- bzw. Ligandenprofil erweitern oder

Membranproteine sowie Zytosol zwischen zwei verschiedenen Zellen austauschen.

1.2.4.2 Ektosomen/Mikrovesikel

Definition

Ektosomen werden in der Literatur auch mit den Synonymen Mikropartikel (MP) oder
Mikrovesikel (MV) belegt. In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff Mikrovesikel (MV)
verwendet (46, 53, 57).

MV sind 0,1-1 um grol3e vesikulare Korperchen (Tab. 1), welche im Blut und in diversen
Korperfllssigkeiten von gesunden und kranken Menschen nachgewiesen wurden (46, 70).
Sie bestehen aus Proteinen der Membran und Zelloberflache sowie zytosolischem Material
ihrer Mutterzelle (57, 58). MV kdénnen ihre Umgebung durch horizontalen Transfer von
bioaktiven Molekilen, Proteinen, Lipiden, DNA sowie RNA beeinflussen (53). Eine
Vielzahl von Zellen produziert MV: u.a. Endothelzellen, Leukozyten, Erythrozyten,
Monozyten, Granulozyten, glatte Muskelzellen der Gefale, Kardiomyozyten und
Thrombozyten (57, 70). Ein erster Hinweis auf die Existenz von MV zeigte sich, als Wolf
1967 den sogenannten platelet dust beschrieb. Diese Entdeckung erfolgte nachdem eine
Verlangerung der Plasmagerinnungszeit durch ultrazentrifugiertes Material gezeigt wurde.
Dies lieR auf Komponenten im Plasma schlielRen, welche prokoagulatorische Eigenschaften
aufweisen (57, 71). Erhohte MV-Mengen im Serum sind bei verschiedenen Erkrankungen
detektierbar. Dazu gehdren Diabetes mellitus, chronische Nierenerkrankung, Préaeklampsie,
Bluthochdruck und verschiedene Krebsarten (70, 72). Im Einzelnen sind erhohte Werte beim
Glioblastom sowie Brust-, Lungen-, Ovarial-, Prostata-, Kolorektal- und Magenkrebs
bekannt (73).

Entstehung

Allgemein kann jegliche Form von zellularem Stress zur Entstehung von MV fihren. Die
Synthese von MV verlauft (ber eine bldschenformige Zellprotrusion bzw. Zellmembran-
Ausstulpung der Mutterzelle, das sogenannte blebbing. Dies flihrt zu einer Reorganisation
der Membran-Symmetrie, unterstltzt durch Flippase, Floppase, Scramblase (57) und

Phosphatidylserin, ein an der Zellmembraninnenseite lokalisiertes Lipid, das durch diesen
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Vorgang an die AulRenseite der Membran gelangt (74). Die genaue Signalkaskade, welche
die MV-Produktion induziert, ist noch nicht entschlusselt. Als mogliche Komponenten
werden die Rho-Kinase, ein Regulator der Myosin-Leichte-Ketten Kinase (MLCK) (75),
und die Transglutaminase 2, welche Einfluss auf Proteinquervernetzung und Reorganisation
des Zytoskeletts hat (76), diskutiert. Es ist inzwischen bekannt, dass es zahlreiche Stimuli
gibt, die die MV-Produktion anregen. Offensichtlich spielen proinflammatorische Faktoren,
wie Lipopolysaccharide (77), Zytokine wie Interleukin-1a (78), Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa) (79), C-reaktives Protein (CRP) (80) eine besondere Rolle. Zusatzlich haben erhdhte
intrazellulare Kalziumspiegel (81), prokoagulatorische Faktoren wie Thrombin (82),
Uramie-Toxine wie Homocystein (83), Angiotensin Il (75) und hohe Glukosewerte im Blut
(84) einen Einfluss.

Abbau

Die Elimination von MV ist noch nicht vollstdndig verstanden. Die am weitesten verbreitete
These beschreibt die Phagozytose als Eliminationsweg, das externalisierte Phosphatidylserin
kann hier einen wichtigen Faktor darstellen. Eine andere Mdéglichkeit ist die Opsonisierung
der MV durch IgM (84-87).

Pathologische Funktion

Wie bereits erwéhnt sind MV nicht nur Produkte diverser Vorgange, sondern sie verstarken
und verursachen selbst biologische Effekte. Inflammatorische Prozesse sind ein wichtiger
Ausloser der MV-Produktion, gleichzeitig zeigen Untersuchungen, dass MV selbst
Entzindungsreaktionen unterstitzen und sogar hervorrufen. Da eine solche Entziindung
ohne das Einwirken von Erregern ausgeldst wird, wurde sie auch als ,,sterile Entziindung*
bezeichnet (88). Erhdhte MV-Serumspiegel werden mit dem Schutz vor Immunreaktionen,
Zerstorung der extrazelluldren Matrix (ECM), Metastasierung sowie dem Tumorwachstum
und —uberleben, was die Angiogenese einschlief3t, assoziiert (46, 72-74, 89). MV, welche
bei Extremitatenischdmie in Mausen freigesetzt wurden, fuhrten in mononuklearen Zellen
des Knochenmarks zur Differenzierung eines endothelialen Phénotyps und zu
Neovaskularisation in vivo (90). Zusatzlich spielen MV eine wichtige Rolle in der
Blutgerinnung und sind vermehrt im Zusammenhang mit hyperkoagulatorischen
Krankheiten nachweisbar. Diese prokoagulatorische Qualitat ist darauf zuriickzufuhren, dass
MV eine grolle Menge negativ geladener Phospholipide an ihrer Membranoberflache
aufweisen, welche die Interaktion mit Gerinnungsfaktoren erleichtern, und dass zudem
bestimmte MV-Populationen TF an ihrer Membranoberflache exprimieren (91).
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TF-Expression wurde bei MV, welche von Monozyten, Endothelzellen und vor allem
Thrombozyten abstammen, detektiert (57, 92). In einem in vitro-Experiment wurde durch
Sinauridze et al. 2007 festgestellt, dass die Oberflache dieser MV um den Faktor 50-100
stérker prokoagulatorisch agiert als die von aktivierten Thrombozyten (72, 93). Laut diverser
Veroffentlichungen (16, 94) ist der Effekt von MV unter anderem abhangig von dem
Adhéasionsmolekil P-Selektin, welches ebenfalls fur die Bindung der MV an das Endothel
verantwortlich ist. Des Weiteren wird (ber eine Beteiligung von P-Selektin am

Mechanismus der Metastasierung diskutiert (94).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass MV gleichzeitig das Produkt und der Mitausldser
diverser Reaktionen und Erkrankungen sein kdnnen. Daher besteht neben ihrer Aufgabe als
Transportvesikel flr bioaktive Stoffe auch eine Assoziation zu Entziindungen,
Hyperkoagulabilitat, insbesondere bei Tumorerkrankungen. Das Schlisselelement fur MV,
um an diesen Prozessen mitwirken zu kdnnen, ist der an der Membranoberflache exprimierte
TF, denn ein Zusammenhang zwischen Thromboseinzidenz, MV-Konzentration in
Patientenplasma und Tumorerkrankung ist bekannt und bedarf lediglich einer genaueren
Aufschlisselung (15, 57).

Ein Mechanismus im Zusammenhang mit Tumorausbreitung, namlich die Aktivierung von
Protease-aktivierten-Rezeptoren (PAR) ist bereits bekannt. Dabei handelt es sich vor allem
um PAR2, der durch den TF-FVIla-Komplex, Thrombin oder FXa (95) aktiviert wird und
so wichtige Vorgange wie die Angiogenese und Zellmigration beeinflussen kann (36).

Hierauf wird in Kapitel 1.2.5 genauer eingegangen.

1.2.4.3 Apoptotische Korperchen

Diese Vesikel entstehen im Verlauf der Apoptose, des von der Zelle selbst gesteuerten
Zelluntergangs (72). Die GroRe der apoptotischen Korperchen variiert stark von 0,05 bis 5
um (46, 53, 72, 96). In der Apoptose durchlaufen Zellen eine Serie von Veranderungen, um
ihre potentiell fir die Umgebung toxisch wirksamen Komponenten in Vesikel zu verpacken.
Die entstandenen Vesikel enthalten nukledre Fragmente, stark verpackte zelluldre
Organellen und Plasmamembran- sowie Zytosolbestandteile (72). Anschlielend kénnen die
Vesikel von Phagozyten abgebaut werden. Apoptose kann Uber den intrinsischen oder den
extrinsischen Weg verlaufen. Beide Pfade gehen in Cytochrom c-, Caspase- und p53-

vermittelte Prozesse Uber.
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1.2.4.4 GroRe Onkosomen (GO)

Grolie Onkosomen verdanken ihren Namen ihrer GroRe, die von 1-10 pm reicht sowie ihrem
onkogenen Inhalt (bspw. Metalloproteasen, RNA, Caveolin-1, ADP-Ribosylationsfaktor 6
(97); Tab. 1). Ahnlich wie Ektosomen entstehen auch diese Vesikel durch blasenférmige
Membranprotrusion. Der Nachweis von groflen Onkosomen wurde mit diversen Tumorarten
assoziiert, wie u.a. dem Prostata-, Mamma- und Lungenkarzinom. Auch ein Zusammenhang
zwischen groBen Onkosomen und hoch aggressiven und migratorisch aktiven Tumorzellen

konnte hergestellt werden (53).

Vesikel-Art GroRe [um] Entstehung
Exosomen 0,03-0,150 Exozytose,
MVK-Fusion mit der
Zellmembran
Ektosomen 0,1-1 Blaschenférmige

Zellprotrusion
Apoptotische Korperchen 0,5-5 Blaschenformige

Zellprotrusion
GroRe Onkosomen 1-10 Blaschenférmige

Zellprotrusion

Tabelle 1: Ubersicht der EV-Subpopulationen (46, 53)
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1.2.5 Protease-activated-receptors (PAR)

Ein Weg fir freien oder im Komplex gebundenen TF, um Tumor-assoziierte Prozesse zu
beeinflussen, fuhrt tber PAR. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren (GPgR), welche aus PAR1-4 besteht (98). PAR sind an diversen VVorgangen wie
H&mostase, Embryonalentwicklung, Entziindung und Tumorprogression beteiligt. Wie alle
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bestehen PAR aus sieben transmembrandsen Domanen,
welche durch drei intra- und drei extrazellulare Schleifen verbunden sind. Fiir die Interaktion
mit dem Rezeptor ist der extrazellulare N-Terminus und flr die Signalweiterleitung der

intrazellulare C-Terminus verantwortlich (99).
Vorkommen

PAR sind in einer Vielzahl von Zellen und Geweben nachweisbar. Hierzu gehéren u.a.
Thrombozyten, Fibroblasten, Monozyten, T-Zellen, Zellen des Epithels, Endothels, der
glatten Muskulatur, des Herzens, des Gehirns, der Lunge, der Nieren, der Leber, des
Pankreas, der Lymphknoten, des Gastrointestinaltrakts, der Plazenta und der Hoden sowie
bestimmte Tumorzell-Linien (epitheliale Karzinome, Astrozytom, hepatozelluldres
Karzinom) (98, 100, 101). PAR1, PAR3 und PAR4 sind uberwiegend im GefaRsystem
reprasentiert und PAR2 in den Zellen der Atemwege, des Intestinaltrakts und des
GefaRsystems (95).

Aktivierung und Regulierung

PAR sind fur die zellulare Antwort auf Proteasen wie Thrombin, FXa, Kallikrein,
aktiviertem Protein C (APC), neutrophiler Protease 3, TF/FVIla/FXa und anderer
verantwortlich, wobei Thrombin nur mit PARL, 3 und 4 interagiert, nicht mit PAR2 (98).

PAR weisen einen speziellen Aktivierungsmechanismus auf. Bei GPgR binden hydrophile
Molekile als Liganden reversibel am Rezeptor, um eine intrazellulare Antwort
hervorzurufen. PAR hingegen werden durch Proteasen, vor allem Serin-Proteasen, aktiviert
(99). Diese binden an fir sie charakteristische loci und demaskieren einen tethered ligand,
welcher am Rezeptor gebunden bleibt. Erst dieser tethered ligand kann die intrazellulére
Kaskade aktivieren, indem er die Konformation des Rezeptors verdndert (Abb. 3). Fur
gewohnlich weist jeder Ligand einen definierten, fir ihn charakteristischen Effekt auf. Bei
PAR kann es durch ein Ansetzen der Proteasen an verschiedenen loci am N-Terminus zu

unkonventionellen tethered ligands kommen, welche dadurch einen alternativen
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intrazellularen Signalweg einleiten. Diese Art von Liganden-Ansatzselektivitdt wird als
biased signalling bezeichnet (98) (Abb. 2).

Ligand 2 (Alternativ-Ligand) |

Ligand 1 (Standard-Ligand
a b [ | d | e |f f

-------------------------

< PAR-Rezeptor > gl Ll by

! !

PAR-Antwort 1 PAR-Antwort 2
(Standard-Antwort) (Alternativ-Antwort)

Abbildung 2: Mdogliche PAR1-Aktivierungen; Abbildung modifiziert nach Gieseler et al. (98).
Gezeigt werden zwei Moglichkeiten der PAR1-Aktivierung. Die konventionelle Art der Aktivierung
wird durch Abbildung A dargestellt. Durch Proteolyse wird ein tethered ligand (f) gebildet, welcher
im Zuge an den Rezeptor bindet und eine spezifische Antwort bewirkt. Dem entgegen kann wie in
Abbildung B der Rezeptor an der gleichen Stelle auch durch einen Liganden, wie z.B. ein
synthetisches Peptid, aktiviert werden, welcher den tethered ligand nur imitiert und die Proteolyse
umgeht

Die PAR-Aktivierung ist irreversibel und kann mehrere Signalkaskaden induzieren. Der
klassische Weg fuhrt Uber eine heterotrimere Antwort, welche ber Guaninnukleotid-
bindende-Proteine (G-Proteine) verlauft. Zusatzlich kann (ber einen Beta-Arrestin-Weg
signalisiert werden, der (ber ein Liganden-abhdngiges Geriist und einen
Transaktivationsweg agiert, welcher eine Varietdt weiterer Rezeptoren und Transmitter
enthélt (bspw. PAR2 — Beta-Arrestin — Raf-1 — aktivierte ERK1/2 (102)). Des Weiteren kann
uber Transaktivierung diverser anderer Rezeptoren eine Signalkette aufgebaut werden (siehe
Abb. 3; (98)).

Der Abbau der PAR beinhaltet drei Schritte. Der erste Schritt ist die Desensitisierung durch
eine schnelle Phosphorylierung und Arrestin-Bindung. Dies flhrt innerhalb von Sekunden
zur Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein-abhangigen Signalweg. Der zweite Schritt
besteht aus der Internalisierung des aktiven Rezeptors und lauft innerhalb weniger Minuten

ab. Ein dritter Schritt ist bislang nur fir PAR1 bekannt. Dieser fihrt zur lysosomalen
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Zersetzung des Rezeptors. So wird sichergestellt, dass die aktivierten Rezeptoren, im
Gegensatz zu anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, nicht mehr weiterverwendet
werden konnen (95). Es sind Unterschiede bei der Wirkweise der PAR bekannt. So wurde
z.B. bei PAR4 festgestellt, dass eine verlangsamte Internalisierung und Phosphorylierung
vorliegt (103, 104).

PAR kdnnen Uber diverse Interaktionen Prozesse beeinflussen. Hierzu gehdren zum einen
die Aktivierung von PAR untereinander, zum anderen die Aktivierung von toll-like-
Rezeptoren (TLR), lonen-Kanal-Rezeptoren, anderer G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren
(GPgR), Rezeptor-Thyrosin-Kinasen (RTK) und Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen (RSTK)
(98) (Abb. 3).

PAR
TLR I RSTK
lonen-Kanal- :
Rezeptor RTK
Frachtrezeptoren l NLR

GPgR

Abbildung 3: PAR-Interaktionsmdglichkeiten; Abbildung modifiziert nach Gieseler et al. (98). Hier
wird die Vielzahl an Interaktionen aufgezeigt, zu denen PAR féhig sind, wie bspw. von verschiedenen
PAR untereinander, mit lonen-Kanal-Rezeptoren oder Rezeptor-Thyrosin-Kinasen. [GPgR: G-
Protein-gekoppelter Rezeptor; PAR: proteinase-activated-receptor; RTK: Rezeptor-Thyrosin-
Kinase; RSTK: Rezeptor-Serin/Threonin-Kinase; TLR: toll-like-Rezeptor; NLR: nucleotid
oligomerization domain receptors]
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Physiologische Funktion
PAR1 (urspriinglich als Thrombin-Rezeptor bezeichnet) tritt Uber Thrombin in

verschiedenen Prozessen hinsichtlich Entzindungen, Gewebeumbau und -heilung auf.
PAR2 spielt bei der Reaktion auf Geféalischéden eine Rolle. PAR3 ist der sogenannte zweite
Thrombin-Rezeptor. Bislang ist tiber ihn bekannt, dass er in Thrombozyten als Kofaktor zur
Aktivierung von PAR4 agiert (105). PAR4 hat mit PAR2 Bedeutung fur die menschliche
Embryogenese, da das PAR2-PAR4-Dimer in embryonalen Nierenzellen fir den

Membrantransport verantwortlich ist (106).

Pathologische Funktion

Neben den physiologischen Aufgaben der PAR wurden auch pathophysiologische
Wirkungsweisen identifiziert. Eine Signalkaskade mit PAR1, PAR4 und epidermal growth
factor receptor (EGFR) wurde bei kardiovaskuldren Erkrankungen nachgewiesen, welche
uber gegenseitige Transaktivation pathologische Funktionen wie remodeling zur Folge hat
(98). Weiterhin wurde herausgefunden, dass Uber PAR2 und dessen Regulation von PAR1
hyperplastische Reaktionen hervorgerufen werden, welche zu arterieller Gefalschadigung
und Stenose fiihren. Interessanterweise spielt PAR2 hier eine protektive Rolle, indem es die
Reperfusion einst ischamischer Areale antreibt (98, 107). Im Krankheitsbild der
Lungenfibrose haben PAR und EGFR einzeln oder in Kombination auch eine
pathophysiologische Bedeutung. Hier spielen PAR1, 2 und 4 eine wichtige Rolle, indem sie
durch Umwandlung von zelluldren Phé&notypen und Sezernierung von profibrotischen
Faktoren Verletzungen im umliegenden Gewebe verursachen (108-110). Bei Arthritis wird

ein Zusammenhang zur PAR1-EGFR-Interaktion vermutet (111).

In verschiedenen medizinischen Bereichen wurde eine Beteiligung von PAR beschrieben,
unter anderem bei Entziindungsmechanismen, Schmerz und Infektion. Offensichtlich sind
unterschiedliche PAR-Isotyen bei verschiedenen pathophysiologischen VVorgangen beteiligt.
Z.B. hat PAR4 hat einen starken proinflammatorischen Effekt (112, 113). Die Interaktion
von PAR1 mit PAR3 verandert die Selektivitat von PARL fiir G13, einem Teil der G-Protein-
Signalkaskade, was im Verlauf eine Dysfunktion der endothelialen Barriere fordert. PAR1
alleine wiederum zeigt bei Aktivierung durch Protein C einen protektiven Effekt durch eine
Verbesserung der endothelialen Barrierefunktion (114, 115). PAR2 wird vornehmlich mit
Schmerz in Verbindung gebracht. Beispiele hierfir sind Arthritis (116), Pankreatitis (117)

und Paclitaxel-induzierter neuropathischer Schmerz (118).
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Fur diese Arbeit ist der Zusammenhang zwischen PAR und Tumorprogression wichtig. Mit
Thrombin und TF als starke Aktivatoren von PAR konnte bereits eine Korrelation zwischen
Hyperkoagulation und der Progression von Tumorerkrankungen hergestellt werden. Es
stellte sich heraus, dass die Signalkaskaden, welche zur Koagulation fuhren, auch in der
Tumorprogression eine wichtige Rolle spielen (119, 120). Tesfamariam et al. stellten 2016
fest, dass Tumorzellen/Metastasen bspw. in der Blutbahn mit Thrombozyten oder Fibrin
interagieren, um sich vor einer Immunreaktion bzw. vor Detektion durch das Immunsystem
zu schitzen (121). Fibrinthrombi werden ebenfalls mit der Bildung von metastatischen
Kolonien und dem Prozess der Angiogenese in Verbindung gebracht. PAR-Expression
konnte bei diversen Tumorarten nachgewiesen werden (122), wie bspw. PAR1 in
aggressivem Melanom, Kolon- und Prostata-Karzinom sowie invasivem Brustkrebs. PAR1
und 2 sind in Stroma-Fibroblasten maligner Gewebe, jedoch nicht im Gesunden detektierbar
(123). Tumoren sind mit Proteasen geséttigt, welche PAR aktivieren kénnen, wie z.B.
Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) und Matrix-Metalloproteasen (MMP). Eine
Hochregulation von uPA wird mit einer schlechten Uberlebensprognose der Krebspatienten
verbunden (124), da Plasminogen zu Plasmin aktiviert wird, welches extrazellulére
Matrixproteine zerstéren kann (125) und PAR1 aktiviert (98). PAR1 unterstiitzt wiederum
die Zellmotilitat Gber Aktivierung von EGFR.

Ein weiterer wichtiger Faktor in diesem Szenario ist TF. Dessen Expression liegt bei
Tumorzellen hochreguliert vor (126). In Verbindung mit FVII und FX ist TF in der Lage
PAR zu aktivieren. Der TF-FVII-Komplex agiert hier iber PAR2, FXa sowohl uber PAR1
als auch PAR2 (127). Die Aktivierung von PAR1 sowie von PAR2 kann eine
Phosphorylierung von extracellular-signal regulated kinase (ERK) 1/2 initialisieren (128).
Vor allem ERK2 kann mit Tumorzell-Migration und —Invasivitat in Verbindung gebracht
werden (129). Es zeigte sich, dass PAR1 einen starken Effekt auf die Angiogenese hat, so
waren 50% der PAR1-null Mause im Mausmodell wahrend des zweiten Trimenon aufgrund
abnormaler GefalRentwicklung verstorben. Bei Wiederherstellung der PAR1-Expression
uberlebten die Tiere einer Vergleichsgruppe den Beobachtungszeitraum (130, 131). Zudem
wurde festgestellt, dass bei einer PAR1-Induktion Tumorwachstum und Angiogenese
vermehrt auftraten (111), und die VEGF-Produktion zunahm (132). PAR2 spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle fir die Tumorprogression. Erhohte Mengen Trypsin, eines starken
PAR2-Aktivators, sind bei Magen-, Kolon-, Ovarial- und Lungenkarzinom ermittelt worden
(133). Die Migrationsinduktion ber PAR2 beinhaltet eine Arrestin-abhangige ERK1/2-

Aktivierung (134). Zudem stimuliert PAR2 die EGFR-Aktivitat und zelluldre Proliferation.
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Die vermehrte PAR-Aktivitat lasst sich unter anderem darauf zurlckfihren, dass die in
normalen Zellen vorhandenen Regulationsmechanismen in Tumorzellen geschwécht sind
oder ganz ausfallen. In Brustkrebszellen fehlte die Herabregulation der PAR-Expression an
der Zelloberflache und die Internalisierung, das Recycling und der lysosomale Abbau der

Rezeptoren waren verlangsamt (135).

Tesselaar et al. zeigten 2007 eine Verbindung zwischen Krebserkrankungen und
Hyperkoagulabilitat auf (15). PAR koénnen durch Gerinnungsfaktoren einzeln oder in
Kombination aktiviert werden und dann Tumor-erhaltende Prozesse, wie die Metastasierung
und Angiogenese nach sich ziehen. Daher stellt sich die Frage, ob nicht die bei
Tumorpatienten Leitlinien gerecht durchgeflhrte antithrombotische Therapie ebenfalls eine
antiproliferative/antimetastatische sein kann. Dieser mdgliche Zusammenhang und die mit
dieser Fragestellung durchgefuhrten klinischen Studien werden in der Diskussion
besprochen. Im Vordergrund der antithrombotischen Therapie stehen dabei unfraktioniertes
Heparin (UFH) und niedermolekulare Heparine (NMH) (136).

1.3 Gerinnungshemmung
1.3.1 Physiologische Antikoagulation
1.3.1.1 Ubersicht

Die korpereigene Antikoagulation konzentriert sich zum gréRten Teil auf eine Hemmung
der Gerinnungsfaktoren durch Blockierung des aktiven Zentrums der Serinproteasen.
Antithrombin 111 spielt hier eine wichtige Rolle, da es die Faktoren Ila, Xa, IXa, Xla, Xlla
sowie Kallikrein einschrankt, was in einer Hemmung der Thrombinsynthese resultiert (31).
Ein weiterer Inhibitor ist Protein C. Dieses wird aktiviert, wenn Thrombin an
Thrombomodulin bindet, welches auf intaktem Endothel exprimiert wird. Durch die
Kopplung von Protein C an Protein S werden die Faktoren Va und Vllla gehemmt. Die
Fibrinolyse wird durch Plasmin bestimmt, welches aus dem Plasmaglobulin Plasminogen
aktiviert wird. Dazu tragen zum einen Gewebe-gebundene Faktoren (t-PA, tissue-type-
Plasminogenaktivator; uPA, Urokinase) und zum anderen Blutaktivatoren (FXlla,
Prékallikrein) bei (31, 32).
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Als Letztes zu nennen ist der tissue factor pathway inhibitor (TFPI) auf den im néchsten

Abschnitt naher eingegangen wird (Abb. 4).
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Abbildung 4: Korpereigene Antikoagulation; modifiziert nach Behrends et al. 2010 (32); durch
Antithrombin 11 werden Flla, FXa, FIXa, FXla, FXlla und Kallikrein gehemmt; Protein C gekoppelt
mit Protein S blockiert FVa und FVllla; die Fibrinolyse kann durch t-PA, uPA, FXlla und
Prékallikrein eingeleitet werden; Gewebethromboplastin (TF) kann durch TFPI gehemmt werden
(31, 32)
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1.3.1.2 Tissue factor pathway inhibitor (TFPI)

TFPI ist ein naturliches Antikoagulans (137), welches als mehrsegmentiges Protein aus
einem sauren Amino- oder N-Terminus, drei Kunitz-Typ-Domdnen (K1-3) und einem
basischen Carboxy- oder C-Terminus besteht (138-140). 80% des TFPI sind mit der
Gefallwand assoziiert, 20% zirkulieren im Kreislauf. Von den 20% Plasma-TFPI sind
wiederum 80% an diverse Lipoproteine gebunden, nur 10% liegen ungebunden vor (141).
Eine Produktion von TFPI wurde in Endothelzellen, Zellen der glatten Muskulatur,
Fibroblasten, Keratinozyten und Urothel nachgewiesen (142). Die mRNA von TFPI (TFPI-
1) kann alternativ gesplei8t werden, um die Isoformen TFPIa und TFPIB zu produzieren
(143-146). TFPIa besteht aus allen drei Kunitz-Doméanen sowie dem C-Terminus und TFPIB
nur aus K1, K2 und einem veranderten C-Terminus (140, 144, 145). K1 hemmt den TF-
FVlla-Komplex durch Bildung eines quartaren Inhibitorkomplexes aus FVIla, TF, TFPI und
FXa. Die Doméane K2 hemmt spezifisch FXa. In verschiedenen Untersuchungen stellte sich
heraus, dass zuerst die FXa-Hemmung uber K2 vollendet sein muss, damit K1 den TF-
FVIla-Komplex hemmen kann (138, 144, 145). K3 kann Protein S als Kofaktor binden, was
die K2-FXa-Bindung stark verbessern kann (147). K3 und der C-Terminus enthalten
Heparinbindungsstellen (144, 145). TFPIa und TFPIP sind tber Glycophosphatidylinositol
(GPI) mit dem Endothel verbunden. TFPIa ist nur indirekt Uber einen GPI-verankerten
Korezeptor, K3 und den C-Terminus verbunden. TFPIB ist direkt iiber den alternativen C-
Terminus verbunden (145, 146). Beide Isoformen kdnnen den TF-FVIla-Komplex sowie
FXa hemmen. Seit kurzem ist bekannt, dass TFPlo =zusétzlich friilhe Formen des
Prothrombinase-Komplexes hemmen kann (148). TFPI wird bei der Aktivierung der
extrinsischen Koagulationskaskade parallel zu TF freigesetzt, ist jedoch auch an der
antikoagulatorischen Wirkung von Heparin beteiligt. Heparin veranlasst die Ausschuttung
von TFPI aus den Speichern der Endothelzellen (149). In gesunden Menschen l&sst sich eine
TFPI-Konzentration von 35-90 ng/ml nachweisen, die nach einmaliger Gabe von 75 1U/kg
Tinzaparin auf Werte von 150-230 ng/ml erhoht werden kann (150). Es ist allerdings unklar,

wie hoch die TFPI-Konzentration im Gewebe ist.
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1.3.2 Medikamentdse Antikoagulation

1.3.2.1 Ubersicht

Gerinnungshemmung kann sowohl die primare, als auch die sekundére Gerinnung betreffen.
Eine  medikamentdose = Hemmung der primdren  Gerinnung erfolgt  Uber
Thrombozytenaggregationshemmer. Bekannte Mechanismen sind ADP-Hemmung (z.B.
Clopidogrel, Prasugrel), COX-Hemmung (z.B. Acetylsalicysaure, ASS), GPlIb/lla-
Antagonisierung (z.B. Tirofiban, Eptifibatid) sowie die Hemmung der Phosphodiesterase

(z.B. Dipyridamol, Trapidil).

Auch zu einer Hemmung der sekunddren Gerinnungskaskade flihren verschiedene
therapeutische Ansétze. Mittels Hemmung von Vitamin K-abhé&ngigen Gerinnungsfaktoren
(z.B. Phenprocoumon, Warfarin), direkter Thrombininhibition (z.B. Argatroban,
Dabigatran), selektiver FXa-Hemmung (z.B. Fondaparinux, Rivaroxaban) und Hemmung
von Thrombin sowie FXa (UFH, NMH) kann Einfluss auf diese Blutstillung genommen
werden (31).

Da in dieser Arbeit der Fokus auf einem Vertreter der niedermolekularen Heparine (NMH,
Tinzaparin) liegt, werden diese in Verbindung mit unfraktioniertem Heparin (UFH) im

Folgenden genauer betrachtet.

1.3.2.2 Unfraktioniertes Heparin (UFH) und Niedermolekulare Heparine (NMH)

Heparin ist ein Glykosaminoglykan (151), welches aus sulfatiertem D-Glucosamin und
Glucuronséure besteht und dessen Molekulargewicht von 5 bis 30 kDa (Mittel 15 kDa)
reicht. Vereint unter dem Uberbegriff Heparin sind UFH und NMH. Die Unterscheidung
wird durch die Kettenldange des Polysaccharids bestimmt. Ab <18 Sacchariden bezeichnet
man das Molekul als NMH (31).

Die erste Form des Heparins wurde 1916-17 entdeckt und die erste kommerzielle
Herstellung von Heparin gelang 1924 (152). Heparin ist eines der &ltesten, immer noch
Klinisch verwendeten Arzneimittel (151). In den 1980er Jahren folgte die Entwicklung von
NMH (153, 154). Es gibt viele Méglichkeiten NMH herzustellen. Im Mittelpunkt steht die

chemische und die enzymatische Depolymerisation von unfraktioniertem Heparin.

UFH ist seit Gber 60 Jahren Teil des klinischen Alltags und das Mittel der Wahl zur
Pravention und Behandlung von venésen Thrombosen (154). Seit den 1980er Jahren haben

sich jedoch die NMH als primdres Arzneimittel zur Prdvention von postoperativer
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Thrombose durchgesetzt. Mit der Zeit wurden ihnen immer weitere Indikationen
zugesprochen. So sind sie heute nicht nur bei Venenthrombosen indiziert, sondern auch zur
Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen, thrombotischen oder ischdmischen
Schlaganféllen, Krebs und neurodegenerativen Krankheiten (155). Sie Uberzeugen mit
erhdhter  Bioverfiigbarkeit durch geringere Proteinbindung, einem geringeren
Nebenwirkungsrisiko, was stationdre Uberwachung unnétig werden lasst, und einer
erhohten Plasmahalbwertszeit, die eine tagliche Gabe ausreichend macht (156). NMH sind
dem UFH nicht nur wirkungsbezogen ebenbirtig. Es hat sich zusatzlich gezeigt, dass die
Gesamtmortalitat bezogen auf alle betroffenen Patienten bei einer Therapie mit NMH im
Vergleich signifikant zurtickgeht (157, 158) und das Osteoporoserisiko verringert ist (159).
Auch im Bereich der Dialyse ubersteigt ihr klinischer Nutzen den des UFH. Dieser zeigt
sich, indem die extrakorporale Antikoagulation wie mit UFH aufrechterhalten, jedoch das
Risiko fur Blutungen und Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) mit NMH minimiert
werden kann (160). Ein zusétzliches Argument zu ihren Gunsten ist der Kostenvorteil
gegentber UFH, da NMH gunstiger in der Herstellung sind und von Patienten selbst zu

Hause subkutan appliziert werden kénnen (161-163).

UFH hemmt FXa und Flla. Fur die FXa-Hemmung reicht die Bindung zu Antithrombin aus,
wohingegen die Flla-Hemmung uber eine Zweifachbindung des Heparins erfolgt. Hier wird
Antithrombin und, nur méglich ab 18 Polysacchariden (154, 164), zusatzlich FVIla (31)

gebunden.

NMH dagegen besitzen eine geringere durchschnittliche Gréfke von 4-9 kDa (Mittel 4-6
kDa) und sind auf Grund ihrer Lange selektive FXa-Hemmer. Je nach Lange besteht
zusétzlich eine geringe Thrombin-Hemmung (31). Zusétzlich kann eine TFPI-Ausschittung
induziert werden (165), welche insbesondere in dieser Arbeit von Bedeutung ist.

Im Fall von Tumor-assoziierten vendsen Thromboembolien ist laut S2-Leitlinie,
veroffentlicht durch das AWMF 2015, fur die ersten 3-6 Monate nach einem
thromboembolischen Vorfall und vorliegender Tumorerkrankung eine Therapie mit NMH
durchzufuhren (28). Die Therapie hat den Vorteil gegeniiber der Therapie mit UFH, dass die

Einstellung der Patienten einfacher zu maoglich ist.

Des Weiteren ist laut der Leitlinie eine Therapie mit NMH aus den oben erlduterten Griinden
weniger risikobehaftet als eine Therapie mit UFH (28). In dieser Arbeit wird das NMH
Tinzaparin (Innohep, LEO Pharma GmbH) nadher untersucht, weil es tber besondere

Eigenschaften verfugt, die firr die vorliegende Fragestellung relevant sind.
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1.3.2.3 Tinzaparin

Tinzaparin ist ein 5,5-7,5 kDa groBes Molekul (166), welches Uber enzymatische
Depolymerisation aus unfraktioniertem Heparin mithilfe des Bakteriums Flavobacterium
heparinum gewonnen wird (155, 162). Es stoppt die Blutgerinnung durch Hemmung der
Gerinnungsfaktoren FXa und Flla. Zusétzlich induziert es die Ausschiittung von TFPI aus
Endothelzellen (167).

Tinzaparin ist fur die Behandlung von akuter symptomatischer Thrombose der tiefen
Beinvenen (TVT) mit oder ohne Lungenembolie, bei gleichzeitiger Gabe von Warfarin-
Natrium (166, 168) zugelassen. Zusétzlich zu den Eigenschaften, welche Tinzaparin mit den
anderen NMH teilt, kann es auch Patienten mit stark eingeschrankter Nierenfunktion
(Kreatinin-Clearance bis 20ml/min) verabreicht werden. Auch ist eine Dosis-Anpassung bei

Patienten mit einem BMI > 25 nicht notwendig (169).

Es gibt Studienergebnisse, die darauf hinweisen, dass Tinzaparin neben seinen
antithrombotischen Eigenschaften auch antiangiogene und antimetastatische Wirkung hat
(167, 170). Zudem zeigte die Verwendung von Tinzaparin in einem Mausmodell mit B16-
Melanomzellen die Reduktion einer Lungenmetastasierung um 96% (167).

In die Pathophysiologie von Krebserkrankung kann Tinzaparin tber TFPI eingreifen. Es
bewirkt in der Gruppe der NMH die hochste Ausschittung von TFPI (165). Diese
Eigenschaft konnte auch die Unterschiede zu den anderen NMH erkl&ren.
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1.4 Fragestellung

In der Literatur wurde ein Zusammenhang zwischen der Thromboseinzidenz bei

Tumorpatienten, deren Tumorstadium und der Mikrovesikel (MV)-Konzentration im

Patientenblut beschrieben. Des Weiteren wurden MV mit Tumorzellmigration assoziiert (46,
72-74, 89).

In dieser Arbeit wurden zwei Thesen untersucht:

1.

Extrazellulare Vesikel (EV), insbesondere MV, induzieren die Migration von
Tumorzellen.
Diese Migrationsinduktion kann durch das niedrigmolekulare Heparin (NMH)

Tinzaparin inhibiert werden.

Dazu wurden MV aus malignen Erglssen von Patienten mit kolorektalem, Mamma- und

kleinzelligem Lungenkarzinom gewonnen.

Als Testzellen wurde die humane Pankreaskarzinomzelllinie Colo357 in vitro verwendet.

Die Hypothesen wurden nach folgendem Schema untersucht:

1.
2.

Nachweis von TF-tragenden MV in malignen Ergissen

Identifikation und Charakterisierung der Subpopulationen durch high speed-
Zentrifugation

Nachweis der Migrationsinduktion bei Tumorzellen durch TF-tragende MV in
malignen Ergussen

Nachweis der Migrationshemmung durch das NMH Tinzaparin

Nachweis der TFPI-Produktionsinduktion durch das NMH Tinzaparin in
Tumorzellen

Nachweis der Migrationshemmung durch TFPI in Tumorzellen
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geréate

Gerat

Hersteller

XCELLigence RTCA DP System®

CIM-Plate® (Cell Invasion/Migration)

Acea Biosciences Inc., San Diego, CA,
USA

Durchflusszytometer Navios®

Beckmann Coulter

Deutschland

Inc., Krefeld,

ELISA Washstation

Dade Behring, Inc., Westwood, MA 02090,
USA

MRX TC Revelation® (Version 4.22)

Dynex Technologies GmbH, Denkendorf,
Deutschland

Centrifuge 5417 R®

Multipipette plus

Centrifuge 5430 R®

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gelaire BSB 4A®

Gelaire Pty Ltd, Sydney, Australien

Schittelplatte, Titramax 100®

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Pipettus

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

(i Columns®, Order No. 130-042-701

MACS MultiStand®

Miltenyi  Biotech,
Deutschland

Bergisch-Gladbach,

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Heracell 150®

Heraeus Megafuge 1.0 Centrifuge®

Heraeus Labofuge 400®

Thermo Fisher Scientific Inc., Pinneberg,
Deutschland

MS 2 Minishaker

Werner Hassa Laborbedarf GmbH, Libeck,
Deutschland

Mikroskop

ZEISS, Oberkochen, Deutschland
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GFL 1083® Wasserbad

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschland

Tabelle 2: Gerate

2.1.2 Medien, Puffer, Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Hersteller

anti-Human
LS-

F3/Tissue-Factor  Mouse

Monoclonal (FITC) Antibody

C44960-100

Human Tissue Factor Pathway Inhibitor
(TFPI)

Cytocount

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS)

Natrium-Pyruvat 100 mM

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Megamix

BioCytex, Marseille, Frankreich

Tinzaparin; Innohep® 20.000 1U/ml

LEO Pharma
Deutschland

GmbH, Neu-Isenburg,

PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered | PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Saline, No Ca?* and Mg?* Osterreich

TE, Trypsin-EDTA

Rekombinantes, humanes TGF-f1 ReliaTech GmbH, Wolfenbuttel,

Deutschland

Kollagen, Cat. No. C9791

Trypan-Blue Solution (0,4 %)

Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
USA

Medium (Lonza RPMI 1640)

Thermo Fisher Scientific Inc., Pinneberg,

Deutschland

PSG
100 ml

(Penizillin-Streptomyzin-Glutamin)

Fisher
Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Thermo Scientific

Deutschland

Tabelle 3: Substanzen

30



http://www.thermofisher.com/

2.1.3 ELISA-Kits

Kit

Hersteller

Imubind® Total TFPI ELISA Kit, Product
No. 849

American Diagnostica GmbH, Pfungstadt,
Deutschland

Annexin V MicroBead® Kit

Miltenyi  Biotech,
Deutschland

Bergisch-Gladbach,

MP-TF-Activity Assay

Aniara, West Chester OH, USA

Tabelle 4: ELISA-Kits

2.1.4 Ergusse und Zellen

Ergusse

(Erguss Nr. 612, CRC)

Pleuraerguss eines metastasierten kolorektalen Karzinoms

(Erguss Nr. 599, BC)

Pleuraerguss eines metastasierten Mammakarzinoms

(Erguss Nr. 575, SCLC)

Pleuraerguss eines kleinzelligen Lungenkarzinoms

Zellkultur

Colo357

European Collection of Authenticated Cell
Cultures  (ECACC; Inventarnummer
94072245; nicht mehr kduflich erwerbbar)

Tabelle 5: Ergusse und Zellkultur
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2.1.5 Sonstige Materialien

Material

Hersteller

Test Tube, 12 x 75 mm, blue

Beckmann Coulter Inc., Krefeld,

Deutschland

Pasteur-Pipette

Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland

Pipetten (1000pl, 500ul, 200ul, 100ul,
50pl, 20pul)

Eppendorf AG., Hamburg, Deutschland

Pipetten (100-1000pI, 10-100pI, 20-100p1)

cm?, non-pyrogenic, non-cytotoxic

Cellstar®, 5ml, 10ml, 25ml Greiner Bio One International GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitze 100 gelb, 1000 farblos

PP-R&hrchen, steril, 15ml, 17,0/120mm

PP-R&hrchen, steril, 50ml, 30,0/115mm

Kulturflasche, Tissue Culture Flask, 75| Sarstedt AG & Co, Nuimbrecht,

Deutschland

Pipettenspitze 10ul, farblos

Combitips Advanced® 2,5ml

Th. Geyer GmbH & Co. KG, 53340
Meckenheim, Deutschland

Ampuwa® Spullésung 1000ml Plastipur

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Tabelle 6: Sonstige Materialien
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2.2 Methoden

Probenentnahme vom Patienten - maligne Erqiisse

Die in dieser Arbeit untersuchten extrazelluldaren Vesikel wurden aus malignen Ergiissen
(Aszites) von Patienten mit einem Karzinom isoliert. Hier wurde das Material von drei
Patienten mit jeweils metastasiertem Kolon-Karzinom, metastasiertem Mamma-Karzinom
und Kkleinzelligem Lungenkarzinom verwendet (Tab. 7). Fur diese Arbeit relevant ist, dass
eine Peritonealkarzinose einen malignen Aszites hervorrufen kann (4). Es ist bekannt, dass
das Vorhandensein von malignem Aszites die Prognose verschlechtert und das Uberleben
erheblich verkirzt (171, 172).

Das Arbeiten mit anonymisiertem biologischem Patientenmaterial (Restmaterial) wurde
durch die Ethikkommission der Universitat zu Libeck (AZ 11-206, 29.04.2013, siehe
Anhang) genehmigt.

Ergussnummer Alter des/der Geschlecht Karzinom-Art
Patient/in
575 63 m Kleinzelliges

Lungenkarzinom
599 79

612 95 w Kolonkarzinom

Mammakarzinom

3

Tabelle 7: Ubersicht der Ergiisse

Aufreinigung der malignen Erqgiisse — EV-Isolierung

Um die EV von Zellen und groRen zelluldren Bestandteilen zu trennen, wurden die Erglsse
nach Entnahme bei -80°C eingefroren, was keine Auswirkungen auf MV hat (173). Vor
weiterer Verwendung wurden die Proben zwei Mal bei 2.500 xg fir 15 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dieses Schema wurde von der International Society on
Thrombosis and Haemostasis 2010 zur Bearbeitung von MV enthaltenden Medien
empfohlen (58, 173-175). Die durch diese Zentrifugationsschritte erhaltene Praparation wird
in dieser Arbeit als low speed extracellular vesicles (ISEV) bezeichnet. Um die Spezifitat der
vorgenommenen Messungen zu erhéhen, wurde eine Vorbearbeitung der Erglsse nach
Gieseler et al. (176) vorgenommen. Hier wurden tber magnetische, 50 nm groRe, mit

Annexin-V Dbestuckte Kigelchen, sogenannte magnetic beads, MV durch die
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hochspezifische Bindung zwischen Annexin-5 und Phosphatidylserin, welches auf der
Oberflache von MP lokalisiert ist, gebunden. Nach drei Waschgédngen mit einem vom
Hersteller mitgelieferten Waschpuffer wurden die verbleibenden magnetic beads mit den
daran gebundenen MV durch kurze Zentrifugation (Aufzentrifugation auf 200 xg) isoliert.
Die hieraus entstandene Prédparation wird hier captured extracellular vesicles (capEV)
genannt, da im Gegensatz zu MV, eine Bindung an Annexin-V durch Exosomen nur
begrenzt stattfindet (177). Um eine weitere Trennung von MV von Exosomen zu erreichen,
wurden ISEV bei 10.000 xg fir 30 Minuten bei 4°C ultrazentrifugiert (178). Im Gegensatz

zu den IsEV werden ultrazentrifugierte EV in dieser Arbeit als high speed extracellular

vesicles (hsEV) bezeichnet (Tab. 8).

Abkirzung Beschreibung

Methode

Konsequenz

ISEV Extrazellulare Vesikel
nach low speed
Zentrifugation von

malignen Ergussen

capEvV Extrazelluldre Vesikel
nach low speed
Zentrifugation von
malignen Ergiissen
und Aufreinigung mit
magnetic beads
hsEV Extrazelluldre Vesikel
nach high speed
Zentrifugation von

malignen Ergussen

Gewonnener Uberstand
nach zwei
aufeinanderfolgenden
Zentrifugationsschritten
mit 2.500 xg (58, 173-
175)
Gewonnener Uberstand
nach zwei
aufeinanderfolgenden
Zentrifugationsschritten
mit 2.500 xg (58, 173-
175) und Aufreinigung

nach Gieseler et al. (176)

Gewonnener zellularer
Rest nach low speed
Zentrifugation und
zusétzlicher
Zentrifugation bei
10.000 xg (178)

Entfernung von
Zellen, grofRRen
Zellfragmenten und
einem groRen Anteil
der apoptotischen
Kdrperchen
Zusatzliche
Aufreinigung nach
PS-
Bindungskapazitét

Entfernung I6slicher
Faktoren und kleiner
Vesikel (<0,5um)

inklusive Exosomen

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Abkiirzungen und zugehoriger Methoden
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2.2.1 Zellkultur

Die in einem Teil der Versuche verwendeten Zellen entstammen der Zellreihe Colo357. Dies
sind Epithelzellen aus einem metastasierten, pankreatischen, humanen Adenokarzinom.
Diese Zelllinie lasst sich sehr lange in Kultur halten und hat eine Verdopplungszeit von etwa
21 Stunden (179).

Das Medium, welches als N&hrsubstanz zur Zellkultivierung verwendet wurde, bestand aus
vier Komponenten, welche in der 500 ml Flasche Lorza RPMI 1640 zusammengefiihrt
wurden. Zu 500 ml Medium wurden 50 ml fetales Kéalberserum, 5 ml Natrium-Pyruvat und
5 ml Penizillin-Streptomyzin-Glutamin hinzugefugt. Aufbewahrt wurde diese Ldsung bei
4°C. Vor der Verwendung in der Zellzucht wurde das N&hrmedium auf Raumtemperatur

mittels eines Wasserbades, was auf 37°C eingestellt war, erwarmt.

2.2.1.1 Umsetzen der Zellen — Zellen passagieren

Die in dieser Arbeit verwendete Zellreine Colo357 wurde in 75 cm? Kulturflaschen
kultiviert. Hierzu wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80% in eine neue Kulturflasche
uberfuhrt, um Platz- und Néahrstoffmangel vorzubeugen. Die Aufbewahrung der Zellen
bedarf eines feuchten Milieus bei 37°C und 5% CO> im Brutschrank.

1. Medium und TE (Trypsin-EDTA) auf Raumtemperatur erwérmen

2. Medium mit Pasteurpipette aus den Kulturflaschen absaugen. Um Beschadigung des
Né&hrbodens zu vermeiden, wurden die Kulturflaschen quer gehalten, sodass sich das
Medium an einer Kante sammelte

3. 10 ml Trypsin-EDTA wurde in die Kulturflasche hinzugegeben und diese in den
Brutschrank gestellt bis die Flussigkeit in der Flasche milchig wurde (ca. 10
Minuten)

4. In der Wartezeit wurden zwei neue Kulturflaschen beschriftet (Zelltyp, Datum)

5. Jeweils 18 ml Medium wurden in die neuen Kulturflaschen gefullt

6. Die Kulturflasche mit Trypsin-EDTA wurde aus dem Brutschrank entnommen und
anschliefend sanft mit dem Boden der Zellkulturflasche gegen die Handflache
geklopft, um das Ldsen der Zellen zu beschleunigen

7. 4 ml Medium wurden in die Kulturflasche gefullt, um die Reaktion des Trypsins zu
stoppen

8. Den Inhalt der Kulturflasche wurde in ein 50 ml R6hrchen umpipettiert
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9. Zentrifugation dieses Rohrchens bei 1300 rpm fir 5 Minuten (Entstehung eines
Zellpellets am Boden des Rohrchens)

10. Nach Zentrifugation wurde der Uberstands mit einer Pasteurpipette abgesaugt, ohne
das Zellpellet zu zerstoren

11.10 ml Medium wurden zum Zellpellet hinzugegeben und das Pellet darin
resuspendiert

12. Je nach GroRe des Zellpellet wurden 0,5-3 ml aus der Suspension in die neue
Kulturflasche pipettiert. Das Ziel war eine Verdinnung des Zellbestandes in einer

neuen Zellkulturflasche auf ein Drittel der urspringlichen Zellzahl.

2.2.2 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) — Durchflusszytometrie

2.2.2.1 Durchflusszytometrie - Allgemeines

Die Durchflusszytometrie dient der ldentifizierung und Differenzierung von diversen
Blutbestandteilen. Dies geschieht durch Bestrahlung der Proben mit Lasern verschiedener
Wellenlangen (Rot-638nm, Blau-488nm, Viollett-405nm; Tab. 9), wobei jede Zelle bzw.
jedes Zellfragment einzeln untersucht wird. Je nach Beschaffenheit der Zellen oder
Zellbestandteile werden die Strahlen ganz oder teilweise reflektiert oder resorbiert. Die
Auswertung des hieraus reflektierten Lichts wird an flr die Laser spezifischen Detektoren
durchgefuhrt. Zusatzlich kénnen Antikorper hinzugegeben werden, welche eine definierte
Fluoreszenz emittieren. Flr jeden der drei Laser gibt es eine Bandbreite von Fluoreszenz-

markierten Antikorpern.

Laser Wellenlange (nm) Fluoreszenzkanale
Blau 488 FS, SS, FL-1 bis 5
Rot 638 FL-6 bis 8

Violett 405 FL-9 und 10

Tabelle 9: FACS-Laser und dazugehorige Wellenléange und Fluoreszenzkanéle; (180)
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Die erhaltenen Messwerte konnen in der folgenden Auswertung nach drei Kategorien

interpretiert werden (Abb. 5):

1. Forward scatter (FS):

a. Entspricht der GroRe eines Teilchens

b. Hier wird der Laserstrahl in einem relativ kleinen Winkel reflektiert
2. Sideward scatter (SS):

a. Entspricht der Granularitét eines Teilchens

b. Hier wird der Laserstrahl in einem 90°-Winkel reflektiert

3. Fluoreszenz: Durch gebundene Antikorper hervorgerufen (180)

Fluoreszenz-

Kanéle
{

Probe

-

Dichroitischer
Filter

e
P

Computer

a{

Laser

e_e

\

/
trretieceet 0 ¢

Ade Scatter

Detektor

Bandpassfilter >
Forward
Scatter
Detektor

Abbildung 5: Funktionsweise eines Durchflusszytometers; Modifiziert nach (181); ein untersuchtes
Partikel reflektiert bestimmte Wellen des Lasers. Diese Strahlung wird von den zugehdrigen Kanélen
aufgegriffen und analysiert
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Messwerte werden im Durchflusszytometer gewonnen, indem ein Laser definierter
Wellenlénge auf ein Partikel fallt und je nach Beschaffenheit des Partikels resorbiert und
reflektiert wird. Die Probe wird hierzu durch eine S&ule geleitet, welche mdglichst nur ein
Partikel zur Messung zur Verfligung stellt. Die reflektierte Strahlung wird je nach ihrer
Wellenlange in definierten Fluoreszenz-Kanélen detektiert und die gesammelte Information
gebundelt analysiert (Abb. 5).

Unsere Forschung beschaftigt sich mit von Tumorzellen abgeschiedenen MV. Diese MV
zeigen folgende Charakteristika: (1) sie sind zwischen 0,1 pum und 1 pum grof3, (II) sie
prasentieren PS an ihrer Membranoberflache und (111) weisen Antigene ihrer Ursprungszelle
auf (58). Zwei dieser Eigenschaften haben wir zur Filterung verwendet, um sicher zu stellen,
dass auch wirklich MV und nicht sonstige Vesikel oder Membranbestandteile in unseren
Messungen untersucht wurden. Der erste Filter stellte das PS dar, welches bei der Isolierung
mittels magnetic beads verwendet wurde (176). Der zweite Filter war die Grolie der MV,

welche bei der Messung uber definierte Bereiche, auch gates genannt, begrenzt wurde.

Die letzte Instanz unserer Messung fokussierte sich auf die Beantwortung der Frage, ob die
von uns isolierten MV TF auf ihrer Oberflache tragen. Hierzu wurde ein Fluoreszenzfilter
fir die Fluoreszenz von Fluorescein Isothiocyanat (FITC) verwendet, was mit einem

Antikdrper gegen TF gekoppelt ist.

Das erste von uns verwendete Gerét war ein NAVIOS-Durchflusszytometer von Beckman
Coulter Inc. Dieses Durchflusszytometer wurde zur Zahlung und Fluoreszenzmarkierung

verwendet und Teilchen bis zu einer Grof3e von 0,404 um wurden untersucht (180).

Das zweite verwendete Durchflusszytometer war ein CytoFLEX Durchflusszytometer von
Beckman Coulter Inc. Mit diesem Gerat konnten wir durch eine spezielle Schaltung und
hohe Auflésung Teilchen <0,3 um (SSC, side scatter) bzw. <0,2 um (VSSC, violet side
scatter) wahrnehmen (182). Dieses Gerat wurde zur genauen Identifikation der einzelnen

Subpopulationen, welche im Uberbegriff EV inbegriffen sind, verwendet.
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2.2.2.2 Probenvorbereitung
Die Erglisse wurden, wie oben beschrieben, innerhalb von zwei Stunden nach Abnahme

zentrifugiert und anschlielend in 1 ml EppendorfgeféalRen bei -80°C eingefroren.

NAVIOS-Durchflusszytometer

Parallel zur Isolierung der EV aus den Erguissen nach Gieseler et al. (176) (capEV) wurde
das 1,5-fache der bendtigte Antikérpermenge 10 Minuten lang bei 4°C mit 15.000 xg
zentrifugiert. Dies fuhrte dazu, dass sich im Aufbewahrungsbehéltnis gebildete
Antikorperkomplexe absetzen, welche sonst als Artefakte die FACS-Messung storen

kdnnten.

AnschlieBend wurde folgender Ansatz pipettiert:
30 pl Probe + 5 pl Antikorper + 5 pl PBS

Dieser Ansatz inkubierte fur 20 Minuten bei 4°C auf der Schittelplatte bei leichter Agitation.
Auf die 5 pl Antikorper sowie die leichte Agitation kann bei reiner Z&hlung ohne

Auswertung von Fluoreszenz verzichtet werden.
Kurz vor der Messung wurden 150 pl PBS und 30 pl cytocount hinzugefugt.

Cytocount ist eine Losung, welche eine definierte Anzahl von 5,2 pum grofen,
fluoreszierenden Kigelchen enthélt. Durch Zugabe eines vom Hersteller je nach Charge
vorgegebenen Volumens zum Versuchsansatz und Einstellung des sogenannten CAL
(Kalibrierungs)-Faktors im Messprogramm, konnte die NAVIOS-Software genau

berechnen, wie viele Partikel pro ml untersucht wurden.

Um eine gute Verteilung der Partikel in der Losung zu erhalten und eine Ablagerung dieser
an der Roéhrchenwand zu vermeiden, wurden die Ansétze vor der Messung 1 Minute lang

auf einem Vortexmischer geschdittelt.
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CytoFLEX-Durchflusszytometer

Fur diese Versuchsreihe wurden 33 ml Erguss durch zweimalige, 15-minitige
Zentrifugation bei 2.500 xg bei 4°C aufbereitet (ISEV). Vom Uberstand wurden drei Mal 5
ml abpipettiert und in high-speed-Roéhrchen gegeben. Diese wurden 30 Minuten lang bei
10.000 xg und 4°C zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abpipettiert sowie das
entstandene Pellet in 300 ul Loésepuffer (MACS, Annexin V MicroBead Kit, Miltenyi
Biotech) geldst (hsEV). Zur CytoFLEX-Analyse wurden 200 pl und fir die MP-TF-ELISAs
die restlichen 100 pl der Ansdtze verwendet. Die Methode zur high speed-Zentrifugation
wurde durch Annika Freund in einer anderen Arbeitsgruppe (Prof. Gieseler, Universitét zu
Libeck) im Rahmen einer medizinischen Dissertation entwickelt (Publikation bei der

Zeitschrift "Cancers" eingereicht).

2.2.2.3 Geréteeinstellung

Um das Gerat auf unsere Messbereiche einzustellen, wurde ein Megamix (BioCytex,
Marseille, Frankreich) verwendet. Dieser bestand aus einer Loésung mit Kigelchen,
sogenannten beads, definierter GréRe (0,5 um, 0,9 um, 3,0 um). Mit Hilfe dieser beads und
der mitgelieferten Anleitung (183) wurde das Gerat genau auf den entsprechenden

Messbereich tariert.

Zusétzlich zu den durch die Megamix-Anleitung vorgegebenen Fenstern (plots), welche
unter anderem ein MV-Fenster beinhalteten, wurden noch weitere von uns hinzugefigt. Die
wichtigsten zwei Plots waren Histogramm-Plots. Sie beschreiben uber die Fluoreszenz die
Anwesenheit von gemessenen Partikeln, die als Anzahl (count) angegeben wurden. Sie
unterschieden sich in der betrachteten Informationsmenge. Das erste Fenster zeigt alle
gemessenen events, das zweite Fenster nur die events, welche nach GroRe schon im MV-

Gate eines anderen plots selektiert wurden.

2.2.2.4 Messung

Die Messung verlief in zwei Schritten. Zuerst wurde eine Negativprobe betrachtet. Diese
bestand nur aus der vorbearbeiteten Probe sowie PBS und beschrankte das in den folgenden
Messungen verwendete Antikorper (+)-Gate, indem die Autofluoreszenz der in den Proben
vorhandenen Partikel ausgeschlossen wurde. Als nachstes wurde die Probe mit Antikdrpern

gemessen.
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2.2.2.5 Analyse der Ergebnisse

Die gewonnenen Ergebnisse wurden mittels Kaluza® Flow Analysis Software (Beckman
Coulter Inc.) zur bildlichen Darstellung bearbeitet. Die statistischen Auswertungen sowie
die Mittelwert-, Standardabweichung- und p-Wert-Berechnungen wurden mit Microsoft

Excel Professional 2013 vorgenommen.

2.2.3 Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)

Dieses Verfahren wurde in dieser Arbeit verwendet, um in einem Versuchsansatz spezifisch
TFPI und TF-Aktivitét zu identifizieren.

Die Basis des ELISA ist die Mikrotiterplatte, welche meist 96 Vertiefungen, sogenannte
wells, enthélt. Diese beschichteten wells werden als solide Phase bezeichnet. Sie dienen zur
Immobilisierung des untersuchten Antigens oder Antikoérpers. Nach Zugabe der zu
untersuchenden Probe und einer definierten Bindungszeit, werden die wells gewaschen. Dies
diente zur Entfernung der Bestandteile der Probe, welche unbrauchbar fir diesen Versuch
waren. Um das Vorhandensein eines Antikdrpers oder Antigens messen zu kénnen, werden
Enzym-konjugierte Antikorper verwendet. Der letzte Schritt besteht darin, ein fur das Enzym
spezifisches Substrat, Meerrettich-Peroxidase (HRP) oder Alkalische Phosphatase (AP),
hinzuzufiigen, dessen darauffolgende Umsetzung einen messbaren Farbumschlag bedingt.
Dieser Farbumschlag kann photometrisch gemessen und in Relation zu einer Standartreihe

analysiert werden. Die Messung folgt dem Lambert-Beerschen Gesetz:

I
By =1g(1)= & cd

Ex : Extinktion des Materials fiir das Licht der Wellenldnge A

lo - Intensitat des einfallenden Lichts

l1 . Intensitét des transmittierten Lichts

e : Dekadischer Extinktionskoeffizient

C : Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flussigkeit
d : Schichtdicke des durchstrahlten Korpers
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2.2.3.1 Imubind Total TFPI ELISA
Die Versuche wurden entsprechend der Anleitung von American Diagnostica GmbH
durchgefihrt.

Der Boden der Mikrotiterplattenvertiefungen war mit einem capture antibody besttickt,
welcher sehr spezifisch TFPI, alleine vorliegend oder im Komplex, bindet. Hierdurch wurde
TFPI immobilisiert. Die Spezifitdt wurde mittels Western Blot-Analyse vom Hersteller
garantiert. Das immobilisierte  TFP1 wurde anschliefend von einem biotinylierten,
monoklonalen Antikdrper, dem detection antibody, gebunden, welcher fur die Kunitz-1-
Doméne des TFPI spezifisch war. Uber die Kunitz-1-Domine wird normalerweise der
TF/FVIHa-Komplex gebunden. Um den entscheidenden enzymatischen Komplex zu
vervollstandigen, hat an den monoklonalen Antikérper noch eine mit Streptavidin
konjugierte Meerrettich-Peroxidase, das Enzym-Konjugat, gebunden. Das anschlieRend
hinzugefligte TMB (Tetramethylbenzidin)-Substrat flhrte zu einer Blaufarbung, welche
nach Zugabe von Schwefelsdure nach Gelb umschlug. Das Resultat wurde bei 450 nm

photometrisch gemessen.

Um eine statistisch signifikante Auswertung der Ergebnisse zu gewdhrleisten, wurden
jeweils mindestens vier Messungen durchgefiihrt. Des Weiteren wurde eruiert, welche
Tinzaparinkonzentration die hochste Potenz zur TFPI-Produktionsinduktion aufwies. Hierzu
wurden die Konzentrationen 0,4 1U/ml, 0,8 IU/ml und 2 IU/ml verwendet. Die verwendete
Zellzahl pro Versuchsansatz betrug 1x10° Zellen.

Die Vorbereitung fir den ELISA nahm zwei Tage in Anspruch. An Tag 1 wurden die
Colo357-Zellen aus einer 20 ml Zellkulturflasche gewonnen. Nachdem die Zellen in einem
50 ml PP-Rdéhrchen zu einem Pellet zentrifugiert und darauffolgend resuspendiert wurden,
wurden sie in einer Neubauer-Z&hlkammer gezahlt. Es wurde der Durchschnitt der
Zellzahlungen aus den vier Quadranten verwertet. Diese Zahl multipliziert mit 10° entspricht
der Zellzahl in 1 ml. Anschliel3end musste das aus den 50 ml-PP-Réhrchen zu entnehmende
Volumen auf 1x10° Zellen zuriickgerechnet werden. Das errechnete Volumen x aus der
Zellsuspension wurde anschlieBend mit RPMI-Medium in einem Gesamtvolumen von 2 ml
in die 6 wells pro Platte ausgesét und bei 37°C und 5% CO; tber Nacht kultiviert. Vor dem
Fortfahren des Versuches wurde sichergestellt, dass sich ein homogener Zellrasen gebildet
hat. An Tag 2 wurden die Tinzaparin-Verdinnungen angesetzt und 2 ml den

Versuchsansétzen nach Entnahme des alten Nahrmediums zugegeben.
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Insgesamt wurden vier Ansétze in diesem Versuch verwendet. Der erste Ansatz diente der
Kontrolle und bestand aus RPMI-Medium. Um die erwdhnten Konzentrationen in 2 ml
Nahrlosung mit Tinzaparin aus einer Ausgangslosung von 20.000 IU/ml Tinzaparin zu

erreichen, mussten folgende drei Ansétze vorbereitet werden.

1. 21U/ml : 1,5 pl Tinzaparin (20.000 1U/ml) + 14.998,5 pl RPMI-Medium
2. 0,8 1U/ml : 0,5 pl Tinzaparin (20.000 1U/ml) + 12.499,5 ul RPMI-Medium
3. 0,4 1U/ml : 3 ml Tinzaparin (2 1U/ml) + 12 ml RPMI-Medium

Beispielrechnung:

Crlaschchen = 20.000 1U/m;

gewollte Endkonzentration Ckuturflasche = 2 1U/ml;

Endvolumen Vkuiturflasche = 15 ml

NKulturflasche = Ckulturflasche X Vkulturflasche = 2 1U/m1 x 15 ml =30 U

V24 entnehmen = NKaulturflasche / CFizschchen = 30 1U /20.000 1U/ml = 0,0015 ml = 1,5 pl

¢ = Konzentration (IU/ml); n = Stoffmenge (Mol); V = Volumen (ml)

Nach Zugabe des Tinzaparin wurden zu finf Zeitpunkten (t=0h, t=2h, t=4h, t=6h, t=8h) die
Ubersténde der Versuchsansétze (2 ml) abgenommen und bei -20°C eingefroren.

Bei der Durchfihrung des ELISA wurde darauf geachtet, dass nur die Reagenzien
vorbereitet bzw. geldst wurden, welche an demjenigen Tag auch unmittelbar verwendet

wurden.
Tag 1:

An Tag 1 wurden die Mikrotiterplatte, Standards, TFPI Referenzplasma und die Proben nach

Herstellervorgaben vorbereitet.

Zur Vorbereitung der Standards musste zu Beginn das TFPI depleted plasma, welches in
gefriergetrocknetem Zustand vorlag, in 0,5 ml kaltem destillierten Wasser geldst werden.
AnschlieBend musste es fur 1 Minute auf Eis gelagert werden. Um eine vollstandige Lésung

zu erreichen, wurde das Flaschchen leicht geschittelt. Danach musste ein 5%-iger Ansatz
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der entstandenen Losung vorbereitet werden. Dies wurde erreicht, indem 170 ul der
vorhandenen Ldsung in einem 50 ml Réhrchen mit 3230 pl sample buffer vermischt wurden.
Dieser Ansatz wurde fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde der TFPI Standard
hergestellt, indem dieser in 2 ml 5%-igem TFPI depleted plasma geldst wurde. Der Ansatz
hatte eine Standardkonzentration von 5 ng/ml. Dies représentierte den Standard mit der
hochsten Konzentration. Zur Vorbereitung der restlichen Standards wurden vier 1 ml
Eppendorfgefalie jeweils mit 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml und 0,312 ng/ml beschriftet.
In jedes Gefall wurde 0,5 ml des 5%-igen TFPI depleted plasma pipettiert. Als Néchstes
wurden 0,5 ml des 5 ng/ml Standards in das Eppendorfgefal mit der Aufschrift 2,5 ng/ml
pipettiert. Dieses wurde verschlossen und gut gemischt. Dann wurde aus diesem GefaR 0,5
ml entnommen und dem Eppendorfgefal mit der Aufschrift 1,25 ng/ml zugefuhrt. Dies
wurde fur die Gefale mit der Aufschrift 0,625 ng/ml und 0,312 ng/ml wiederholt. Der
sechste Standard bestand aus 5%-igem TFPI depleted plasma.

Das TFPI Referenzplasma lag in gefriergetrocknetem Zustand vor. VVor Verwendung musste

es mit 1 ml kaltem destilliertem Wasser geldst und 2 Minuten inkubiert werden.

Die verwendeten Proben wurden entgegen der Herstellerempfehlungen, auf Grund vermutet

niedriger Messwerte, unverdinnt verwendet.

Das Pipettieren verlief nach folgendem Schema:

1. Zwei wells wurden frei gelassen und als blank verwendet
2. Sechs Standards mit aufsteigender Konzentration

3. Referenzplasma
4

Proben
Es wurden jeweils 100 ul in die wells pipettiert. Die Standards sowie das Referenzplasma

wurden in jeweils 2 wells pipettiert und die Proben wurden in vierfacher Ausfuihrung
hinzugegeben (Tab. 10).
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Beispiel-Pipettierschema:

blank blank Probe 1; Probe 1; Probe 1; Probe 1;
t=0h t=0h t=8h t=8h

0,000 ng/mi 0,000 ng/mi Probe 1; Probe 1; Probe 1; Probe 1;
t=0h t=0h t=8h t=8h

0,312 ng/mi 0,312 ng/mi Probe 1; Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=2h t=2h t=0h t=0h

0,625 ng/mi 0,625 ng/mi Probe 1; Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=2h t=2h t=0h t=0h

1,25 ng/ml 1,25 ng/ml Probe 1; Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=4h t=4h t=2h t=2h

2,5 ng/ml 2,5 ng/ml Probe 1; Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=4h t=4h t=2h t=2h

5 ng/ml 5 ng/ml Probe 1; Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=6h t=6h t=4h t=4h

Referenzplasma | Referenzplasma | Probe 1, Probe 1; Probe 2; Probe 2;
t=6h t=6h t=4h t=4h

Tabelle 10: Beispiel-Pipettierschema Imubind Total TFPI ELISA

Beim Pipettieren wurde darauf geachtet, dass der Boden der wells nicht bertihrt wurde und

keine Blaschen entstanden.

Der entstandene Ansatz wurde mit einer Schutzfolie abgedeckt und tber Nacht bei 4°C im

Kihlschrank gelagert.
Tag 2:

An Tag 2 wurden die Reagenzien detection antibody, enzyme conjugate sowie die
Waschlosung vorbereitet (Vorgang entsprechend der Herstelleranleitung).

Der detection antibody lag als Konzentrat (10x) vor und wurde vor Benutzung 1:10 mit

conjugate buffer verdinnt.

Das enzyme conjugate lag als Konzentrat (100x) vor und zur Verdinnung wurden 100 pl

Konjugat zu 10 ml conjugate buffer gegeben.

Die Waschlosung wurde hergestellt, indem 950 ml destilliertes Wasser zum wash buffer

hinzugefugt wurden.

AnschlieBend wurden die wells 4 Mal mit dem wash buffer gewaschen. Der Waschgang
wurde beendet, indem aus den wells durch leichtes Klopfen jeglicher Rest Waschlésung

entfernt wurde.
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Als Nachstes wurde in jedes well 100 ul detection antibody pipettiert und die Schutzfolie
erneut aufgelegt. Der entstandene Ansatz wurde bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert.

Danach wurden die wells erneut 4 Mal gewaschen.

Im Anschluss wurden 100 pl verdinntes enzyme conjugate in jedes well pipettiert, die

Schutzfolie wieder aufgelegt und bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert.

AnschlieBend wurden die wells erneut 4 Mal gewaschen und danach 100 ul Substrat-Lésung
hinzugegeben, mit Schutzfolie fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bis ein

Farbumschlag sichtbar wurde.

Um die Farbreaktion zu stoppen wurden 50 pl stop solution (Citrat-Stop-L6ésung) in die wells

pipettiert und die Intensitédt der Farbung photometrisch bei 450nm gemessen.

2.2.3.2 MP-TF-Activity Assay

Die Versuche wurden entsprechend der Anleitung von Aniara durchgefihrt.

Als Erstes wurden die AE-MP-TF-Ldsung und die Proben in die wells der Mikrotiterplatte
gegeben. Der Boden dieser Vertiefungen war mit einem murinen monoklonalen Antikorper
bestlickt, welcher spezifisch humanen TF bindet, jedoch nicht die TF-Aktivitat beeinflusst.
Die Bindung entstand uber ein Epitop an der extrazellularen Doméne von TF. Nach einer
24-stundigen Inkubation und Waschgéangen wurden FVIla (R1) und FX (R2) hinzugegeben.
Uber eine TF-FVlla-Interaktion wurde FX aktiviert. Uber die Zugabe eines FXa-
spezifischen Substrats entstand eine gelbe Farbung, welche photometrisch bei 405 nm
gemessen wurde. Die Starke der Farbung war direkt proportional zur Menge an MP-TF in
den Proben.
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Tag 1:

An Tag 1 wurden die Mikrotiterplatte, MP-TF sample diluent (SD-MP-TF)/Assay Enhancer
(AE-MP-TF), MP-TF Controls CI/CII, MP-TF Calibrator sowie die Proben vorbereitet.
Idealerweise wurden die Proben schon im Rahmen einer durchflusszytometrischen Messung
vorbereitet, welche zeitlich direkt vor Verwendung im ELISA stattfand (siehe Punkt 2.2.2.2
CytoFLEX). Die MP-TF Controls wurden jeweils mit 2 ml SD-MP-TF verdinnt, um ein
control high (16 pg/ml TF) und ein control low (5 pg/ml TF) zu ergeben. Der MP-TF
Calibrator wurde mit 2 ml SD-MP-TF verdiinnt, um eine Konzentration von 25 pg/ml TF
zu représentieren. Des Weiteren wurden folgende Schritte durchgefiihrt, um 6

Verdlnnungen herzustellen (Tab. 11):

MP-TF C C:2 C4 C:10 C:20 0
(pg/ml)

Vol. 1,0ml | 0,5ml 0,25ml 0,10ml 0,05mi Oml
Calibrator

Vol. SD-MP- | Oml 0,5ml 0,75ml 0,90ml 0,95ml iml
TF

Tabelle 11: Verdiinnungsreihe MP-TF-Activity ELISA

Um die Versuchsreihe zu starten, wurden in die wells 200 pul AE-MP-TF gegeben und jeweils
20 pl MP-TF Calibrator, Probe, Kontrollen oder SD-MP-TF hinzugefugt. Diese Ansétze

wurden uUber Nacht bei Raumtemperatur und unter Abdichtung inkubiert.
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Tag 2:

An Tag 2 wurden die wash solution, R1-3 sowie die stop-solution (citric acid) vorbereitet.
Die wash solution wurde 15-30 Minuten in einem Wasserbad bei 37°C erwéarmt, bis alle
festen Bestandteile gelost waren. Dann wurde die 50 ml wash solution 1:20 mit 1.000 ml
destilliertem Wasser verdunnt. R1 und R2 wurden in jeweils 1,5 ml destilliertem Wasser
gel6st und anschliefend fir 30 Minuten bei Raumtemperatur belassen. VVor Gebrauch wurde
die Losung bei 37°C fir 15-30 Minuten pra-inkubiert. R3 wurde mit 3 ml destilliertem
Wasser wiederhergestellt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vor Verwendung
wurde R3 bei 37°C fur 30 Minuten pra-inkubiert.

Die verwendeten wells wurden 5 Mal mit 300 ul wash solution gewaschen. Um die
Waschgénge zu beenden, wurden 100 pl wash solution in den wells belassen. Anschliel3end
wurden jeweils 25 pl R1 und R2 hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde fur 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 50 pl R3 hinzugegeben und der Inkubationsschritt
wiederholt. Abschliefend wurden 50 pl stop-solution in die wells pipettiert, um die
Substratreaktion zu stoppen. Nach 10 Minuten wurde die photometrische Messung bei
405nm durchgefuhrt.

Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit der zuvor im CytoFLEX gemessenen event-Menge

verrechnet, um eine Angabe in pg/10° Partikel zu erhalten.

Um sicher zu gehen, dass die verwendeten Reagenzien nicht unwirksam waren, wurde vor
der Auswertung Uberprift, ob die Standardreihe korrekte Werte angenommen hatte. Dies
wurde an dem R*Wert abgelesen. Dieser zeigte die Qualitat der Standardkurve, indem er
anhand eines gemessenen Zahlenwerts die Abweichung der gemessenen Standardkurve von
der vorgegebenen Standardkurve angab. Dieser Wert kann eine Zahl zwischen 0 und 1
betragen, wobei 0 kein linearer Zusammenhang und 1 perfekter linearer Zusammenhang der

zwei erwahnten Kurven bedeutet.

Versuche mit einem R2-Wert kleiner 0,9 wurden wiederholt.
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2.2.4 Migrationshemmung durch Tinzaparin und TFPI

2.2.4.1 Systematik des xCELLigence-Systems

Um das Migrationsvermdgen der Colo357-Zellen zu untersuchen, wurde das XxCELLigence
RTCA DP System von Roche verwendet. Es bietet die Mdglichkeit tiber einen langeren
Zeitraum verschiedene Proben in Echtzeit auf ihre Migrationsfahigkeit zu untersuchen.

Aufgebaut ist dieses System aus zwei Kammern, welche durch eine Membran getrennt sind.
Diese Membran ist ein mikroelektronisches Sensor-System. Durch Verénderung des
Widerstands an den Sensorelektroden werden Rickschlisse auf Milieu, Zellzahl,
Zellmorphologie sowie AusmaR der Zelladhésion an der Membran gezogen. Befinden sich
keine Zellen an der Membran, entspricht der dort gemessene Widerstand der der
Negativkontrolle. Setzte sich bei Zugabe von Zellen eine solche auf die Membran, erhohte
sich der Widerstand spezifisch fur eine Zelle. Dementsprechend verdoppelte sich dieser
Widerstand, wenn sich eine zweite Zelle auf die Membran setzte bzw. erhohte sich der

Widerstand entsprechend der Menge der Zellen auf der Membran (Abb. 6).

In unserem Modell wurden Zellen in der oberen Kammer ausgesét, wanderten durch die
Membran und setzten sich an deren Unterseite ab. Dadurch wurde der Widerstand der
Membran erhoht, was wiederum in Echtzeit als Datenpunkt in einem Graph festgehalten

wurde.
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Abbildung 6: Funktionsweise des XCELLigence-Systems; modifiziert nach (184); (oben) ohne Zellen
an der Membran entspricht der dort gemessene Widerstand der der Negativkontrolle;(Mitte, unten)
je nach Anzahl der Zellen an der Membran erhéht sich der gemessene Widerstand entsprechend der
Menge.

2.2.4.2 Versuchsablauf

Fur diesen Versuch bendtigten die Zellen noch eine Matrix, welche es ihnen ermdglichte,
sich nach ihrer Migration durch die Membran festzusetzen. Diese Matrix bestand in unserem
Modell aus Kollagen. Zur Herstellung wurden 10 mg des Kollagenpulvers in 10 ml 0,1 M
Essigsdure geldst. Dieser Ansatz wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend auf 25 ml mit sterilem PBS aufgefullt. Dies ergab eine Endkonzentration von
20 pg/50 ml Kollagen. Die Beschichtung der Membran wurde 2 Stunden vor Beginn der

Pipettierung mit 30 ul Kollagen pro Aussparung begonnen.

Durch mehrere unabhéngige Versuche stellte sich heraus, dass durch die Inkubation der
Colo357-Zellen mit Tinzaparin Gber 3 Stunden die besten Ergebnisse erzielt werden konnten
(Ergebnisse nicht dargestellt). Die verwendete Tinzaparinkonzentration von 2 [U/ml
entsprach der plasma-peak-Konzentration von 1,8 1U/ml (185). Diese Konzentration wurde

in der Kulturflasche sowie in den entsprechenden Versuchsansatzen erzielt.
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Die verwendete TFPI-Konzentration von 100 ng/ml ergab sich einerseits aus den in der
Einleitung erwéhnten Werten (150) und andererseits aus Migrationsassays, in denen eine
Konzentrationsreihe mit TFPI-Konzentrationen von 1 ng/ml bis 500 ng/ml durchgefihrt

wurde.

Mit Hilfe des xCELLigence-Systems wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. Beide
Reihen bestatigten die Inhibierung der Migrationsinduktion durch MV. In der ersten Reihe
wurde das NMH Tinzaparin (Leo Pharma) verwendet und in der zweiten Reihe rTFPI. Der
Versuchsablauf beruhte auf der gleichen Basis, hatte jedoch spezifische Unterschiede
(Tinzaparin/TFPI).

In diesen Versuchsreihen wurde eine Zellzahl von 60.000 Zellen pro well verwendet. Dies

gelang am besten, wenn die Zellgewinnung bei einer Zellkonfluenz von 80% stattfand.

Im ersten Schritt wurde TGFp (1:2.000) und der im jeweiligen Versuch untersuchte Faktor
(Tinzaparin oder TFPI) verdiinnt. Die Verdiinnung von TGFB wurde Uber zwei Schritte

vollzogen, da beide Zwischenprodukte einzeln im Verlauf des Versuchs gebraucht wurden.

1. TGFpI ; 2 ul TGFP + 18 pl Medium
2. TGFp2 ; 5 ul TGFB1 + 995 pul Medium
e Tinzaparin-Versuchsreihe
o Tinzaparinl : 10 pl Tinzaparin + 990 pl Medium
e TFPI- Versuchsreihe
o Stock-Solution (SS)
= 1 ml steriles PBS in das mit 10 pg gefillte Flaschchen geben

= Konzentration = 10 ng/ul
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Im zweiten Schritt wurde ein 1 ml Ansatz hergestellt. Dieser bestand grundsétzlich aus zwei
konstanten Bestandteilen und einem zusétzlichen Bestandteil (Tinzaparin oder TFPI), je
nach Ansatz. Die konstanten Bestandteile waren Medium und Erguss (ISEV) in einem 1:1
Verhaltnis, hier 500 pl von beidem. Zu den ISEV-beinhaltenden Ansatzen wurden noch zwei
zusatzliche Ansatze vorbereitet: Negativ- und Positivkontrolle. Die Negativkontrolle
enthielt Colo357-Zellen und Medium. Die Positivkontrolle bestand aus Colo357-Zellen,
Medium und TGFf2.

Von diesen Ansatzen wurden 170 pl in die untere Kammer pipettiert (Tab. 12).
AnschlieBend wurde die obere Kammer, an welcher die Membran befestigt war, darauf
aufgesetzt. Danach wurden 50 pl des verbliebenen Ansatzes in die verfligbaren
Aussparungen pipettiert. Des Weiteren wurden jeweils 70 pl PBS in die dulReren
Aussparungen der Kammern pipettiert, um den Ansatz vor Austrocknung in der folgenden
Aquilibrierung/Anpassung der Membran bei 37°C und 5% CO--Séttigung zu schiitzen.

Diese betrug mindestens eine Stunde.

Beispiel-Pipettierschema (1 CIM-Plate):

Negativkontrolle Ansatz ohne gesonderten Zusatz (,pur*)
Negativkontrolle Ansatz ohne gesonderten Zusatz (,pur*)
Negativkontrolle Ansatz ohne gesonderten Zusatz (,pur®)
Negativkontrolle Ansatz ohne gesonderten Zusatz (,pur*)
Positivkontrolle Ansatz mit spezifischem Zusatz (Zusatz

mit Konzentrationsangabe)

Positivkontrolle Ansatz mit spezifischem Zusatz (Zusatz

mit Konzentrationsangabe)

Positivkontrolle Ansatz mit spezifischem Zusatz (Zusatz

mit Konzentrationsangabe)

Positivkontrolle Ansatz mit spezifischem Zusatz (Zusatz

mit Konzentrationsangabe)

Tabelle 12: Beispiel-Pipettierschema fiir xCELLigence-Messung

Wahrenddessen wurden die Zellen aus der Kulturflasche gewonnen und gezahlt.
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6
7.
8
9

Absaugen des Nahrmediums mit Pasteur-Pipetten

Hinzufigen von 10 ml Trypsin-EDTA
Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5% CO»-Séttigung

Beschleunigung der Zellablésung durch Klopfen der Flasche

Ablbsen der Zellen nach ca. 10-15 Minuten und Entstehung einer Tribung der

Flussigkeit in der Flasche

. Stoppen der Trypsin-Wirkung durch Hinzufligen von 4 ml Medium

Abpipettierung dieser Losung in ein 50 ml flacon

. Zentrifugation bei 1.300 xg fur 5 Minuten

. Absaugen des Uberstandes mit einer Pasteur-Pipette

10. Resuspendierung des entstandenen pellet mit 4-6 ml Medium

11.4 ul dieser Suspension zu 36 pl Trypan-Blue geben und gut vermischen

(Vortexmischer)

12. Einen Tropfen (ca. 20 pl) auf die Z&hlkammer geben

13. Errechnen des Anteils am néchsten Ansatz anhand der Z&hlung

Zellzahlung und Berechnung der zu verwendenden Menge Zellsuspension:

Allgemeiner VVorgang:

1.

Zé&hlung der Zellen in den &uleren vier Quadranten der Neubauer-

Z&hlkammer

Bildung eines Mittelwerts (Teilung durch die Anzahl der verwendeten

Quadranten)

= Multiplikation mit 10° reprasentiert die Anzahl der Zellen in 1 ml
Suspension

Berechnung des zu entnehmenden VVolumens aus der Zellsuspension, um eine

Zellzahl von 6x10° in 1 ml zu erreichen

Berechnung des VVolumens x fiir eine 500 pl Losung

Berechnung der restlichen Komponenten des weiterverwendeten Ansatzes

x Wl Zellsuspension
250 pl Erguss (immer 50% des entstehenden Ansatzes)

y ul Medium (y = 500 pl — 250 ul Erguss — x pul Zellsuspension)

Beispielrechnung:
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1. Gezéhlte Zellen in 4 Quadranten: 66
2. Mittelwert: > = 16,5 (*10°)

6+10°

3. Volumen Zellsuspension auf 1 ml berechnet: z
16,5%10

= 364 p

4. Volumen Zellsuspension auf 500 pl berechnet: % =182 pl

5. Aufteilung fur den 500 pl Ansatz:

182 ul Zellsuspension
250 pl Erguss
68 ul Medium

Nach der Zahlung wurde der zweite Ansatz pipettiert. Dieser bestand aus folgenden

Bestandteilen je nach Ansatz:

e Tinzaparin-Versuchsreihe
o Ansatz ohne Tinzaparin
250 pl Erguss + x pl Zellsuspension + (500-(x+250)) pl Medium
o Ansatz mit Tinzaparin
250 pl Erguss + x pl Zellsuspension + (500-(x+250)) pl Medium +
5 pl Tinzaparinl
e TFPI-Versuchsreihe
o Ansatz ohne TFPI
250 pl Erguss + x pl Zellsuspension + (500-(x+250)) pl Medium
o Ansatz mit TFPI
2475 pl Erguss + x pl Zellsuspension + (495-(x+247,5)) pl Medium + 5 pl
SS

Als Negativkontrolle wurde Medium mit Zellsuspension (die errechnete Menge
Zellsuspension aus dem Ansatz ohne Zusatz von Tinzaparin oder TFPI; ,x* + (500 pl — X))
verwendet, als Positivkontrolle die gleiche Kombination wie bei der Negativkontrolle mit
zusatzlicher Zugabe von 2,5 ul TGFB1 (1:2.000).

Aus diesen Ansitzen wurden nach mindestens einer Stunde Aquilibrierung der Membran

100 pl in die entsprechenden oberen Kammern pipettiert.
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AnschlieRend verblieben die Platten 20 Minuten bei Raumtemperatur unter dem Abzug. In
dieser Zeit wurde die Software gestartet und die bengtigten Daten sowie die Messdauer und
Messintervalle eingestellt.

Unsere Messungen beliefen sich auf mindestens 36 Stunden bei Messintervallen von 15

Minuten.

2.2.5 Statistik

Alle statistischen Berechnungen und Tabellen wurden mit Microsoft Excel 2013 (MS Office
365) bearbeitet. Zur Berechnung der Werteverteilung wurden Mittelwert und
Standardabweichung verwendet. Um die statistische Signifikanz zu bestimmen, wurde der
t-Test angewendet und ein p<0,05 als signifikant und p<0,01 als hochsignifikant gewertet.

Die Verwendung des t-Tests verlief mit folgenden Parametern:
(1) gepaart, da die Proben aus der gleichen Population entnommen wurden und
(2) einseitig, da die Fragestellung ,,Hemmung* oder ,,keine Hemmung* lautete.

Alle Ergebnisse zur statistischen Signifikanz wurden mit mindestens drei unabhéngig

durchgefuhrten Versuchen erhoben.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der FACS-Analyse

3.1.1 Nachweis von Mikrovesikeln in malignen Ergissen

Um die Hypothesen zu untersuchen, ob MV die Migration von Tumorzellen induzieren und
ob durch das NMH Tinzaparin diese Migrationsinduktion gehemmt werden kann, musste
zundchst nachgewiesen werden, dass MV in den entnommenen malignen Erglissen von
Krebspatienten vorhanden sind. Dieser Nachweis wurde mittels Durchflusszytometrie
durchgefihrt.

MV wurden in allen malignen Ergussen von kolorektalem (CRC, Erguss 612), Mamma-
(BC, Erguss 595) und Kkleinzelligem Karzinom (SCLC, Erguss 575) quantitativ
nachgewiesen (Abb. 7). Die Gesamtzahl der events belief sich auf 15.878+1.334,9 events/pl
wobei 13.438+1.001,4 events/ul in das MP-Fenster fielen (n=3). Durchschnittlich befanden
sich 84,7+0,8% Partikel innerhalb des MP-Fensters, bezogen auf alle gemessenen events
(n=3).

CRC (612) BC (599) SCLC (575)
, [Ungated] SS INT / FS INT 5 [Ungated] SS INT / FS INT , [Ungated] SS INT / FS INT
10
10°
g |o|_MP =
¢ ¢
10°4
1«')" 16' 1';)3 10° u')" 1;)’ ' 1;)1 108 1¢IJ° 15‘ ' 1:)1 10°
SS INT SS INT SSINT

Abbildung 7: Nachweis von Mikrovesikeln (MV) in malignen Ergussen; Dot-plot; forward-scatter
(FS) Uber side-scatter (SS); grun, Mikrovesikel, 0,5um < Mikropartikel = MV (MP) < 0,9um;
schwarz, Partikel > 0,9um; hellgrin, cytocount; die Darstellung dient als Reprasentation; CRC =
kolorektales Karzinom; BC = Mammakarzinom; SCLC = kleinzelliges Lungenkarzinom, SS = side
scatter, FS = forward scatter
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3.1.2 Tissue Factor-Nachweis an isolierten Mikrovesikeln

Mittels Durchflusszytometrie konnte nachgewiesen werden, dass sich MV in den malignen

Erglssen befanden. Des Weiteren galt es zu detektieren, ob diese MV TF auf ihrer

Oberflache trugen. Die abgebildeten Fluoreszenz-definierten (TF-FITC) Histogramme

bezogen ihre Information ausschlieBlich von Partikeln, welche sich im oben gezeigten MP-
Fenster [MP] befanden (Abb. 7). Das AB+ betitelte gate definierte die TF-positiven Partikel

in Abgrenzung zur Autofluoreszenz der Partikel. Die Anzahl der Antikdrper-positiven
Partikel belief sich auf 12.253+1.072,8 events/ul (n=3). Der prozentuelle Anteil der
Antikorper-positiven Partikel an der durch das MP-Fenster definierten Population betrug

91,1+1,2% (n=3) (Abb. 8).

A CRC (612) B BC (599) C SCLC (575)
500 500 500
400 400 400
o 300 o 300 o 300
c c [ =4
> = =2
[*] (=] (s}
(&) L (&) [ — (&) L
20018 'AB+ 200904 'AB+ 20018 'AB+
100 100 100
0 0 T T 0
10° 10' 10? 10° 10° 10! 10% 10 10° 10' 10° 10°
TF - FITC TF - FITC TF - FITC
[MP]TF - FITC ~ [MP] TF - FITC [MP] TF - FITC

Count

10° 10' 10

TF - FITC

Count

TF - FITC

Count

TF - FITC

Abbildung 8: Nachweis von TF auf Mikrovesikeln (MP) in malignen Ergussen; Histogramm; event-
Zahl (Count) uber Fluoreszenz (TF-FITC); (A-C) Negativproben im Vergleich zu mit Antikérper
inkubierten Proben; Einstellung des AB+ Fensters an der Schnittstelle; (D-E) Nachweis von TF-
tragenden Mikrovesikeln in MP-Fenster. Erlauterungen: Griin = Probe mit Antikérper; Rot =
Negativprobe, CRC = kolorektales Karzinom; BC = Mammakarzinom; SCLC = Kkleinzelliges
Lungenkarzinom; reprasentative Darstellungen
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3.2 Identifikation und Charakterisierung von Subpopulationen durch
high speed-Zentrifugation

Um die einzelnen MV-Populationen im Grof3enspektrum <1 pm naher zu charakterisieren,
wurde nach der low speed-Zentrifugation eine high speed-Zentrifugation durchgefihrt. Hier
konnte ein starker Unterschied zwischen den zwei Zentrifugationsschritten detektiert
werden. Nach der high speed-Zentrifugation konnten in dem tbrig gebliebenen Pellet ca.
doppelt so viele Partikel >0,5 um als <0,5 um gefunden werden, was den Anteil von
Exosomen stark reduzierte (Abb. 9, Tab. 13).
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Abbildung 9: Verteilung von EV-Populationen bei low speed- gegenlber high speed-Zentrifugation
mittels CytoFLEX-Messung; Histogramm; event-Zahl Uber side scatter; Populationen <0.5um>
Erlauterungen: ISEV = low speed extracellular vesicles; hsEV = high speed extracellular vesicles;
pellet = beim Zentrifugieren entstandener Zellriickstand; die unterschiedliche Skalierung der y-
Achse hat keine Auswirkung auf die Auswertung

Groflenspektrum Mittelwert Standardabweichung
[EV/ul] [EV/ul]
ISEV < 0,5um 30,18 6,96
> 0,5um 36,88 5,76
Uberstand (hsEV) < 0,5um 24,95 2,91
> 0,5um 31,24 3,02
Pellet (hsEV) < 0,5um 48,02 5,01
> 0,5um 95,91 2,49

Tabelle 13: EV-Populationen bei low speed- gegeniiber high speed-Zentrifugation; accEV =
accumulated extracellular vesicles; ISEV = low speed extracellular vesicles; hsEV = high speed
extracellular vesicles
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AnschlieRend wurden der Uberstand und das geldste Pellet nach high speed-Zentrifugation
auf MP-TF-Aktivitat getestet. Hier wurde eine signifikant hohere MP-TF-Aktivitat des
pellet von 8,90+0,5 pg/1076 Partikeln im Uberstand gegeniiber 27,69+4,89 pg/10°6
Partikeln im pellet (p<0,05) festgestellt (Abb. 10).

MP-TF-Aktivitat

35,00

*

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
- m
0,00

Uberstand Pellet

MP-TF-Aktivitat (pg/1076 Partikel)

Abbildung 10: MP-TF-Activity-Assay berechnet auf 106 Partikel; Uberstand gegeniiber geldstem
pellet bei high speed-Zentrifugation; n=3; * entspricht p<0,05 verglichen mit dem Uberstand

3.3 Migrationsinduktion bei Tumorzellen durch Mikrovesikel

Der nachste Schritt bestand darin, festzustellen, ob die verwendeten Erglisse, bzw. deren
MV-spezifisch aufbereitete Verarbeitungsprodukte, in der Karzinomzelllinie Colo357

Migration induzieren kdnnen.

Um dies zu testen, wurden den Ansétzen MV enthaltende maligne Ergiisse von Mamma-
(BC), kolorektalem (CRC) und kleinzelligem Lungenkarzinom (SCLC) hinzugefuigt. Nach
36 Stunden wurde die MV-induzierte Migrationsinduktion in Colo357-Zellen mittels
Migrationsassays untersucht. Die Migrationsinduktion der Zellen erhdhte sich nach Zugabe
aller malignen Ergusse signifikant (Abb. 11). Am héchsten war die Induktion nach Gabe des
malignen Ergusses aus CRC (ca. 260%), gefolgt von BC (ca. 250%) und dem SCLC (ca.

200%), verglichen mit der Kontrolle.
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Abbildung 11:Verlauf der Migrationsinduktion in Tumorzellen durch Mikrovesikel (MV);
Dargestellt ist die MV-induzierte Migrationsinduktion in Colo357-Zellen durch Zugabe von
malignen Ergiissen verschiedener Tumorerkrankungen, wie CRC = kolorektalem Karzinom, BC =
Mammakarzinom, SCLC = kleinzelligem Lungenkarzinom; (A): Migrationsverlauf; Migrationsindex
Uber Zeit in Stunden; rot (a), Colo357-Zellen mit Medium (Negativkontrolle); Magenta (b), Colo357-
Zellen mit SCLC (Erguss 575); Blau (c), Colo357-Zellen mit BC (Erguss 599); Griin (d), Colo357-
Zellen mit CRC (Erguss 612); (B): Darstellung der Migrationsindices bei t=36h; n=3, * entspricht
p<0,05, ** entspricht p<0,01 zur Kontrolle
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3.4 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch
Tinzaparin

Es zeigte sich, dass die in malignen Erglssen enthaltenen MV die Migration von den

Karzinomzellen Colo357 signifikant erhohten. Da die Krebszellmigration in der

Tumortherapie verhindert werden soll, um die Streuung eines Krebsgeschwires zu

verhindern, sollte getestet werden, ob das NMH Tinzaparin die Zellmigration bereits in vitro

unterbinden kann.

Um dies zu testen, wurden die Zellen mit 2 IU/ml Tinzaparin fur drei Stunden vorinkubiert
und der Migrationsassay wiederholt. Die Versuche wurden Uber mindestens 36 Stunden
aufgezeichnet und zeigen, dass die Gabe von Tinzaparin durch MV-induzierte Zellmigration
von allen malignen Erglssen CRC (ca. -70%), BC (ca. -64%) und SCLC (ca. -37%)
signifikant reduzierte (Abb. 12).

........................................
300 3.0
CRC (612) (© BC (599) ©
25k ® CRC (612) + Tinzaparin ®) Lo, 3 ® BC (599) + Tinzaparin (®)
-t & Kontrolle, Medium (@ =7t 4 Kontrolle, Medium (@)
20f 20F
Busk Bt
I £l
3 1ok B 10k
3 o b F
0.5 st 055
S i it | 8 4 4
T i —TLL T ——LL
0, 0,0 st
0.5 0t
0.0 5.0 100 150 20.0 25.0 30.0 33,0 10,0 0.0 50 10.0 15.0 200 25.0 30,0 35.0 40.0
Time (in Hour) Time (in Hour)
T
0.65¢ scre ) , Hemmung der MV-induzierten Colo357-Zellmigration durch
(575 (c - . - 1/ Y 2
0,60 / = =
@ SCLC(£7%) + Taparin pd Tinzaparin (21U/ml); t=36h, n=3

055 @ Kontrolle, Medium ) | 1o
0.50f- | 1000 I

Migration (% der Kontrolle)
2
s

.
300 -
100

. .

CRC BC SCLC

Ergfisse ohne Tinzaparin W Ergiisse mit Tinzaparin (2IU/ml)

Abbildung 12: Hemmung der Mikrovesikel (MV)-induzierten Migrationsinduktion in Colo357-Zellen
durch Tinzaparin (3 Stunden Vorinkubation); die Karzinomzellen Colo357 wurden (ber 36 Stunden
mit maligen Erglssen von Patienten erkrankt an (A) kolorektalem (CRC, Erguss 612), (B) Mamma-
(BC, Erguss 599) und (C) kleinzelligem Lungenkarzinom (SCLC, Erguss 575) ohne ((c), griine Linie)
und mit Tinzaparin (2 IE/ml, (b), rote Linie) inkubiert und mit der Kontrolle (Zellkulturmedium, (a),
blaue Linie) verglichen. In (D) sind die Daten der Kurven nach 36 Stunden graphisch dargestellt.
n=3; ** entspricht p<0,01 verglichen mit der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
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3.5 Induktion der TFPI-Produktion in Tumorzellen durch Tinzaparin

Um die Theorie zu untermauern, dass die den MV zugehorigen TF-FVII-Komplexe an der
Migrationsinduktion beteiligt sind, wurde der kdrpereigene Gerinnungshemmer TFPI

verwendet, um den TF-FVII-Komplex in Colo357-Zellen zu blockieren.

Die TFPI-Produktion der Colo357-Zellen wurde durch 2 1U/ml Tinzaparin nach 8 Stunden
Inkubation statistisch signifikant um ca. 60-72% gesteigert (p<0,01). Es wurde kein
Konzentrationseffekt von 0,4 IU/ml, 0,8 IU/ml und 2 IU/ml Tinzaparin detektiert (Abb. 13).

TFPI-Produktionsinduktion durch Tinzaparin; t=8h; n=4

1,800

0.400

TFPI-Konzentration (ng/ml)

0,200

0.000
Kontrolle Tinza 0.41U/ml Tinza 0.81U/ml Tinza 2IU/ml

Abbildung 13: TFPI-Produktionsinduktion durch das NMH Tinzaparin (0,41U/ml, 0,81U/ml und

21U/ml) nach 8 Stunden; Analyse mittels ELISA wahrend Inkubation mit n=4, ** entspricht p<0,01
gegenlber der Kontrolle
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3.6 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch
TFPI

Um zu untersuchen, ob die durch Tinzaparin induzierte Migrationshemmung aus einer
Erhohung der zelleigenen TFPI-Produktion der Colo357-Zellen resultiert, und ob somit
Tinzaparin indirekt auf den TF-FVII-Komplex einwirkt, wurde ein TFPI-ELISA
durchgefuhrt. Daftir wurde eine TFPI-Konzentration gewéhlt, welche ein Mittel zwischen
unprovozierten Basiskonzentrationen und Maximalkonzentration nach Stimulation mit
Tinzaparin darstellt (150).

Die Behandlung der Colo357-Zellen mit rTFPI wurde uber 36 Stunden durchgefiihrt. Nach
bereits 20 Stunden Inkubation wurde die MV-induzierte Migrationsinduktion durch den
Einsatz von rTFPI gehemmt. Dieser Unterschied vergréRerte sich bis zum Endzeitpunkt von
36 Stunden Inkubation, um die Migrationsinduktion final um ca. 25% (p<0,01) zu reduzieren
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Hemmung der Mikrovesikel (MV)-induzierten Migrationsinduktion in Colo357-Zellen
durch rekombinanten tissue factor pathway inhibitor (rTFPI); (A): Rot, Kontrolle; Blau, Colo357-
Zellen mit kolorektalem Karzinom (CRC) und 100ng/ml TFPI; Grin, Colo357-Zellen mit
kolorektalem Karzinom (CRC) ohne TFPI; (B): Vergleich zwischen Behandlung der Colo357-Zellen
mit Erguss und zusétzlicher Gabe von TFPI nach 36h; n=4; ** entspricht p<0,01
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4 Diskussion

Seit den 1930er Jahren wird an den Auswirkungen von Antikoagulanzien auf
Krebserkrankungen geforscht. Diverse in vitro- und in vivo-Studien zeigten, dass die
Aktivierung der Blutgerinnung durch einen Tumor eine wichtige Rolle in der Bildung von
Tumorgewebe und Metastasierung spielt (186). Des Weiteren konnte in praklinischen
Studien ein signifikanter antiangiogener sowie antimetastatischer Effekt wvon
Gerinnungshemmern beobachtet werden. Im Mausmodell wurde zum einen gezeigt, dass
Tinzaparin und andere NMH die tube-Formation durch TNFa und FGF herbeifiihren und
zum anderen eine Lungenmetastasierung verhindern konnen (170, 187). In einem &hnlichen
Modell konnten Amirkhosravi et al. eine Reduktion der Tumor-Neuformation nach

Tinzaparin-Injektion demonstrieren (167).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass extrazellulare Vesikel mit koagulatorischer
Potenz in malignen Ergiissen nachweisbar sind. Diese Vesikel konnten mittels high speed-
Zentrifugation und Durchflusszytometrie in ihre Subgruppen aufgeteilt werden. Dadurch
konnte eine Zuordnung der relevanten TF-Aktivitét erfolgen. Durch Verwendung von ISEV
wurde die Migration von humanen Pankreaskarzinomzellen ausgelést. Diese
Migrationsinduktion konnte jedoch durch eine Behandlung mit Tinzaparin und speziell

durch TFPI gehemmt werden.

Aktuelle Meta-Analysen Uber alle Patienten bestatigen lediglich einen marginalen
Uberlebensvorteil der Therapie mit NMH bei Tumorpatienten, im Vergleich zur Behandlung
mit UFH. Betrachtet man jedoch Subgruppen dieser Patientenkollektive, ist durchgehend ein
statistisch signifikanter Vorteil bei Patienten mit limited disease (SCLC) oder lokal
beschranktem Tumorleiden ersichtlich (188, 189). Die von Akl et al. durchgefuhrte
Cochrane-Analyse schloss 15 Studien mit insgesamt 7662 Patienten ein. Ziel war es, die
Effektivitdt von Heparinen gegenuber einem Plazebo oder keiner Intervention bei
ambulanten Krebspatienten zu evaluieren (188). Primére Endpunkte waren Mortalitat
wahrend des Studienzeitraums, nach 12 Monaten und nach 24 Monaten. Sekundére
Endpunkte waren vendse Thromboembolien, leichte Blutungen, schwerwiegende
Blutungen, Einschrankungen der Lebensqualitdt und Thrombozytopenie. Die Meta-Analyse
zeigte, wie zu erwarten, eine signifikante Reduktion des Risikos fir venose
Thromboembolien. Beziiglich der Mortalitat gab es tber alle Patienten hinweg zwar keine

Verbesserung nach 12 oder 24 Monaten, jedoch eine statistisch signifikante Reduktion des
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Todesrisikos in einer Verlaufsdatenanalyse (time-to-event) (188). Diese Ergebnisse
untermauern die Resultate einer vorausgehenden Analyse aus dem Jahr 2011 (190). Bereits
hier stellte sich ein VVorteil einer UFH-Therapie dar, jedoch gab es eine Diskrepanz beziiglich
der Mortalitatsreduktion bei 12 und 24 Monaten. Die hazard ratio zeigte einen
Uberlebensvorteil mit Heparintherapie wahrend der Studiendauer und bei 24 Monaten, aber
keinen Vorteil bei 12 Monaten. Die Heparinbehandlung erbrachte zudem eine bessere
hazard ratio  hinsichtlich ~des  Uberlebens bei  Patienten  mit  einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit von langer als sechs Monaten, verglichen mit den Patienten,

denen weniger als sechs Monate Uberlebenschance gegeben wurden.

Eine 2014 veroffentlichte Cochrane Meta-Analyse (186) mit der gleichen Fragestellung
zeigte im Gegensatz dazu keinen Vorteil beztglich der Mortalitét, bei erhéhtem Risiko fir
leichte und schwerwiegende Blutungen unter der Therapie mit oralen Antikoagulanzien
(Warfarin, Apixaban).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die Einstellung einer klinisch relevanten
Konzentration Tinzaparin (2 IU/ml) in einer in vitro-Kultur mit Tumorzellen eine hemmende
Wirkung auf MV-induzierte Zellmigration ausubt. Diese These wurde unter Verwendung
der humanen Pankreaskarzinomzelllinie Colo357 sowie drei maligner Ergusse (Aszites-
Punktate; CRC - kolorektales Karzinom, BC - Mamma-Karzinom, SCLC - kleinzelliges
Lungenkarzinom) bestatigt. Durch die Verwendung von Patientenmaterial ergab sich ein
starker klinischer Bezug.
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4.1 ldentifikation von Mikrovesikel-Populationen und Nachweis
von TF-tragenden extrazellularen Vesikeln in  malignen
Erglssen

In der hier vorgestellten Forschungsarbeit wurden maligne Ergisse von Krebspatienten
verwendet. Durch die vorgenommenen Zentrifugationsschritte enthielten diese nur sehr
wenige Thrombozyten (173, 175). Dieser Umstand vereinfacht nicht nur die Isolierung von
extrazellularen Vesikeln, sondern verringert auch eine mdogliche Interaktion der

gerinnungsrelevanten Bestandteile mit Thrombozyten.

In den letzten Jahren hat sich die Nomenklatur im Bereich der jetzt als extrazellulare Vesikel
bezeichneten Partikel stark veréndert. Durch verbesserte technische Mdglichkeiten fuhrte
eine genauere Klassifizierbarkeit zur Aufspaltung der anfangs grofRen Gruppe der MP und
EV. In dieser Arbeit wurde auf die Arbeiten von Ciardiello et al. und Kalra et al. 2016
verwiesen. Diesen Autoren folgend dient der Ausdruck extrazellulare Vesikel als
Uberbegriff fir Exosomen (30-300 nm), Ektosomen (MV, MP; 0,1-1 um), apoptotische
Korperchen (0,05-4 um) und groRe Onkosomen (1-10 um) (46, 53). Bei der Interpretation
der Publikationen ist diese Definition zu berlicksichtigen.

Die extrazellularen Vesikel, speziell MV, wurden in unseren Untersuchungen durch ein von
der International Society on Thrombosis and Haemostasis empfohlenes Protokoll von den
restlichen im Erguss befindlichen Bestandteilen getrennt (174). Die gewonnene Praparation
wurde ISEV genannt (Tab. 8). Anschlielend wurde sie durch eine von Gieseler et al. (176)
etablierte Methode nach Annexin V-PS-Bindungskapazitét selektioniert. Diese Praparation
wurde als capEV bezeichnet. Annexin V ist Teil einer Gruppe von Proteinen, welche
Kalzium-abh&ngig an negativ geladene Membranproteine binden. VVon Bedeutung fiir diese
Arbeit ist die spezifische Bindung an PS, welches sich auf der Oberflache von MV befindet.
Die Annexin-gekoppelten magnetic beads wurden urspringlich entwickelt, um PS-

prasentierende Zellen in der Apoptose zu selektionieren (191, 192).

Fir diese Arbeit war die Spezifitdt der Annexin V-PS-Bindung von grolRer Relevanz, da
Exosomen im Gegensatz zu Ektosomen und apoptotischen Kérperchen eine stark reduzierte
Annexin V-Bindungskapazitat aufweisen (177). Diese Eigenschaft konnte daraus
resultieren, dass im Gegensatz zu Ektosomen Exosomen durch den Prozess der Exozytose

entstenen und somit keine Verdnderung der Membranasymmetrie verursachen (46). Wie
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oben beschrieben, bindet Annexin V hochspezifisch an PS, welches erst an die
Membranoberflache tritt, wenn die Membranasymmetrie gestort oder verandert wird (74).
Die unterschiedlichen EV-Populationen wurden zunachst mithilfe des Durchflusszytometers
charakterisiert und nach ihrer GréRe den Subpopulationen zugeordnet (Abb. 8; Abb. 9, Tab.
13).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist eine genauere Einteilung von Exosomen und Ektosomen einer
bestimmten GroRe nicht moglich, da sich nach Definition deren GrélRenspektren
uberschneiden und hochspezifische biochemische Marker fiir die Bestimmung der einzelnen
Populationen fehlen. Die GrolReneinschatzung der Vesikel basiert in dieser Arbeit auf einer
Kalibrierung durch Megamix (BioCytex, Marseille, Frankreich). Diese Methode wurde
diskutiert, da die GroRe eines Vesikels oder Partikels offensichtlich nur unzuverlassig mittels

einer Kugel, also der beads, abgeschéatzt werden kann (193).

Allerdings konnten wir mittels Durchflusszytometrie definierte Populationen darstellen
(Abb. 8; Abb. 9, Tab. 13) und gehen aktuell davon aus, dass der grofite Teil der
Migrationsinduktion tber den PAR/ERK-Signalweg durch TF-tragende MV angestoRen

wird.

Es stellte sich heraus, dass durch die Zentrifugationsschritte mit 2.500 xg (low speed)
uberwiegend grofRe Partikel entfernt wurden, die wir apoptotischen Korperchen oder grof3en
Onkosomen zuordnen (Abb. 9). AnschlieBend lagen demnach vorwiegend Exosomen und
Ektosomen in den Versuchsansatzen vor. Durch die Zentrifugation bei 10.000 xg (high
speed) konnte eine Trennung der kleinen Partikel <0,5 pm, nach unserer Interpretation
Exosomen, vom Rest >0,5 um, vermutlich Ektosomen und apoptotische Kdrperchen, erzielt
werden (Abb. 9; hseV). Zusatzlich befanden sich nach der high speed-Zentrifugation alle
I6slichen Faktoren, welche zu einer Partikel-unabhangigen Migrationsinduktion hatten
beitragen kénnen, im Uberstand. Sie beeinflussten somit die nachfolgenden funktionellen
Experimente nicht. Die hohe TF-Aktivitat im Uberstand (Abb. 10) lieR darauf schlieRen,
dass bei einer Migrationsinduktion (iber den TF-Signalweg der grofite Teil der Induktion
Uber TF-tragende MV stattfand.

Dem gegentiber zu stellen sind die Befunde mehrerer Autoren, welche Exosomen in den
Vordergrund der Migrationsinduktion riicken. Christianson et al. zeigten, dass Exosomen zu
einer ERK1/2 Phosphorylierung und Migrationsinduktion fuhren, welche durch den
spezifischen Inhibitor U0126 gehemmt werden konnte. Zuséatzlich konnte die

Migrationsinduktion durch Heparinderivate wie Tinzaparin gehemmt werden (194). Weidle
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et al. belegten 2017, dass Exosomen aufgrund diverser Funktionen den Brennpunkt von
Metastasierung und Invasion darstellen (195). Hierzu gehdren u.a. die Apoptoseinduktion in
zytotoxischen T-Zellen, der Transport von Migration-induzierender RNA sowie MDR-
Proteine und eine direkte Interaktion mit PAR2 (195). Ferner stellte sich heraus, dass die
Hemmung von CD9 und CD63 durch spezifische humane Antikdrper die Metastasierung in
Lunge, Lymphknoten und in den Thorax signifikant reduziert, ohne auf das Wachstum des
Primartumors einzuwirken. Diese Marker konnen hauptséchlich auf Exosomen
nachgewiesen werden (196), sind jedoch nicht spezifisch fur diese Population (197). Die
beteiligten  Forschungsgruppen  verwendeten zur Trennung der EV  diverse
Zentrifugationsschritte. Zur speziellen Isolierung der Exosomen wurde von den genannten
Autoren allerdings eine Ultrazentrifugation bei 10.000 xg durchgefuhrt. Eine genauere
Betrachtung der Daten legt nahe, dass die gemessene Population mengenméfig zwar
abnimmt, sich jedoch das Maximum an Zellen pro Milliliter bei ca. 200 nm befindet. Es ist
also davon auszugehen, dass in diesen Prdparationen nicht nur Exosomen, sondern auch
Mikrovesikel zu finden waren. Wir gehen davon aus, dass die von uns verwendeten

Methoden zu einer wesentlich genaueren Trennung der Vesikelklassen fuhren (Abb. 9).

Wir konnten in unserem Projekt zum einen konstatieren, dass in den verwendeten malignen
Erglssen viele Ektosomen/MV vorhanden waren. Dieses Ergebnis korreliert mit
Veroffentlichungen, welche darstellen, dass MV im Plasma von Krebskranken detektierbar
sind bzw. in erhéhter Konzentration vorliegen (38, 70). Zum anderen konnte nachgewiesen
werden, dass in malignen Erglssen mehrere Populationen extrazelluldrer Vesikel
vorkommen, die eindeutig voneinander zu trennen sind. Darunter waren unterschiedliche
Mengen MV und spezifische TF-tragende MV. Diese Erkenntnisse werden von weiteren
Veroffentlichungen bestatigt (15, 18, 38, 46, 48, 53, 57, 58, 70, 72-74, 91, 198) und belegen
erneut die Heterogenitdt der MV sowie die Notwendigkeit einer weitergehenden
Erforschung der extrazellularen Vesikel und ihrer Verbindung zu Tumorerkrankungen.

Es stellte sich u.a. die Frage, ob eine Korrelation zwischen MV-Menge oder -beschaffenheit
und Krankheitsverlauf oder —stadium besteht, oder ob Unterschiede zwischen den MV
verschiedener Tumoren nachweisbar sind. Falls dies der Fall ist, konnte die Analyse von
MV als Surrogatparameter fiir Prognose und Stadium einer Krebserkrankung entwickelt
werden. Dieser Frage geht unsere Arbeitsgruppe aktuell mit Analysen von MV aus

biologischem Material (Erglsse, Plasma und Urin) definierter Patientengruppen nach.
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Im Zuge der Suche nach Surrogatparametern konnten beim groBten Teil der Patienten
erhohte Spiegel bei Markern flr aktivierte Gerinnung (Fibrinopeptid A (FPA), Prothrombin-
Fragmente, Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT)) identifiziert werden. Jedoch stellte
sich kein Gerinnungsparameter als zuverlassiger Pradiktor heraus (19, 21), um einen Tumor
maoglichst friih erkennen zu kénnen. Eine einzige Korrelation prasentiert sich zwischen der
TF-Expression auf Tumorzellen und der Neigung zu hamatogener Metastasierung in

Melanomzellen (199).

Bevor jedoch in dieser Richtung konstruktiv weitergeforscht werden kann, muss sich eine
einheitliche Nomenklatur fir extrazellulare Vesikel durchsetzen. In diesem Zusammenhang
wurde 2012 die International Scociety of Extracellular Vesicles (ISEV) gegrindet. Eine
ihrer grundsatzlichen Fragestellungen ist die physiologische und pathophysiologische
Funktion der unterschiedlichen Vesikelklassen im klinischen Kontext. Hieraus ergibt sich
auch die Diskussion zur Rolle der Gerinnungsaktivierung bei entziindlichen Erkrankungen
und Tumorerkrankungen, denn TF-tragende MV sind starke Induktoren der extrinsischen
Tenase (57, 72, 92, 93). Die hier vorgelegten Ergebnisse dienen als weiterer Baustein fur
diese klinisch bedeutsame Forschungsrichtung. In den folgenden Abschnitten werden

funktionell relevante Untersuchungen mit aufgereinigten MV dargestellt.
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4.2 Migrationsinduktion bei Tumorzellen durch TF-tragende
Mikrovesikel

In dieser Arbeit wurden MV in malignen Erglssen nachgewiesen. Ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von MV und Tumorerkrankungen wurde bereits von diversen
Autoren beschrieben. Laut Literatur werden erhohte MV-Spiegel mit Tumorwachstum und
-Uberleben in Verbindung gebracht. Des Weiteren werden sie mit Angiogenese, Schutz vor

Immunreaktion, Zerstérung von ECM und Metastasierung assoziiert (46, 72-74, 89).

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine Krebszelllinie mit malignen Ergussen
inkubiert, die ISEV enthielten. Zur Messung wurde das XCELLigence System von Roche

eingesetzt, um die Zellmigration in Echtzeit beobachten zu kénnen.

Bei der Untersuchung nach 36 Stunden zeigte sich bereits eine Migrationsinduktion durch
die Zugabe von malignen Ergussen aller drei Tumorpatienten. Die leichten Unterschiede
zwischen den Tumorarten bezlglich der Migrationsinduktion lassen sich beispielsweise auf
unterschiedliche Zusammensetzungen der ISEV-Populationen oder auf heterogene TF-
Exposition der EV zurtickfuhren. Der starkere Anstieg des Migrationsindex bei tber 25
Stunden ldsst Ruckschlusse auf eine einsetzende Proliferation zusatzlich zur schon
bestehenden Migration zu (Abb. 11).
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4.3 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch
Tinzaparin

Fur das Uberleben eines Krebspatienten ist es besonders wichtig, dass der Primartumor nicht
metastasiert. Ein metastasierter Tumor verschlechtert die Uberlebensprognose des Patienten
drastisch und geht zusatzlich mit einem deutlich erhéhten Thromboserisiko einher (19, 20,
30). Die Migration von Tumorzellen stellt eine notwendige Voraussetzung fir deren
Metastasierungsfahigkeit dar. Deshalb wurde hier getestet, ob das NMH Tinzaparin eine
Migrationsinduktion von Krebszellen in vitro hemmen kann (Abb. 12). Bei der Inkubation
von Colo357-Zellen mit MV aus malignen Erglissen und Tinzaparin bestétigte sich die
Annahme, dass eine Zellmigration durch das NMH reduziert werden kann. Es wurde eine
Tinzaparinkonzentration verwendet, die dem in der Fachinformation (verdffentlicht von
LEO Pharma, 2011) (185) angegebenen plasma-peak-Wert der anti-Xa-Aktivitdt durch
Gabe von 75 1U/kg Tinzaparin subkutan bei normalgewichtigen Patienten entspricht.
Allerdings gelang die Hemmung der Migration nur, wenn die Tumorzellen mindestens 3
Stunden vor der Applikation von MV mit Tinzaparin pra-inkubiert wurden. Dies spricht
dafur, dass das Tinzaparin keine direkte Wirkung auf die Migration hat, sondern vielmehr
indirekt einen zelluldren Effekt auslost. Es ist bekannt, dass Tinzaparin eine im Vergleich zu
anderen NMH hohe Potenz zur Induktion einer TFPI-Ausschittung von epithelialen Zellen
hat.

Die partielle Hemmung der Migration durch Tinzaparin kann unterschiedlich interpretiert
werden. Eine Mdglichkeit ware, dass die Zellpopulation sowie die Ergiisse durch die
Aufbereitung in Mitleidenschaft gezogen worden sein kénnten. Es kdnnte auch sein, dass
die Migrationsinduktion nicht ausschliel3lich auf extrazellulére Vesikel zuriickzufuhren ist.
Man konnte ferner annehmen, dass die Tinzaparinkonzentration nicht fiir eine komplette
Hemmung der heterogenen EV-Aktivitat ausreicht, da der TF-Signalweg moéglicherweise

nur einen Signalweg reprasentiert.

Es ist bekannt, dass eine aktivierte Hamostase, zum Teil auch durch das Vorhandensein von
freiem TF, forderlich fiir maligne Erkrankungen ist (200), bzw. dass eine durch Tumore
erhdhte prokoagulatorische Aktivitdt den Vorgang der Metastasierung unterstitzt (201).
Zudem haben diverse in vivo-Versuche eine hemmende Auswirkung von Heparinen und

NMH auf Tumorprogression gezeigt (202). Ihre antiangiogene und antiproliferative Potenz
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scheint vom Molekulargewicht abhéngig zu sein. Khorana et al. prasentierten 2003

Ergebnisse, welche Wirkungsmaxima bei durchschnittlich 3 kDa sowie 6 kDa zeigten (203).

Fur die Wirkung von NMH auf das Krebsgeschehen werden aktuell diverse Mechanismen
diskutiert. Dazu gehort die Hemmung der Tumorangiogenese durch Runterregulation von
TF, VEGF, basic fibroblast growth factor (0FGF), Thrombin und Fibrin (200). Wir erinnern
uns, dass TF von den meisten Tumoren exprimiert wird und nachgewiesenermafen tber
PAR, vor allem PAR2, auf die Migration, Invasion und Angiogenese einwirken kann (200).
Durch den aktiven TF wird Thrombin produziert, welches u.a. eine Anreicherung des von
Willebrand Faktors (VWF) in Gefaltlumina induzieren kann (202) sowie PAR auf diversen
Zellen aktiviert. VWF stellte sich als essentiell fur eine erfolgreiche Metastasierung heraus,
da es die Thrombusbildung sowie Adhésion von Zellen z.B. an das Endothel vereinfacht
(201). VEGF(-A), welches auch durch diverse Tumore sezerniert wird, spielt eine wichtige
Rolle in Tumorprogression und -angiogenese, indem es tber vVWF zur Endothelaktivierung
beitragt, welche sehr wichtig fur die Metastasierung ist (201, 202). Des Weiteren wurde eine
Unterstitzung der Immunabwehr durch gesteigerte Aktivitat von natirlichen Killerzellen,
antiproliferative Wirkung auf Fibroblasten, Endothel-, Epithelzellen, Zellen der glatten
Muskulatur sowie antiadhésive Wirkung tber die Blockade von P- und L-Selektin durch
NMH nachgewiesen (200). Uber eine Hochregulation von E-Cadherin (204) aber auch durch
Hemmung der Heparinase und Blockade von extrazellularen Matrixproteinen, TFPI- und
anti-Selectin-Induktion sowie antiinflammatorische Potenz (187, 198, 200, 205, 206)

konnen NMH hemmend auf Migration, Invasion und Angiogenese wirken.

Die Wirkung von Tinzaparin ist also heterogen und beruht auf diversen Mechanismen. Es
hemmt FXa und Flla (Thrombin) (185) und induziert TFPI (162, 207). FXa im Komplex mit
TF und FVIla sowie Thrombin sind in der Lage PAR zu aktivieren (98). Es hemmt VEGF
und fuihrt zu einer reduzierten vWF-assoziierten Endothelaktivierung (201, 202). Tinzaparin
weist Potenzial zur P- und L-Selektin-Hemmung auf und kann eine Hochregulierung von E-
Cadherin einleiten (204, 208, 209). Eine weitere Erkenntnis ist, dass durch Tinzaparin
transkriptionales Umprogrammieren eingeleitet werden kann, welches mdglicherweise eine
positive Auswirkung auf Chemotherapeutikaresistenzen ausiibt. In einer Studie von

Pfankuchen et al. reagierten 3776 Gene in dieser Form auf die Tinzaparin-Therapie (210).

Ein potentieller Nachteil bei der klinischen Verwendung von gerinnungsaktiven Substanzen

zur Tumorbekdampfung bleibt die erhéhte Blutungsgefahr, obwohl sich in den bisherigen

Studien kein klinisch relevantes Risiko zeigte. Seit geraumer Zeit wird an
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gerinnungsinaktiven Heparinderivaten geforscht. Hier missen sulfatierte, nicht
antikoagulatorisch wirksame Heparine (S-NACH) erwahnt werden. Laut Sudha et al. zeigen
die sulfatierten, nicht antikoagulatorisch wirksamen Heparine antimetastatische sowie
antiangiogene Wirkung ohne ein erhohtes Blutungsrisiko (209). Alyahya et al.
veroffentlichten, dass S-NACH sowie Tinzaparin die Metastasierung eines implantierten
Tumors in Mdusen unterdriicken konnen. Daruber hinaus waren beide Substanzen in der
Lage, eine Metastasierung nach Exzision des Tumors sowie die Masse des Primartumors zu
reduzieren. Im Vergleich zu Tinzaparin konnten nach S-NACH-Therapie gréRere
Tumornekroseareale festgestellt werden. Im Gegensatz zu Tinzaparin wurde auch durch
Verdoppelung der S-NACH-Konzentration keine Verlangerung der Blutungszeit festgestellt
(204). Diese Initiative zeigt, dass die molekularen Mechanismen der Gerinnungshemmung

und der antitumoralen Wirkung unterschiedlich sein kénnen.

4.4 Induktion der TFPI-Produktion in Tumorzellen durch Tinzaparin

Ein wichtiger Bestandteil der Zellmigrationsinduktion ist TF bzw. der TF-FVIla(-FXa)-
Komplex. Um den assoziierten Signalweg zu hemmen, kann auf TFPI, einen kdrpereigenen
Antagonisten von TF und somit ein natiirliches Antikoagulans (137), zuriickgegriften
werden. Wie wir wissen, ist TFPI ein mehrsegmentiges Protein, bestehend aus einem sauren
Amino- oder N-Terminus, drei Kunitz-Typ-Doménen (K1-3), und einem basischen Carboxy-
oder C-Terminus (139). TFPI wird in mindestens zwei Isoformen produziert: TFPIa und
TFPIB. Beide Isoformen kdnnen den TF-FVIla-Komplex sowie FXa hemmen. Seit kurzem

ist bekannt, dass TFPIa friihe Formen des Prothrombinasekomplexes hemmen kann (148).

Nach einer Studie von Fareed et al. (165) ist Tinzaparin ein starker Induktor fiir die TFPI-
Ausschiittung, was durch weitere wissenschaftliche Arbeiten untermauert wird (162, 167).
In gesunden Menschen ldsst sich eine TFPI-Konzentration von 35-90 ng/ml im Serum
nachweisen. Mousa et al. stellten fest, dass sich die TFPI-Konzentration nach einmaliger

Gabe von 75 IU/kg Tinzaparin auf Werte von 150-230 ng/ml erh6hen kann (150).

In unserer Versuchsreihe wurde nachgewiesen, dass Tinzaparin auch in den von uns
verwendeten Tumorzellen eine statistisch signifikante TFPI-Ausschiittung induzierte. Wir
konnten zeigen, dass ansteigende Tinzaparinkonzentrationen bis hin zur plasma-peak-

Konzentration die ausgeschiittete Menge an TFPI aus Colo357-Zellen nicht zusétzlich
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beeinflussten. Dies ldsst darauf schlielen, dass ein on/off-Mechanismus bei der TFPI-
Produktion vorliegt oder dass ein konzentrationsunabhingiger Mechanismus am

zustindigen Rezeptor zur Produktion fiihrt (Abb. 13).

4.5 Hemmung der Mikrovesikel-induzierten Zellmigration durch
TFPI

Wir konnten zeigen, dass die Migrationsinduktion durch ISEV aus CRC-Erguss in Colo357-
Zellen mit rTFPI (-1) statistisch signifikant gehemmt werden konnte (Abb. 14).

Die rTFPI-Konzentration von 100 ng/ml wurde als Kompromiss der Maxima/Minima der
von Mousa et al. (150) veroffentlichten TFPI-Konzentrationen vor und nach Gabe von 75
IU/kg Korpergewicht Tinzaparin gewéhlt (35-90 ng/ml bis 150-230 ng/ml).

Die Hemmung der Migrationsinduktion durch rTFPI war nicht komplett und nicht so stark
wie die Hemmung durch Tinzaparin, was vermuten lasst, dass es sich bei der
Migrationshemmung durch rTFPI um einen von mehreren Wegen der Hemmung durch
Tinzaparin handeln konnte. Es ist auch nicht auszuschlieBen, dass die Wirkung des

verwendeten rTFPI schwécher ist als die des natlrlichen TFPI.

In den letzten Jahren wurden immer mehr Beweise fiir eine hamostaseunabhéngige
tumorsuppressive Aktivitdt von TFPI erbracht. Es wurde gezeigt, dass TFPI Apoptose
induziert, Proliferation hemmt sowie antiangiogene und antimigratorische Kompetenzen
aufweist (140, 146). Tinholt et al. zeigten (140) an Mé&usen, dass die Gabe von TFPI das
Tumorwachstum und die Lungenmetastasierung verlangsamt. Wang et al. verdffentlichten
(211), dass ein TFPI-Mangel im Endothel die Lungenmetastasierung fordert, was unter
anderem mit  einer  gesteigerten Gefallpermeabilitst ~ und  verdndertem
Lungenmikroenvironment einhergeht. Diese Untersuchung bestatigt Ergebnisse einer Studie
von Amirkhosravi et al., in der ebenfalls in einem Mausmodell eine Hemmung der
Gerinnungsaktivierung und eine signifikante Reduktion der Lungenmetastasierung
festgestellt wurde (212).

TFPI-1 ist etabliert als natlrlicher Gegenspieler des TF. Koagulationsunabhangig ist es
jedoch auch in der Lage den TF-abhdngigen PAR-Signalweg zu kontrollieren (138). Als

Isoform von TFPI-1 erschwert TFPla die Angiogenese durch Hemmung der
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Phosphorylierung vom VEGFR-2 (140). Zudem wurde TFPIB mit einer reduzierten TF-
Signalweiterleitung und Brustkrebszellprogression in Verbindung gebracht (146). Diese
Aspekte sind fiir die Interpretation der von uns erhobenen Ergebnisse besonders interessant,
da sie unsere Schlussfolgerungen eines Teils des migrationshemmenden Mechanismus

untermauern.

TFPI-2 besteht wie TFPI-1 aus 3 Kunitz-Typ-Protease-Inhibitor-Domanen, einem N-
terminus sowie einem C-Terminus und konnte in der ECM diverser Gewebe nachgewiesen
werden. Die Hauptaktivitat beruht auf der Hemmung von Serin-Proteasen wie Plasmin,
Plasma-Kallikrein, Trypsin, Chymotrypsin sowie Gerinnungsfaktor FXla. TFPI-2 wird in
zahlreichen Verdoffentlichungen mit Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht (213).

Zudem ist eine reduzierte TFPI-2-Expression fiir mehrere Tumoren beschrieben (214, 215).

In vielen Tumoren ist eine Dysregulation der MMP/MMP-Inhibitor-Balance detektierbar,
welche fur die Aufrechterhaltung der ECM und fir die Inhibierung der Metastasierung
entscheidend ist (214, 215). TFPI-2 blockiert die ECM-Hydrolyse durch Hemmung von
Plasmin und MMPs (216, 217). Zhai et al. stellten eine inverse Korrelation zwischen MMP-
Expression und TFPI-2-Expression in Pankreaskarzinomzellen fest (214). Es wurde gezeigt,
dass die Expression des TFPI-2-Gens das Tumorwachstum und die Metastasierung durch

Beeinflussung des ECM-Umbaus und der Angiogenese in vivo hemmen kann (212, 217).

Mehrere Publikationen erbrachten Beweise, dass entweder die Methylierung des TFPI-2-
Gens (217, 218) oder eine verringerte Expression von TFPI-2 (215, 219) mit einer schlechten
Prognose bzw. einem gesenkten krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben fiir

Patienten einhergehen.

Neben TFPI-1 bietet sich TFPI-2 als valide Alternative in der Kategorie jener korpereigenen
Substanzen an, welche gegen das Fortschreiten einer Krebserkrankung verwendet werden
konnten. Im Vergleich zu TFPI-1 wirkt TFPI-2 kaum (ber die Gerinnungsachse, sondern
eher Giber Mechanismen in der ECM. In diesem Forschungsbereich werden in der n&chsten

Zeit klinisch relevante Ergebnisse erwartet.

Auf Grund der partiellen Hemmung der Migrationsinduktion durch Tinzaparin und TFPI
kann angenommen werden, dass die Migrationsinduktion nicht ausschlieRlich von MV
ausgeht. Eine weitere Interpretationsmoglichkeit ware, dass andere Membranstrukturen, die
nicht durch TFPI beeinflussbar sind, daftr verantwortlich sind. Wie bereits gezeigt, sind in

den malignen Ergussen nicht nur MV, sondern auch Vertreter der anderen Hauptgruppen der
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extrazellularen Vesikel, hauptsachlich Exosomen und apoptotische Kdrperchen sowie nicht-
vesikuléare Effektoren detektierbar. Als alternative Induktoren stehen demnach Exosomen,
apoptotische Korperchen oder Membranbestandteile wie z.B. P-Selektin zur Debatte.
Keerthikumar et al. postulieren z.B., dass Exosomen im Gegensatz zu MV eine signifikant
hohere onkogene Potenz aufweisen (59). P-Selektin, ein Adhasionsprotein, wurde nicht nur
mit MV-assoziierter Thrombophilie in Tumorpatienten, sondern auch mit Tumorwachstum
und Metastasierung (16, 220, 221) in Verbindung gebracht.

In klinischen Studien zeichnete sich ein Zusammenhang zwischen Tumorerkrankung und
thromboembolischen Erkrankungen ab, welcher eine Beeinflussung in beide Richtungen
zeigte — ein prothrombotischer Zustand durch die Tumorerkrankung und eine Unterstiitzung
der Proliferation, Angiogenese und Entziindung, zum Teil Gber PAR und durch Produkte der
aktivierten Gerinnung, wie Thrombin und Fibrinogen. Hier wurde diskutiert, ob nicht
andersherum eine Hyperkoagulabilitat die Entstehung von Tumoren in ihrer Transition von
Dysplasien zur vollen Entartung unterstitzt (21).

Vor allem PAR2 kann unter anderem uber den TF-FVlla-FXa-Komplex intrazellular
agieren. Die hieraus resultierende Signalkaskade kann in Verbindung mit Tumormigration
und —invasion gebracht werden (127). Diese Signalkaskade kann durch Tinzaparin direkt,
durch Hemmung von FXa (185), oder indirekt Uber die durch Tinzaparin induzierte TFPI-
Sezernierung beeinflusst werden (148). Unter den NMH kann Tinzaparin die starkste TFPI-
Sezernierung induzieren (165). Zusétzlich hat es die ideale molekulare Masse um
antiproliferative und antiangiogene Wirkung auszuiiben (203). PAR2 ist auf ca. 80% aller
Tumoren nachweisbar (122), unter anderem auch auf den in dieser Arbeit verwendeten
Colo357-Zellen  (Migrationsinduktion in Colo357-Zellen durch Verwendung des
spezifischen PAR-Agonisten SLIGKVNH2 (AnaSpec, Inc., Fremont, CA, USA), (222)). Ein
wichtiger Signalweg, welcher PAR-Aktivierung und Zellmigration verbindet, fihrt Gber
ERK1/2-Phosphorylierung und Snail zu E-Cadherin-Herunterregulierung und so zu EMT
und Metastasierung (Abb. 15).
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Abbildung 15: Mdglicher Zusammenhang zwischen PAR-Aktivierung und Tumorzellmetastasierung,
-proliferation und -progression; [1], (223); [2], (75); [3], (224); [4], (225); [5], (226); [6], (227);
[7], (228); [8], (129); [9], (229); [10], (230); [11], (231); [12], (232); [13], (233); [14], (234);
[15], (235); [16], (236); [17], (237); [18], (238); Abkirzungen: MV, Mikrovesikel; PAR, protease-
activated-receptor; RAS-K, rat-sarcoma-Kinase; RAF-K, rapidly-accelerated-fibrosarcoma-
Kinase; MAPKKK, mitogen-activated-protein-Kinase-Kinase-Kinase; MEK/MAPKK, mitogen-
activated-protein-Kinase-Kinase; ERK, extracellular-regulated-protein-Kinase; MAPK, mitogen-
activated-protein-Kinase; Rho-K, Rho-Kinase; PAK, p2l-activated-Kinase; EMT, epithelial-
mesenchymale-Transition

Neben den fachlich fundierten Untersuchungen, weist die hier vorlegte Arbeit auch
Limitationen auf. Um das Patientenmilieu so gut wie mdglich zu simulieren, wurden in
dieser Arbeit klinisch relevante Konzentrationen fir Tinzaparin und TFPI gewahlt, jedoch
kann die genaue Kinetik der Wirkstoffe in einer Laborumgebung von der im menschlichen
Korper abweichen. AuBerdem wurde in dieser Arbeit kein Vergleich verschiedener NMH
vorgenommen, da eine Aufklarung des zu Grunde liegenden Mechanismus im Vordergrund
stand. Die verwendete Anzahl an Proben l&sst nur einen Grundsatzbeweis (proof of

principle) zu, keine allgemeine Aussage zur antitumoralen Wirkung von Tinzaparin.

Wie schon erwahnt, konnte in den Versuchen zur Hemmung der Migrationsinduktion von
Tumorzellen durch Tinzaparin und TFPI eine statistisch signifikante, jedoch keine komplette
Hemmung erzielt werden (Abb. 12, Abb. 14). Aus diesem Grund missen
konzentrationsbedingte und kinetische Ursachen tiefergehend in folgenden Experimenten

untersucht werden.
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Wie bereits angesprochen, kann die Arbeit lediglich einen méglichen Mechanismus fir die
Antitumorpotenz von Tinzaparin als Standardtherapeutikum bei Thrombose-gefahrdeten
Tumorpatienten vorlegen. Um eine Kklinisch nitzliche Signifikanz zu erbringen, mussten

mehrere Schritte unternommen werden.

Um die aufgestellte These zu verfestigen mussen die untersuchten Proben weiter gefasst
werden. Wie schon erwahnt, spielt die molekulare Masse der NMH eine wichtige Rolle
hinsichtlich ihrer antitumoralen Leistungsfahigkeit. Diese Beobachtung muss auf das
gesamte Kollektiv der NMH Ubertragen werden, um diejenigen NMH aufzuspuiren, welche
fur weitere Versuche von Bedeutung sein konnten. Eine erneute Analyse der diversen
vorliegenden Studien zu Uberlebensvorteilen durch NMH-Therapie bei Tumorpatienten
muss Unterschiede in den Patientensubpopulationen berlcksichtigen. Ein besonderes
Augenmerk sollte auf Patienten mit lokal begrenzten, nicht metastasiertem Tumorleiden
liegen. Es muss weitere Aufklarung des zu Grunde liegenden Mechanismus in die Wege
geleitet werden. Der wichtigste Nachteil einer NMH-Therapie ist die bestehende
Blutungsgefahr. Es stellt sich die Frage, welcher Koagulationsunabhéngige Signalweg
genutzt wird und ob dieser direkt angesteuert werden kann. Abschlieend muss eine
Differenzierung der Rollen einzelner Subpopulationen der EV vorgenommen werden — sie

konnte die Turen zu einer neuen Klasse antitumoraler Therapeutika 6ffnen.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit die zuvor aufgestellten Thesen, dass MV
die Migration von Tumorzellen induzieren und dass diese Migration durch Tinzaparin
inhibiert werden kann, durch eine methodenreiche Untersuchung belegen. Die verwendeten
malignen Ergusse von Patienten mit CRC, BC und SCLC enthielten TF-tragende MV, die
eine  Tumorzellmigration von Colo357-Zellen in vitro induzierten. Diese

Migrationsinduktion konnte durch das NMH Tinzaparin sowie durch TFPI reduziert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Kaorrelation von fortgeschrittenen Tumorerkrankungen mit thromboembolischen
Ereignissen ist jedem Klinisch tatigen Onkologen wohl bekannt. Einerseits ist dieser
Zusammenhang fiir die Patienten sehr beeintrachtigend - thromboembolische Ereignisse
sind die dritthdufigste Todesursache bei Tumorpatienten -, andererseits ist aber auch die
Prognose in Bezug auf die Tumorerkrankung bei Patienten mit einer Thrombophilie
schlechter. Aus diesen Griinden wurde schon von Virchow im 19. Jahrhundert ein
pathophysiologischer Zusammenhang zwischen Thrombophilien und Tumorerkrankungen
postuliert. Erst seit der Entwicklung hochauflésender Durchflusszytometer, mit denen auch
Partikel unter 500 nm dargestellt werden kénnen, wurde Klar, dass extrazellulare Vesikel
(EV) als pathophysiologisches Agens diese Wissensliicke schliefen kdénnen. Wir wissen
inzwischen, dass EV eine Mischung verschiedener Vesikel darstellen, die durch ihre GroRe,
ihre Zusammensetzung und ihre pathophysiologische Bedeutung unterschieden werden
konnen. EV konnen offensichtlich prinzipiell von allen Zellen gebildet werden, wobei
insbesondere eine Induktion durch Zytokine, wie z.B. TNF-alpha im Rahmen von

Entziindungsvorgéangen, nachgewiesen wurde.

In dieser Arbeit fokussieren wir auf Mikrovesikel (MV), eine Subpopulation der EV, die
durch Ausstllpung der duRReren Zellmembran entstehen (Exosomen). MV sind flr die
Erforschung der oben genannten Zusammenhdnge zwischen Gerinnungssystem und
Tumorprogression besonders interessant, da sie in groBen Mengen von Tumorzellen
freigesetzt werden, insbesondere im entziindlichen Mikromilieu von Tumoren und die
Oberflachenstrukturen der Ursprungszelle (Krebszelle) présentieren, u.a. Tissue-Factor als
Aktivator der extrinsischen Tenase. Um der klinischen Situation méglichst nahe zu kommen,
haben wir MV aus malignen Ergissen von Krebspatienten isoliert, denn die
Zusammensetzung der Ergusse entspricht am ehesten dem Mikromilieu von Tumoren.
Durch eine Sequenz von Zentrifugationsschritten konnten wir unterschiedliche
Subpopulationen der EV aus den malignen Erglissen voneinander trennen und schlieBlich
die fur uns besonders interessanten MV anreichern. Diese MV wurden ex-vivo mit Hilfe
eines  hochauflésenden  Durchflusszytometers  charakterisiert —und auf ihre
gerinnungsinduzierende und migrationsinduzierende Potenz untersucht. Dazu verwendeten
wir verschiedene ELISA-Techniken und einen Migrationsassay, mit dem die Induktion der
Tumorzellmigration durch MV eindrucksvoll gezeigt werden konnte. Klinisch interessant

ist, dass diese Induktion der Tumorzellmigration durch eine Vorinkubation der verwendeten
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Test-Tumorzelllinie mit Tinzaparin, einem handelstblichen niedermolekularen Heparin,
signifikant gehemmt werden konnte. Wir konnten weiterhin zeigen, dass die Inkubation mit
Tinzaparin zu einer TFPI-Ausschuttung der Zellen fiihrt und dass rekombinantes TFPI die
gleiche inhibitorische Wirkung auf die Migrationsinduktion durch MV hat. Die verwendeten
Konzentrationen von Tinzaparin und TFPI orientierten sich dabei an Plasma-Peak-

Konzentrationen, die bei Patienten nach s.c.-Gabe gefunden wurden.

Diese Arbeit erlaubt aufgrund der kleinen Probenzahl keine allgemeingiltigen
Rickschlisse, zeigt aber einen Grundsatzbeweis (proof of principles) und weist auf
mogliche Therapieoptionen hin. Die Verwendung von NMH als Thromboseprophylaxe bei
Tumorpatienten koénnte Uber die antimetastatische und antiangiogene Wirkung einen
zusatzlichen Nutzen flr Patienten bieten, insbesondere dann, wenn ein NMH eingesetzt
wird, das zu einer hohen TFPI-Ausschittung fuhrt, wie dies bei Tinzaparin der Fall ist.
Dieser potentiell zusétzliche Nutzen misste in folgenden klinischen Studien geklart werden,
da die bisher vorliegenden klinischen Studien zu diesem Thema keine Korrelation zur TFPI-

Ausschittung durch die Behandlung untersucht haben.
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Anhang

UNIVERSITATSKLINIKUM

T otEinone Ty Cormous Libeck Schleswig-Holstein

Railzabiitgar Allaa 180 + Z3538 LOBack

-9 Campues Liibook = Medizinischo Kilngk |

An die Direior: Frof. Or. med. Hendrk Lennert
Wissenschaftliche Ethikkommission
der Universitat zu Libeck Exparimantolis Onkologie,

Palliativmadizin und Ethlk in dor Onkologle
Prod. Dr. med. Frank Gieseler

Tel: 0451 BO0-HET0

Fam: 0451 S00-2410

E-mail: fank giesslenfuksn.de

- im Hause -

Datum: 26.03.13

Antrag auf Erweiterung des Ethikvotums vom 31.10.2011 (AZ 11-206)

Sehr geehrte Damen und Herren,

ich bitte darum, das oben genannte Ethikvotum auf die jetzt folgenden Forschungs-
projekte zu erweitern. Das DFG-Projekt ist inzwischen beendet, wir haben aber noch
ein grofe Zahl von eingefrorenen Patientenproben, die wir gerne fiir weitere For-
schungsarbeiten verwenden moichten. Es handelt sich um benigne und maligne Er-
glisse, die nach der klinisch notwendigen Punktion eingefroren wurden ("lberschiis-
siges Restmaterial®). Zum Zeitpunkt der Punktion wurden zum Teil auch Laborwerte
der Patientinnen und Patienten in einer Datenbank erfasst. Die Daten wurden dann
sofort ("an der Quelle") durch die Vergabe einer laufenden Nummer im Labor anony-

misiert. Eine Riickverfolgung ist nicht méglich.

Ich stelle hiermit den Antrag, dieses fir die Forschung wertvolle Material dber das

DFG-Projekt hinaus verwenden zu dirfen.

Mit freundlichen Griilien,

Prof. Dr. med. Frank Gieseler

- Bereichsleiter -
Liniy gbskinikum W itgl T
Schleswig-Holstain Prod, Dr. Jens Schoiz g? ?ﬁ.
Amrink dan Dlnkar Dnresmem =
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Bestehender Titel:

"Molekulare Interaktionen zwischen dem akfivierten Gerinnungssystem von Tumor-

patienten und der Progression und Metastasierung von Tumorzellen®

Weitere Beschraibung des Vorhabens:
Es handelt sich um ca. 350 tiefgefrorenen Ergussproben aus den Jahren 2002-2007.

die Proben sind von Patienten, die in diesem Zeitraum in der onkologischen Ambu-

lanz im UKSH, Campus Kiel behandelt wurden und haben sich einer Punktion unter-
zogen. Eine Einverstandniserklérung der Patientinnen und Patienten fir die For-
schungsarbeiten wurde eingeholt. Parallel wurden zum Teil auch Laborwerte der Pa-
tienten gesammelt. Das Material und die Laborwerte wurden mit einer laufenden
Nummer anonymisiert, eine Zuordnung ist retrospektiv nicht maglich.

In unsere Forschungsarbeiten gehen wir der Frage nach, welche Faktoren fir die
mutagenen Eigenschaften dieser Erglisse verantwortlich sind. Hintergrund ist die
hohe zelluldre Resistenz von Tumorzell-Linien, die mit den Erglssen inkubiert wer-
den, sowie die Induktion einer Tumorzellmigration durch die Erglisse. Wir vermuten,
dass Serinproteasen des Gerinnungssystems, die wir in diesen Erglissen nachgewie-
senen haben, einen wichtigen Anteil an diesen Eigenschaften haben. Dies ist inso-
fern interessant, als diese Faktoren mit modernen Antikoagulantien zum Teil blockiert
werden kénnen und somit ein therapeutischer Bezug besteht (Fremdnutzen). Der ur-
sprungliche Studientitel des abgeschlossenen DFG-Forschungsprojektes kann beste-
hen bleiben. Die Patienten werden durch diese Arbeiten in keiner Weise beeintrach-
tigt oder belastigt und wir erwarten eine wesentliche wissenschaftliche Erkenntnis.
Die Erglisse werden durch die Analysen komplett aufgebraucht. Geplant sind bioche-
mische Analysen, sowie Aktivitdtsbestimmungen der Faktoren in den Ergilissen mit
und ochne spezifische Hemmstoffe. Eine weitere Definition oder Einschrankung der
geplanten Arbeiten méchte ich nicht vornehmen, da sich die Forschungsrichtung

nicht in allen Einzelheiten vorhersehen ldsst.

Prof. Dr. med. Frank Gieseler
- Projekileiter -
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Abluncwiclwn. 11-208
Datum: 29, Aprl 2013

Antrag auf Amendment zum Votum 11.208, Schrieben vom 29.04.2013

Antragsteller: Herr Prof. Gieseler

Titel: Moiekulare Interaktionen zwischen dem aktivierten Gerinnungssystem von
Tumerpatienten und der Progression und Metastasierung von Tumorzellen

Sehr geehrler Herr Prof. Gleseler,
Ihr Antrag an die Ethik-Kermmission wurde im verkirzien Verfahren beraten.

Die Ethik-Kommission hat keine Bedenken gegen die Varwendung des Biomaterials fur die von
ihnen in Ihrem Anschreiben ausgefihrten weitsren Forschungsarbeiten,

Mit freundlichem Grufl und besten Wiinschen
fir den weiteren Verlauf Inrer Forschung bin ich
lhr

Prof. Dr. med. A. Katalinic
Vorsitzender
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Abstract

Elevated levels of extracellular vesicles (EVs) have been correlated with inflammatory diseases as well as progressive and
metastatic cancer. By presenting tissue factor (TF) on their membrane surface, cellular microparticles (MPs) activate both the
coagulation system and cell-signaling pathways such as the PAR/ERK pathway. We have shown before that malignant
effusions are a rich source of tumor cell-derived EVs. Here, we used EVs from malignant effusions from three different patients
after serial low-speed centrifugation steps as recommended by the ISTH (IsEV). Significant migration of human pancreatic
carcinoma cells could be induced by IsEV's and was effectively inhibited by pre-incubation with tinzaparin, a low-molecular-
weight heparin. Tinzaparin induced tissue factor pathway inhibitor (TFPI) release from tumor cells, and recombinant TFPI
inhibited EV-induced tumor cell migration. EVs also induced ERK phosphorylation, whereas inhibitors of PAR2 and ERK
suppressed EV-induced tumor cell migration. LsEVs have been characterized by high-resolution flow cytometry and, after
elimination of smaller vesicles including exosomes, by further high-speed centrifugation (hsEV). The remaining population
consisting primarily of MPs is indeed the main migration-inducing population with tenase activity. Compared to other
LMWHs, tinzaparin is suggested to have high potency to induce TFPI release from epithelial cells. The migration-inhibitory
effect of TFPI and the interruption of tumor cell migration by inhibitors of PAR2 and ERK suggest that ISEV's induce tumor cell
migration by activating the PAR2 signaling pathway. Tinzaparin might inhibit this process at least partly by inducing the
release of TFPI from tumor cells, which blocks PAR-activating TF complexes. The clinical relevance of the results is discussed.

Keywords: cell migration; G-protein-coupled receptors; signal peptide/recognition particle

released from endothelial cells, and tumor cell-host
interactions. The pronounced effect of tinzaparin, as

Introduction

In a much-cited paper, Amirkhosravi et al. (2003) reported
that subcutaneous application of the low-molecular-weight
heparin (LMWH) tinzaparin almost completely abolished
lung metastases experimentally induced by intravenous
injection of tumor cells (melanoma) in mice (Amirkhosravi
et al,, 2003). Analysis of the molecular mechanism of the
beneficial side effect of heparin treatment in a preclinical
model of human melanoma suggested that it is based on
inhibition of tumor cell migration and neovascularization
independent of the coagulation cascade (Bereczky et al.,
2005). Experimental data pointed to the involvement of
P- and L-selectins, tissue factor pathway inhibitor (TFPI)

*Corresponding author: e-mail: frank.gieseler@uksh.de

compared to other LMWHs, might be explained by its
high-molecular-weight distribution and high TFPI-inducing
potency (Khorana et al., 2003; Mousa and Mohamed, 2004).
Nevertheless, the exact molecular mechanism of this
interesting observation is still unclear.

Extracellular vesicles (EVs) are released by different cells
into the extracellular space. One common feature of all EVs
is their outer membrane, which consists of a double lipid
layer, as well as the inclusion of biomolecules such as
proteins or RNA. Based on their developmental processes,
their size, and membrane structure, they can be divided into
three groups (Kalra et al., 2016):

Abbreviations: EVs, extracellular vesicles; hsEVs, extracellular vesicles from high-speed centrifuged material; ISTH, International Society on Thrombosis
and Hemostasis; LMWH, low molecular weight heparin; IsEVs, extracellular vesicles from low-speed centrifuged material, MPs, cellular microparticles;
PAR, proteinase-activated receptor; TF, tissue factor; TFPI, tissue factor pathway inhibitor
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1. Exosomes are formed intracellularly from multivesicular
bodies and released by exocytosis; they have a size of
30-150 nm.

2. Ectosomes (also called microparticles or microvesicles)
are formed by cells in response to external stimuli such as,
for instance, inflammatory stimuli, restructuring and
finally outward budding of the outer membrane; they
have a size of 100-1,000 nm and are larger than exosomes.

3. Apoptotic bodies are released by dying cells in the late
stage of apoptosis. This allows the immune system to
eliminate the components of the dying cell. Their size
ranges between 50 nm and 5,000 nm, but most of them
are larger than exosomes and ectosomes.

Due to the different mechanisms of their formation, EVs
differ not only in size but also in the structure of their
membranes: microparticles (MP) and apoptotic bodies often
present negatively charged phosphatidylserine (PS) on their
outer leaflet (‘chaotic structure’), whereas exosomes exhibit
an ordered membrane structure (Heijnen et al., 1999; Rak,
2010). Various cell types, particularly those of epithelial
origin including cancer cells, actively release EVs during
their interaction within an inflammatory microenvironment
(Burger et al., 2013; Herring et al., 2013). In particular, the
tissue factor (TF) presented on the surface of MPs interacts
with plasma coagulation factors, such as FVII and FX,
enabling the formation of a complex with tenase activity. In
clinical studies, the level of MPs correlated with the
prothrombotic state of cancer patients (Zwicker et al,
2009; Thaler et al., 2014). This complex not only activates
coagulation but also interacts with protease-activated
receptors (PAR) expressed by tumor cells (Schaffner and
Ruf, 2008; Gieseler et al., 2013).

In this study, we used malignant effusions from cancer
patients as a source of EVs and MPs. The advantage over
blood samples is the repeated availability and high volumes
of samples as these patients require frequent therapeutic
aspiration of effusions for clinical reasons. Others and we
have shown before that malignant effusions contain large
amounts of EVs, only few thrombocytes, and have low
calcium concentrations resulting in the perseverance of
active TF-associated complexes (Gieseler et al., 2007).
Besides EVs, a number of growth factors and cytokines

Table 1 Preparation and designation of extracellular vesicles (EVs).

LMWH inhibits MP-induced tumor cell migration

that potentially interact with tumor cells can be found in
malignant effusions (Shu et al., 2015). In order to find out
whether the TF-activating and migration-inducing activities
can be assigned to a specific subgroup, we further examined
EVs after low-speed centrifugation (ISEV) using high-
sensitivity flow cytometry and separated smaller vesicles
including exosomes from MPs by high-speed centrifugation
as described before (Muralidharan-Chari et al., 2009). This
supports the assumption that not exosomes but MPs, thus
derived, are responsible for the described effects. In the
present study, we tested the hypothesis that the ability of
tinzaparin to inhibit tumor cell migration induced by IsEV's
from patients’ malignant effusions is based upon its TFPI-
releasing capacity. We propose that TF-bearing MPs induce
tumor cell migration by activating the PAR2 signaling
pathway, which can be blocked significantly by TFPI.

Materials and methods

Extracellular vesicles (EVs) from malignant effusions

Approval for research with human biological materials used
in this study was obtained from the Ethics Committee of the
University of Luebeck (AZ 11-206, 22.04.2013). Malignant
effusions from three patients suffering from colorectal
cancer (CRC), breast cancer (BC), and small cell lung cancer
(SCLC), respectively, were used. For clinical reasons,
patients required therapeutic aspiration of their effusions.
Malignant effusions were collected as described before
(Gieseler et al., 2007). In brief, they were centrifuged for
10 min at 470g to remove cells and cell debris, then kept
frozen at —80°C until used. A previous study has shown that
this procedure does not significantly affect EV character-
istics, which is in agreement with our experience (Lacroix
et al, 2010). EV preparations used in this project are
summarized in Table 1: cell debris and larger apoptotic
bodies in the effusions were removed using a protocol
recommended by the ISTH, namely centrifugation with
2,500¢ for 15min, decantation, and 2,500¢ for another
15 min (Stagnara et al., 2012). For separation of smaller EV's
including exosomes as well as soluble growth factors and
cytokines from MPs, we used high-speed centrifugation at

Abbreviation Description Method Consequence
ISEV Extracellular vesicles after low-speed Supernatant after two sequential Loss of cells, cell debris, and larger
centrifugation of material (effusion) centrifugations at 2,500qg (Stagnara et al., apoptotic bodies
2012 #9)
hseV Extracellular vesicles after additional Pellet after additional centrifugation at Loss of soluble factors, loss of smaller

high-speed centrifugation of material

(effusion) 2009 #45)

10,000g (Muralidharan-Chari et al.,

vesicles (<0.50 M) including exosomes
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10,000g for 30 min at 4°C as described before (Muralid-
haran-Chari et al., 2009). The resulting EV preparations
after low-speed and high-speed centrifugations are desig-
nated as ISEV and hsEV, respectively, as summarized in
Table 1.

Characterization of MPs

The tenase activity of TF-active MPs was determined using
the MP-TF-Activity Assay (Aniara, West Chester OH,
USA) according to the manufacturer’s instructions. First,
the AE-MP-TF solution and the sample were introduced
into the wells of the microplate that were coated with a
murine monoclonal antibody, specific for human Tissue
Factor (TF, extracellular domain), and which does not
interfere with TF activity. This resulted in MP-TFs binding
to the solid phase through an epitope localized in the
extracellular domain of TF. After overnight incubation and
an automated washing step, wash solution was immedi-
ately introduced into the wells. Thereafter, Factor VIla
(R1) and Factor X (R2) were added, resulting in the
formation of the TF-FVIIa complex. In the presence of
calcium ions, this complex activated Factor X into
activated Factor X (FXa), on the surface of the anionic
phospholipids present in the microparticle, with the MP-
TF concentration being the limiting factor. In a third step,
a specific substrate for FXa was introduced that reacts with
FXa producing a yellow color. The absorbance, recorded at
405 nm on a spectrophotometer, is directly proportional to
the amount of MP-TF present in the sample.

The distribution of EV populations was determined by
high-resolution cytometry using a Cytoflex S 13/3 (Beck-
man Coulter GmbH, Krefeld, Germany). Cytometer
configuration was carried out as recommended by the
manufacturer for the analysis of nanoparticles. The Violet
SSC 405/10 channel served as trigger channel; analysis
time was 3 min, and flow rate 10 pL/min (lowest available).
Size calibration was achieved with 0.5 um, 0.9 wm, and
3um ‘Megamix’ fluorescent beads (Biocytex, Marseille,
France).

Migration of COLO357 tumor cells

The real-time cell analysis (RTCA) assay on the xCELLi-
gence DP, as we have described before (Mandel et al., 2013),
was employed to determine the migration capacity of tumor
cells. For end-point measurements with hsEVs, we used the
Oris Pro Cell Migration Assay system (Platypus Technolo-
gies, Madison, WI, USA). Human pancreatic adenocarci-
noma COLO357 cells were used because of their stable
expression of protease-activated receptors PARI and PAR2
and their low spontaneous migratory capacity (Meitner
et al., 1983). For examination of the migration-inducing

H. Gamperl et al.

capacity of ISEV from the effusions, 50% medium (RPMI,
panexin) and 50% IsEVs were added to both the lower and
the upper chamber of the wells of a CIM-Plate16, and 60,000
cells to the upper chamber. Assays were done in triplicate
within one run. The main read-out of the xCELLigence
System, Cell Index (CI), is a dimensionless parameter. It is
derived as a relative change in measured electrical
impedance to represent cell status. Following are the rules
for CI determination: (1) When cells are not present or not
adherent on the electrodes, the CI is 0; (2) Under the same
physiological conditions, the greater the number of cells that
are attached on the electrodes, the larger are the CI values.
That is, CI is marginally a monotonic function of cell
number; (3) Change in cell status, such as cell morphology,
cell adhesion, or cell viability, will lead to a change in CI. We
have described the use of the assay before (Mandel et al.,
2013). For statistical analyses, at least three independent
migration experiments were performed (bar graphs).

To examine the effect of the LMWH tinzaparin on tumor
cell migration, 2IU/mL tinzaparin were added to the
COLO357 cell culture 3 h prior to the start of the migration
assay and were present during the entire assay period
(additional 36 h).

For direct stimulation of PAR1, we used 100 wM of the
peptide TFLLRN-NH2 and for PAR2, 100 uM of SLIGKV-
NH2 (AnaSpec, Inc., Fremont, CA, USA) as recommended
by the manufacturer (results for PAR-1 activator are not
shown). For specific inhibition of PAR2, we employed GB88
(10 pM), a novel and specific antagonist (Lohman et al.,
2012; Suen et al., 2012). For inhibition of ERK, we used
U0126 (20 wM), which is a chemically synthesized organic
compound that inhibits activation of ERK1/2 by inhibiting
the activity of the upstream kinase MEK1 (Promega,
Wisconsin, USA) (Said et al., 1998).

For TFPI quantification in cell culture supernatant,
IMUBIND™® Total TFPI ELISA kit (American Diagnostica
Inc., Stamford, CT, USA, Product No. 849) was used as
described by the manufacturer. For stimulation, we added
tinzaparin in clinically relevant concentrations (0.4, 0.8, and
2.0IU/mL) to the cell culture. Recombinant TFPI for
inhibitory experiments was purchased from USCN Business
Co., Ltd. (Houston, USA).

Due to the small amount of recovered MPs after high-
speed centrifugation, we used the end-point Oris Pro Cell
Migration Assay in these experiments. The cell seeding
stoppers were placed in the center of each well to create a
2mm diameter detection zone, and cells were seeded at
3 x 10* cells per well in Oris-compatible 96-well plates;
overnight incubation was in a humidity chamber at
37°C and 5% CO, to allow adherence of cells. After
removal of stoppers, the cell monolayer was checked by
microscopy and the cell culture medium was changed:
negative control, RPMI 1640 plus panexin (10%); positive
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control, plus TGF-betal (5ng/mL); sample, medium plus
50% IsEVs with adjustment of panexin concentration;
36-40 h incubation to allow cells to migrate into the detection
zone. Then, the medium was removed and cells were fixed and
stained. Wells were photographed with mask and the area
covered by migrating cells was calculated using the Fiji
package of Image] (public domain). At least four wells were
analyzed to calculate mean and standard deviation.

ERK1/2 ELISA assays

Activation of PARs by IsEV's from effusions is shown by the
intracellular activation of the ERK1/2 pathway in COLO357
cells. Cells were seeded into the well 24h prior to
stimulation, stimulated with 0.1% FBS for the last 3h,
then exposed to IsEV for 10 min. After removal of stimulant,
cells were fixed with the fixing solution of the kit. Further
steps were performed according to the user manual. We used
the Ray Bio Cell-Based Human/Mouse ERK1/2 (Thr202/
Tyr204) Phosphorylation ELISA kit (RayBiotech, Inc.,
Norcross, GA, USA). Results are displayed as the ratio of
phosphorylated over unphosphorylated ERK.

Statistical analyses

All experiments have been performed at least in triplicate.
Results are expressed in means and standard deviations.
Statistical analyses (Student’s t-tests) have been performed
as two sample t-tests, alpha 0.5, unequal variance (in-silico,
project support for life sciences, http://in-silico.net/tools/
statistics/ttest).

Results

We used malignant effusions as a source of cellular EVs as
they contain only few thrombocytes and have low calcium
concentrations resulting in the perseverance of active
TF-associated complexes as described before (Gieseler
et al, 2007). EVs in the effusions were prepared in
accordance with the recommendations of the ISTH
(Stagnara et al., 2012). The final supernatants after low-
speed centrifugation protocols are designated as IsEV.
These preparations have been used for all functional
experiments presented in this paper. For further charac-
terization, ISEVs were analyzed using high-resolution
cytoflow technique and small polystyrene particles were
used to define a Megamix Gate with the expected size of
MPs (0.5-1.0 uM) as shown in Figure 1. We did not look
for the source of MPs, for example, epithelial cells,
inflammatory cells, or tumor cells, as effusions probably
contain a mixture of all of these. It has been described
before that the amount of tumor-derived MPs is high in
malignant effusions (Press et al., 2012).

LMWH inhibits MP-induced tumor cell migration

Characterization of EVs by high-resolution cytoflow

The dual low-speed centrifugation steps result in a reduction
of larger apoptotic bodies as well as cell debris (Figure 1,
upper panel, left side). In order to further characterize the
components responsible for tenase and migration-inducing
activities, MPs were separated from smaller EVs including
exosomes by high-speed centrifugation at 10,000g (upper
panel, right side). This step also separates MPs from soluble
components within the effusions that might also be
biologically active. As shown in the lower panel, the vast
proportion of tenase activity as quantified by the MP-TF
activity assay was found in the hsEV preparation. As
compared to IsEVs, hsEVs had greater migration-inducing
capacity: migration at 36h IsEV, 175.30+£0.05; hsEVs,
126.76 +0.09 (mega-pixels®). Mean, standard deviation of
three independent experiments.

Induction of tumor cell migration by IsEVs from
malignant effusions

LsEVs from malignant effusions were examined using the
real-time cell analysis (RTCA) assay on the xCELLigence DP
system to determine their migration-inducing capacity.
Figure 2 shows that ISEVs from all three patients induced
migration with high statistical significance as compared to
the basal spontaneous migration of tumor cells. Endpoint
measurement at 36 h for cumulative analysis (lower panel)
was chosen to exclude relevant proliferation influence upon
the measured migration index.

Tinzaparin significantly inhibits IsEV-induced tumor cell
migration

In the experiments shown in Figure 3, the ability of tinzaparin
to inhibit IsEV-induced cell migration was tested with the
same IsEVs as those used in the experiments shown in
Figure 2. We used the concentration of 2 1U/mL, which is in
the range of plasma peak level after s.c. administration of the
drug. Tinzaparin was added to the cells 3 h before they were
exposed to the IsEVs from effusions, which then initiated
the cell migration process. Due to the time needed for TFPI
release from tumor cells as discussed later, pre-incubation of
tumor cells with tinzaparin before starting the migration
assays is crucial (not shown). LsEV-induced tumor cell
migration was inhibited significantly though not completely.

Tinzaparin induces TFPI release from tumor cells

TFPI is the major inhibitor of procoagulant activity of the
TF/FVIla complex and is constitutively expressed and
secreted by endothelial cells (Sierko et al., 2007). The release
of TFPI from endothelial cells in-vitro has been described
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Figure 1 Characterization of EVs by high-resolution cytoflow. LsEVs and hsEVs were prepared as described in Table 1. The proportion of EVs
<0.5 pm (including exosomes) was 62.97 £5.8% in IsEV and 1.71+0.94% in the hsEV pellet (mean + standard deviation of three independent
experiments). Using size as a discriminator, the population after high-speed centrifugation (right panel) contains mainly MPs; although apoptotic bodies
are eliminated to a considerably extent by prior low-speed centrifugation, their presence cannot be completely excluded. The pellet contained most of
the tenase activity as shown in the lower panel. As compared to ISEVs, the pellet also had most of migration-inducing capacity: migration at 36 h IsEV,

175.3040.05; pellet, 126.76 +0.09 (mega-pixelsz).

before (Amirkhosravi et al., 2003; Stavik et al., 2013). The
addition of tinzaparin in clinically relevant concentrations
(0.4, 0.8, and 2.0IU/mL) induced TFPI release from
COLO357 cells as well. As in the publications before, the
resulting TFPI concentration in cell culture supernatant was
in linear relation to the tumor cell number. As compared to
the control without tinzaparin, we found a significant
induction of TFPI release with a linear increase within the
first 8h (y=0.18x+0.04, R?=10.99) for 10° cells and 2 mL
medium (control without tinzaparin was y=0.1x+ 0.02,
R*=0.99).

Tinzaparin has the highest TFPI-releasing potency of all
LMWHs in clinical use; the Cmax after s.c. bolus injection of

751U/kg was 242 £ 28 ng/mL (Mousa et al.,, 2003). There-
fore, we used the clinically relevant concentration of
100 ng/mL in the following inhibition experiments. Inter-
estingly, we did not find a close dose-relation, as different
concentrations of tinzaparin used (0.4, 0.8 and 2IU
tinzaparin/mL) did not result in substantial differences in
the concentration of TFPI released by COLO357 cells.

Inhibition of IsEV-induced tumor cell migration by rTFPI

Migration was induced with IsSEVs with and without the
addition of recombinant TFPI (100 ng/mL). This concen-
tration reflects the TFPI plasma level after clinical s.c.
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Figure 2 Induction of tumor cell migration by IsEVs from malignant effusions. Upper panel: Time course of migration after addition of ISEVs.
Lower panel: Cumulative results at 36 h. Cell culture medium; SCLC, small cell lung cancer; BC, breast cancer; CRC, colorectal carcinoma. Means and
standard deviations of three different runs within one experiment are shown. P-values calculated by Student's t-test as compared to control.

administration of tinzaparin as described above. LsEV-
induced tumor cell migration could be inhibited signifi-
cantly (P < 0.001) but not completely. We also performed
dose-relation experiments (not shown) and could not find a
clear dose relation, but rather an on/off effect.

Requirement of PAR?2 signaling pathway for IsSEV-induced
tumor cell migration

The experiments shown in Figure 4 were performed in order
to elucidate the signaling pathway activated by IsEVs. The
presentation of TF with tenase activity by EVs enables them
to act as a PAR2 activator (Schaffner and Ruf, 2009). Here,
we show that direct PAR2 activation by a specific activator
indeed induces tumor cell migration in our system (e); PAR2
activation had a much more pronounced effect than PAR1
activation (not shown). This indicates a functioning PAR2
signaling pathway in COLO357 cells. PAR2 inhibition using
a specific receptor inhibitor significantly reduced IsEV-
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induced tumor cell migration (c). PAR2 inhibitor as a
control did not induce migration by itself (b). Line (a) with
medium as a control shows the basic migration capacity of
COLO357 cells and line (d) indicates the migration-
inducing potency of ISEVs.

Induction of ERK phosphorylation by IsEVs

The experiments shown in Figure 5 were performed in order
to evaluate the involvement of the PAR2/ERK signaling
pathway in IsEV-induced tumor cell migration. It has been
described before that TF/FVIIa/PAR2 promotes cell proli-
feration and migration via an ERK-dependent pathway
(Gieseler et al., 2013; Hu et al., 2013). It is shown that ISEV's
induce significant ERK phosphorylation. This effect can be
effectively inhibited by U0126 and rTFPI (not shown). PAR2
agonist was used as positive control. ERK phosphorylation
by PAR2 agonist also demonstrates a functioning signaling
pathway in our system.

1055



LMWH inhibits MP-induced tumor cell migration

H. Gamperl et al.

I e e e e

@ plus IsEVs (c)
L | @ plus IsEVs, tinzaparin (b)
@ cell culture medium (a)

Cell Index

SO
T

b*

L »—u
*’+~H~»~H+~~+M~~,f~+ ¥

Time (in Hour)

Migration after addition of
tinzaparin (% to ISEV)
A
o

CRC
0
-10
-20
-30
-50
-60
-70
*

SCLC

*

BC
*

Figure 3 Tinzaparin significantly inhibits IsEV-induced tumor cell migration. Upper panel: Example shown with IsEVs from CRC. Lower panel:
Cumulative results with all effusions at 36 h. CRC, colorectal carcinoma; BC, breast cancer; SCLC, small cell lung cancer. Significant reduction of
migration induced by IsEVs after 3 h pre-incubation and continuous presence of tinzaparin (2 IU/mL). Reduction is expressed in percent (%) of migration
induced with IsEVs. N =3, t =36 h, means and standard deviations; P-values by Student’s t-test as compared to migration plus ISEVs w/o tinzaparin: CRC,

P<0.01; BC, P<0.01; SCLC P<0.01.

Specific inhibition of ERK 1/2 kinase significantly reduces
cancer cell migration induced by IsEVs

The experiments shown in Figure 6 were performed to test the
hypothesis that the PAR2/ERK signaling cascade is decisive
for IsEV-induced tumor cell migration. Here, we investigated
the effect of a specific inhibitor of ERK1/2 on the migration-
inducing ability of ISEVs. The addition of U0126, but not the
solvent DMSO, significantly reduced effusion fluid-induced
migration of COLO357 cells (P < 0.0001).

Discussion

It has been reported that s.c. administration of tinzaparin
almost completely abolished lung metastases that developed

after intravenous injection of tumor cells in mice
(Amirkhosravi et al., 2003). Analysis of the molecular
mechanisms underlying the beneficial effect of heparin
treatment in preclinical human models of melanoma
suggested that inhibition of tumor cell migration and neo-
vascularization independent of the coagulation cascade are
the decisive events (Bereczky et al., 2005). TFPI release from
epithelial cells seemed to be the crucial molecular event in
the observed anti-migratory effect of tinzaparin (Lupu et al.,
1999; Amirkhosravi et al., 2002; Mousa and Mohamed, 2004;
Williams et al., 2012).

As most of the previous studies have been performed in
vitro or with animal models, we used human pancreatic
carcinoma cells COLO357 as well as concentrations of
LMWH and TFPI within the range of clinically relevant
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Figure 4 Requirement of PAR2 signaling pathway for IsEV-induced tumor cell migration. Specific PAR2 agonist (SLIGKV-NH2) as well as ISEVs
induced tumor cell migration significantly (e, d as compared to a). The specific PAR2 inhibitor GB88 significantly inhibited IsEV-induced migration [blue
line (d) as compared to green line (c), P<0.0001]. Means and standard deviations of three runs within one assay are shown.

concentrations. Also, we used extracellular microvesicles
prepared from patients’ malignant effusions (ISEVs) to
induce tumor cell migration. The rationale behind the use of
this source of EVs is explained in the introduction. These
IsEV's induced a strong and significant tumor cell migration,
which could be significantly decreased by tinzaparin as
shown in Figure 3. The experimental design that we used
here might not reflect the clinical situation especially due to
continuous exposure of the tumor cells to tinzaparin;
however, it is not clear how high the concentration of
tinzaparin in the tumor microenvironment is when this

i Tp<0005 }
1 .

08

ERKp/ERK

06

04

0.2

ISEVs ISEVs

plus UO126

control* PAR2 agonist PAR2 agonist

plus UO126

Figure 5 Induction of ERK phosphorylation by ISEVs. Incubation of
pancreatic carcinoma COLO357 cells with IsEVs from patient with CRC
for 10min induced significant ERK phosphorylation as expressed by
ERKp/ERK relation (Student's t-test, three independent experiments). ERK
inhibitor U0126 and PAR2 agonist were used as negative and positive
controls, respectively.
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LMWH is administered to a cancer patient. As described in
the Innohep™ product monograph, patient treatment doses
of 75 anti-Xa IU/kg resulted in peak anti-Xa activity of
0.4-1.8IU/mL (Peter, 2011). Interestingly, the effect of
tinzaparin could only be observed when the tumor cells
had been pre-incubated with tinzaparin for at least 3 h,
suggesting that a cell biological effect, such as TFPI-release,
is induced. We did not examine different LMWHs, as we
rather wanted to elucidate the underlying molecular
mechanism of heparin activity than to characterize different
heparins. Also, it has previously been described that
tinzaparin has the highest TFPI-releasing capacity of all
LMWHs approved for the treatment of cancer patients due
to its high molecular weight distribution (Mousa et al.,
2003). As shown in the results section, tinzaparin induces
TFPI release in pancreas COLO357 cells in the same manner
as it has been described before for breast cancer cells (Stavik
etal,, 2013). The resulting TFPI concentration in cell culture
supernatant correlated with the amount of tumor cells.
Interestingly, there was almost no difference in the levels of
TFPI released after application of 0.4, 0.8, and 21U/mL of
tinzaparin. These results are in line with a previous report
that, after heparin treatment, TFPIa and TFPIB are
expressed on the surface of breast cancer cells, and inhibit
TF-FVIIa activity (Stavik et al., 2013). Being the most potent
physiological TF inhibitor, TFPI binds the active sites of TF-
bound FVIIa and FXa and effectively blocks PAR2 activation
(Maroney and Mast, 2015). As a result, recombinant TFPI
was able to inhibit ISEV-induced migration as shown in
Figure 7. The presumption that the TF/FXa/PAR2/ERK
pathway is indeed responsible for the observed induction of
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Figure 6 Specific inhibition of ERK 1/2 kinase significantly reduces cancer cell migration induced by IsEVs. As the specific inhibitor U0126 is
dissolved in DMSO, medium plus DMSO (0.2 %) was used as negative control (a). ERK 1/2 kinase inhibitor U0126 does not reduce spontaneous migration
(d). Significant reduction of IsEV-induced cell migration [green line (c) as compared to blue line (b), P< 0.0001]. Means and standard deviations of three
runs within the same assays are shown.

migration by IsEVs is further supported by the induction of  significant ERK phosphorylation as shown in Figure 5,
migration by PAR2 agonist, and the inhibition of IsEV- which could be blocked by U0126, a specific ERK1/2
induced migration by PAR2 inhibitor, as well as by ERK  inhibitor. Although in a completely different system, it has
inhibitor as shown in Figures 4 and 6. LsEVs induced  been shown that glioblastoma-derived TF/VIla-bearing EV's
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Figure 7 Inhibition of IsEV-induced tumor cell migration by rTFPI. Tumor cell migration induced by IsEVs (CRC) with and without the addition of
TFPI in the clinically relevant concentration of 100 ng/mL was examined. Means and standard deviations of three independent experiments. *Student’s
t-test ISEVs (c) versus ISEVs plus TFPI (b): P< 0.01.
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triggered up-regulated PAR-2 on hypoxic vascular ECs,
which resulted in increased levels of the proangiogenic
growth factor HB-EGF (Svensson et al., 2011).

Further characterization of ISEVs by high-resolution flow
cytometry revealed that they contain mainly exosomes and
MPs but only a few bigger vesicles including apoptotic
bodies as shown in Figure 1. The preceding centrifugation
steps might have removed most of the bigger vesicles
including apoptotic bodies. High-speed centrifugation with
10,000g separated smaller EVs including exosomes
(<0.5uM as defined by Megamix polystyrene particles)
from MPs and apoptotic bodies. The resulting pellet (hsEVs)
contained mainly MPs but the presence of smaller apoptotic
bodies that were not removed by the preceding low-speed
centrifugation steps cannot be excluded. Also, and most
important, soluble factors that might contribute to the
migration-inducing potency of ISEVs remain in the
supernatant. The high tenase activity of hsEVs as shown
in the lower panel of Figure 1 indicates that MPs are the
functionally decisive fraction within the hsEV populations.
The finding that most of the migration-inducing capacity is
found within the pellet fraction excludes the role of soluble
factors such as cytokines or growth factors in cell migration.
These results underline the assumption that TF-presenting
MPs are indeed the major contributing factor for the
migration-inducing potency of ISEVs from malignant
effusions. Other groups have shown that exosomes
(“exosome like vesicles“) from a glioblastoma multiforme
cell line were able to induce ERK1/2 phosphorylation in WT
CHO cells and that treatment with the specific ERK1/2
inhibitor U0126 attenuated exosome-mediated cell migra-
tion, suggesting an important role of this MAPK in the
functional activity of exosomes. The group also found that
exosome-mediated stimulation of cancer cell migration was
significantly reduced by treatment of cancer cells with
heparins such as tinzaparin suggesting that heparan sulfate
proteoglycans might function as internalizing receptors of
cancer cell-derived EVs (Christianson et al., 2013). These
additional effects of tinzaparin might explain the incomplete
although significant inhibitory effect of TFPI in our system
as seen in Figure 7.

Although we used a human cancer cell line, malignant
effusions from patients and therapeutically relevant
concentrations of tinzaparin and TFPI, the clinical
significance of these observations needs to be investigated
further. Also, the number of examined malignant effusions
is too small to draw generalized conclusions. The results
might rather serve as a proof of principle and a model for
further evaluation of clinical observations, where the
additional application of LMWHs had an anti-tumor
effect. Recent meta-analyses have shown that the survival
benefit is only marginally in favor of LMWH treatment
across all studies and patients, but some of the studies with

LMWH inhibits MP-induced tumor cell migration

subgroups of patients have shown a clear and significant
survival benefit for cancer patients treated with LMWHs
(AKl et al., 2014; Sanford et al., 2014). Our suggestion that
blocking the PAR2/ERK signaling pathway is involved in
the inhibition of IsEV-induced tumor cell migration by
tinzaparin is one explanation of the underlying molecular
mechanism of action induced by the LMWH. This, of
course, does not exclude the possible involvement of other
signal transduction pathways. In our experimental setup,
blocking of the pro-migratory effect of IsEVs from
malignant effusions by pre-incubation with tinzaparin or
direct incubation with TFPI was not complete but
nonetheless statistically significant. This might be due to
the heterogeneous composition of EVs from patients with
different cancers and the complex effects of MPs that
expose phospholipids, selectins as well as TF (Ay et al.,
2008; Thomas et al., 2009). Further in-depth characteriza-
tion of EVs and especially MPs from cancer patients with
regard to their tenase and migration-inducing capacity are
warranted.
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