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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Weltweit gehort das Pankreaskarzinom zu den am haufigsten zum Tode fiihrenden Tumorer-
krankungen. Diese Erkrankung ist extrem aggressiv und verlauft selbst im Falle einer potentiell
kurativen Therapie durch eine chirurgische RO-Resektion auflerst ungunstig. Es erkranken
mehr Manner als Frauen am Pankreaskarzinom (Kaur, Baine, Jain, Sasson, & Batra, 2012) und
das Durchschnittsalter beider Geschlechter liegt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei etwa
70 Jahren (Yadav & Lowenfels, 2013). In aktuellen Studien wird davon ausgegangen, dass das
Pankreaskarzinom im Jahr 2030 den zweiten Platz der krebsbedingten Todesursachen ein-
nehmen wird (Frampas et al., 2016). In den letzten zwei Jahrzehnten wurde keine wesentliche
Verbesserung des Therapieerfolges verzeichnet (Kolodecik, Shugrue, Ashat, & Thrower, 2013).
Obwohl einige vielversprechende neue therapeutische MaRRnahmen gegen die Erkrankung
entwickelt wurden, konnte bisher nur ein geringer klinischer Erfolg verzeichnet werden
(Gungor, Hofmann, Wolters-Eisfeld, & Bockhorn, 2014). Europaweit stiegen im Zeitraum von
2009 bis 2015 die Todesfalle bei Mannern um 5% und bei Frauen um 4% (Malvezzi et al.,
2015). Das Pankreaskarzinom hat mit ca. 10% eine sehr niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate
(Howlader, Noone et al. 2018, SEER Cancer Statistics Review, 1975-2016, National Cancer
Institute, Bethesda, MD). Dieses lasst sich auf die nahezu identische Inzidenz- und Mortalitats-
rate zurtckfihren.

Zu 65% der Krankheitsfalle ist das Karzinom im Pankreaskopf lokalisiert, zu 15% im Pankreas-
korpus, zu 10% im Pankreasschwanz und weitere 10% zeigen ein multifokales Auftreten. Hier-
bei bildet das duktale Adenokarzinom mit ca. 90% der Pankreaskarzinome den grof3ten Teil
(Ghaneh, Costello, & Neoptolemos, 2007; Kaur et al., 2012).

Die Atiologie der Erkrankung ist noch weitestgehend ungeklart. Es wird eine Assoziation mit
Tabakkonsum (Y. Wang, Duan, Yang, & Guo, 2014), Diabetes mellitus (Mao et al., 2015),
chronischer Pankreatitis (Talamini et al., 1999), erhéhtem Alkoholgenuss (> 30g Alkohol/d)
(Gapstur et al., 2011; Genkinger et al., 2009) sowie Adipositas (Bracci, 2012) beschrieben.
Zehn Prozent des duktalen Pankreaskarzinoms sind auf eine genetische Dispositionen zuriick-
zufuihren, beispielsweise in Form von Mutationen der Tumorsupressorgene BRCA1/2 (Lucas et
al., 2014). Zudem konnten Mutationen in Genen wie z.B. SMAD4 sowie das Tumorprotein p53
mit der Entstehung des Pankreaskarzinoms in Verbindung gebracht werden (Biankin et al.,
2012; Grant et al., 2015; Waddell et al., 2015).

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik wird der Tumor oftmals erst in einem weit fortge-
schrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert, bei dem es bereits zu metastatischen Absiedlun-
gen kam und der Therapieansatz daher haufig aus einer palliativen multimodalen Chemo- und
Radiotherapie besteht (Boyle, Czito, Willett, & Palta, 2015; Schneitler et al., 2015). Am haufigs-

ten metastasiert der Tumor in die Leber.
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Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung befinden sich nur noch 20% der Tumoren in einem rese-

Zierbaren Stadium (Biankin et al., 2012).

1.2 Mikropartikel

1.2.1 Eigenschaften und Funktion von Mikropartikeln (MP)

MP sind kleine extrazellulare Membranvesikel mit einer GréRe von 0,1 um — 1 um (Dignat-
George & Boulanger, 2011; Lacroix et al., 2013; Nieri et al., 2016; Nomura & Shimizu, 2015),
die sowohl unter Stressbedingungen als auch unter homdostatischen Bedingungen von Zell-
membranen freigesetzt werden kénnen. Kennzeichnend fir die zellkernlosen Vesikel ist ihr
hoher Anteil an zytoplasmatischen und zellmembrandsen Bestandteilen der Elternzelle,
wodurch Rickschlisse auf ihre Ursprungszellen geschlossen werden kénnen (Shah, Bergeron,
Dong, & Lopez, 2008).

In folgenden Prozessen sind MP u.a. involviert: Gerinnung (Abid Hussein, Boing, Sturk, Hau, &
Nieuwland, 2007), interzellulare Kommunikation (Barry, Pratico, Lawson, & FitzGerald, 1997),
Apoptose (Paudel, Panth, & Kim, 2016), Inflammation (Minagar et al., 2001), Angiogenese
(Kim, Song, Chung, Lee, & Lee, 2004), Endothelfunktion (Tushuizen, Diamant, Sturk, &
Nieuwland, 2011) und angeborene Immunitat (Morel, Morel, Jesel, Freyssinet, & Toti, 2011).
Nach Quaglia et al. (2020) und Kahn et al. (2017) kénnten die MP auch dem transzellularem
Austausch biologischer Information dienen, indem sie als Vektoren fir bioaktive Molekule fun-

gieren und somit MP auf andere Zellen Gbertragen.

1.2.2 Vorkommen und Entstehung von MP

Das Vorkommen von MP wurde in diversen Koérperflissigkeiten, wie z.B. dem peripherem Blut,
Plasma, Liquor, Pleuraflissigkeiten, Urin, Speichel, Aszitis und sogar im Sputum von Mukovis-
zidosepatienten beschrieben (Berckmans, Sturk, van Tienen, Schaap, & Nieuwland, 2011,
Graves et al., 2004; Mrvar-Brecko et al., 2010; Porro et al., 2010; Street et al., 2012; Vinuela-
Berni et al., 2015). Zudem wird angenommen, dass MP auch von Gewebezellen sezerniert
werden (Burger et al., 2013).

Zellen des vaskularen Systems wie u.a. Thrombozyten, Endothelzellen, Monozyten, Erythrozy-
ten, Granulozyten, Lymphozyten und Leukozyten besitzen die Fahigkeit kleine Membranfrag-
mente in Form von MP zu sezernieren (Alexandru et al., 2016; Mostefai, Andriantsitohaina, &
Martinez, 2008), so dass in allen Individuen kontinuierlich MP im Blut zirkulieren (Italiano,
Mairuhu, & Flaumenhaft, 2010). Der grofdte Anteil zirkulierender MP stammt von den Throm-
bozyten mit 70 bis 90% (Zahra, Anderson, Stirling, & Ludlam, 2011).

Eine Vielzahl von Erkrankungen geht vermutlich mit einer erhéhten Konzentration von Mikro-
partikeln im Blut einher. Besonders bei kardiovaskularen Erkrankungen (VanWijk, VanBavel,
Sturk, & Nieuwland, 2003), Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankungen, Diabetes mellitus

(Morrell, Aggrey, Chapman, & Modjeski, 2014), Uramie sowie bei prothrombotischen Ereignis-
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sen ist dieses Phanomen zu beobachten. Man kann jedoch nicht davon ausgehen, dass in den
Erkrankungen Veranderungen in jeweils zellspezifischen MP nachweisbar sind. So konnte in-
nerhalb atherosklerotischer Plaques die Existenz von MP unterschiedlichen Zellursprungs
nachgewiesen werden (Leroyer et al., 2007; Rautou et al., 2011). Es gibt jedoch auch Studien,
die versuchen, eine Verbindung zwischen dem Anstieg eines bestimmten Subtyps der MP und
bestimmten Erkrankungen herzustellen (Amabile et al., 2009; Nozaki et al., 2010; Sinning et al.,
2011).

Anhand von membranstandigen zellspezifischen Antigenen ist eine Zuordnung der einzelnen
MP zu ihren Elternzellen moglich (Crompot et al., 2015).

Fur das Verstandnis der Freisetzungsmechanismen der MP ist es wichtig, die Zusammenset-
zung der Plasmamembran der Ursprungszellen zu betrachten. In der inneren und &auf3eren
Schicht von Zellmembranen sind Phospholipide asymmetrisch verteilt (Williamson & Schlegel,
2002). In der aufl’eren Membranschicht dominieren Cholinphospholipide (Phoshatidylcholin und
Sphingomyelin), wohingegen die innere Schicht vermehrt Aminophospholipide (Phos-
phatidylserin (PS) und Phosphatidylethanolamin (PE)) aufweist. Diese Inhomogenitét der Lipid-
verteilung in den beiden Schichten der Membran wird im Wesentlichen durch drei Transport-
proteine aufrechterhalten: Flippase, Floppase und Scramblase.

Die Flippase ist ein Phospholipidtransporter, der ATP-abhangig spezifisch PS und PE zur inne-
ren, zytosolischen Schicht der Zellmembran transferiert. In entgegengesetzter Richtung agiert
die Floppase, welche unspezifisch die Aminophospholipide von der intrazellularen zur extrazel-
lularen Membranseite transportiert. Die Scramblase hingegen fungiert als unselektiver, ener-
gieunabhangiger Transporter, welcher bidirektional fir die Umverteilung der Lipide in der Mem-
brandoppelschicht sorgt (Burger et al., 2013; Daleke, 2003; Zahra et al., 2011).

Bei Zellaktivierung kommt es intrazellular zu einem Anstieg an zytosolischem Ca*" (Freyssinet,
2003). Dabei wirkt sich die erhdhte Kalziumkonzentration stimulierend auf die Scramblase und
Floppase aus und hat einen inhibierenden Effekt auf die Flippase, wodurch es zu einem Zu-
sammenbruch der Lipiddistribution kommt (Zwaal, Comfurius, & Bevers, 1993). Das in ruhen-
den Zellen primar an der Innenseite der Zellmembran befindliche PS gelangt nun an die Memb-
ranaufRenseite. Mittels kalziumabhangiger Proteolyse wird die Funktionalitdt des an die Zell-
membran reichenden Zytoskeletts beeintrachtigt und die Abschniirung und Freisetzung der MP
von der Zellmembran begtnstigt. (Murphy, Moore, & Kelton, 1987; Raynel, Padula, Marks, &
Johnson, 2015; Svanstrom & Grantham, 2016).

Von grofRer Bedeutung ist die Externalisierung von negativ geladenen anionischen Phospholi-
piden (insbesondere PS) auf die Oberflaichenmembran bei der Entstehung von MP, welche
eine wichtige Rolle in der Blutgerinnung fur die Bildung funktionell-aktiver Proteinkomplexe aus
Gerinnungsfaktoren einnimmt (Bevers, Comfurius, Dekkers, & Zwaal, 1999).

Zusatzlich fordert die Expression von Tissue Factor (TF) - dem Starterprotein der Blutgerinnung
- auf den MP die Initiierung der Gerinnung (Lentz, 2003; Van Der Meijden et al., 2012).
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1.2.3 Entstehung und Freisetzung der MP

Zur Freisetzung von MP kommt es prinzipiell nach Aktivierung von Zellen, z.B. vermittelt Gber
pro-inflammatorische Stimuli (Lipopolysaccharide, Endotoxine, IL-6) (Nomura, Nakamura,
Cone, Tandon, & Kambayashi, 2000; Stahl, Sartz, & Karpman, 2011) oder durch Komponente
der Blutgerinnung (Thrombin-Rezeptor-aktivierendes Peptid (TRAP), Thrombin, Kollagen) in
Thrombozyten (Takano, Asazuma, Satoh, Yatomi, & Ozaki, 2004; Terrisse et al., 2010;
Tschuor et al., 2008) oder durch CRP in Endothelzellen (Devaraj, Kumaresan, & Jialal, 2011).
Auch mechanischer und oxidativer Stress sowie Apoptose und Hypoxie fihren zu einer ver-
mehrten Freisetzung von MP (Distler et al., 2005; Holme et al., 1997; Lovren & Verma, 2013;
Pichler Hefti et al., 2016) (Abb. 1).

Dartber hinaus soll die Protein aktivierte Zelle
Disulfid Isomerase (PDI) an der Frei- . enge s PAHImG /.
Ne %) &’ =
- . N\ Vil 2 —y %
setzung von MP beteiligt sein. PDI A &“2./ } /3, .
T . - i - L]
zeigt in vitro auf Endothelzellen ei- i = ¥ '-.‘*-.V.x;'_—' weloes il
w 1 ., %o | v Yeeee )
nen Einfluss auf die Enzymaktivitat :;:]:::;::-E:;::?* Ak wL | @ B WUV 1
der Flippase und  Floppase i 1 \ / ’ gr—
zellspezifische Antigene egativgeladene Phospholipide
(Popescu, Lupu, & Lupu, 2010). PDI
. Abb. 1: Schematische Darstellung der Membranstruktur mit Freisetzung
kann als Bestandteil von MP zudem von MP
. L . . Bei aktivierten Zellen werden vermehrt negativ geladene Phospholipide von
in der Akthlerung von TF involviert der Innen- auf die AuRenseite der Zellmembran verlagert (schwarze Kreise).
. . Zellspezifische Proteine (graue Rechtecke) werden ebenso wie Molekiile, die
sein (FurIan-Fregwa, Marchese, durch Zellaktivierung prasentiert werden (graue Ovale), auf die MP transfe-
i riert. Somit weisen die MP eine hohe Anzahl an negativ geladenen Phos-
GI’UbEI’, Ruggen, & RUf, 2011; pholipide sowie zellspezifische Antigene und Membranproteine ihrer Ur-

sprungszelle auf (modifiziert nach Nieri, Neri et al. 2016).

Reinhardt et al., 2008).

Eine weitere Bedeutung in der Freisetzung von MP haben die sogenannten lipid rafts. Hierbei
handelt es sich um Mikrodomanen von Zellmembranen, die besonders cholesterol- und sphin-
golipidhaltig sind und die an dem Lipidaustausch zwischen Membranen, der Proteinsortierung
und der Signaltransduktion beteiligt sind (Biro et al., 2005). Membranen von MP weisen einen
hoheren Cholesterolanteil als die Membranen ihrer Ursprungszellen auf.

TF sowie das P-Selektin Glykoprotein Ligand 1, ein Ligand, welcher die Bindung der MP an
aktivierte Thrombozyten in einem Thrombus unterstiitzt, werden vermehrt von Monozyten auf
ihre sezernierten MP Ubertragen. Diese Proteine befinden sich auf der Ursprungszelle in den
cholesterolreichen lipid rafts. Durch den Einsatz von methyl-3-Cyclodextrin kommt es zum Zer-
fall der lipid rafts innerhalb der Plasmamembran, wodurch die Fahigkeit zur PS-Exposition be-
eintrachtigt wird und eine reduzierte Freisetzung von MP resultiert. Lipid rafts, in denen bevor-
zugt TF lokalisiert ist, kdnnten die TF-FVIla-Aktivitat an der Zelloberflache inhibieren (Lannan et
al., 2015; Norling & Dalli, 2013).
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1.2.4 Elimination der MP

Im Gegensatz zur Freisetzung von MP ist tiber die Elimination der MP weniger bekannt. Da die
Prasentation von PS auch ein Erkennungssignal fir Makrophagen ist, apoptotische Zellen und
Zellfragmente zu eliminieren, kénnten Makrophagen PS-positive MP entsorgen (Mohning et al.,
2018). Nach Dasgupta et al. (2009) ist in einem Mausmodel wahrscheinlich die Milz fur die Eli-
minierung der MP verantwortlich. Auch Endothelzellen kbnnen Thrombozyten-MP phagozytie-
ren (Faille et al., 2012; Terrisse et al., 2010). Neuere Daten zeigen, dass die Bindung von MP
an CD36 die Eliminierung der MP reguliert (Pfeiler et al., 2019).

1.2.5 Bedeutung der MP fir die Blutgerinnung

Fur den reibungslosen Ablauf der an der Blutgerinnung beteiligten Prozesse werden neben den
Gerinnungsfaktoren und Kalziumionen auch negativ geladene Phospholipide der Membranen
bendtigt. Die erhdhte PS-Exposition auf der Aul3enseite von MP dient als katalytische Oberfla-
che fur den Zusammenschluss verschiedener Proteinkomplexe der Gerinnungskaskade
(Hugel, Martinez, Kunzelmann, & Freyssinet, 2005), wie des Tenase- und Prothrombinase-
Komplexes.

Die Wichtigkeit von MP und PS fir die Blutgerinnung wird an thrombozytaren MP deutlich, wel-
che infolge ihrer gesteigerten Oberflachenprasentation von Phospholipiden ein in etwa 50 bis
100-faches prokoagulatorisches Potential als die Thrombozyten selber haben (Sinauridze et
al., 2007). Weiter zeigt die Erkrankung an einer kongenitalen hamorrhagischen Diathese, dem
genannten Scott-Syndrom, wie wichtig das oberflachliche PS fur die Gerinnung ist (Zwaal,
Comfurius, & Bevers, 2004). Hierbei resultiert ein Defekt der Scramblase in eine verminderte
PS-Prasentation und eine gestorte prokoagulatorische Aktivitdt von Plattchen (Halliez et al.,
2015; Munnix et al., 2003). Der Pathomechanismus beruht auf einer Mutation des Gens, wel-
ches fir das Transmembranprotein 16F (TMEM16F) codiert und somit zu einem vorzeitigen
Abbruch der Proteinsynthese fiihrt (Suzuki, Umeda, Sims, & Nagata, 2010). TMEM16F ist ein
kalziumabhéngiger, nicht-selektiver Kationenkanal, welcher mono- und bivalent Kationen (u.a.
Ca®") liber die Zellmembran transportiert. Mit diesen Eigenschaften ist TMEM16F wesentlich an

der Funktionalitat der kalziumabhangigen Scramblase beteiligt (Yang et al., 2012).

1.2.6 Bedeutung von MP bei malignen Erkrankungen

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass zirkulierende MP bei malignen Erkrankungen erhoht
sind (Lysov, Dwivedi, Gould, & Liaw, 2016; Pokharel et al., 2014; Ren et al., 2016). Schon zu
Beginn der 80er Jahre war Dvorak et al. (1981) aufgefallen, dass das Nahrmedium kultivierter
Tumorzellen eine gerinnungsférdernde Eigenschaft besal3. Sie fanden heraus, dass dieses
Medium nach Ultrazentrifugation seine prokoagulatorische Eigenschaft verlor und erst nach

Resuspendierung des entstandenen Pellets diese Eigenschaft wieder hergestellt werden konn-
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te. Nach elektronenmikroskopischer Analysen ging man davon aus, dass es sich bei dem Pellet
um Vesikel handelt, die von der Membran der Krebszellen sezerniert wurden. MP sollen aktiv
an der Generierung von Krebserkrankungen beteiligt sein (Janowska-Wieczorek, Marquez-
Curtis, Wysoczynski, & Ratajczak, 2006; Janowska-Wieczorek et al., 2005; Whiteside, 2005).
Auch Uber ihr Potential als diagnostische und prognostische Marker wurde bereits berichtet
(D'Souza-Schorey & Clancy, 2012; Ginestra, Miceli, Dolo, Romano, & Vittorelli, 1999).

Zur erhohten Freisetzung tumoréser MP flihrt in Karzinomzellen insbesondere die Tumor-
Progression (Muralidharan-Chari, Clancy, Sedgwick, & D'Souza-Schorey, 2010). So ging ein
Entfernen des Tumorgewebes mit einer geringeren Anzahl von MP einher (Sartori et al., 2011,
Zwicker et al., 2009).

Unterschiedliche Karzinomtypen weisen eine variable Quantitat zirkulierender MP auf und zei-
gen ein vermehrtes Auftreten von prokoagulatorisch wirkenden, tumorassoziierten MP (Mege et
al., 2016). Das Pankreaskarzinom ist durch eine hohe Anzahl TF-positiver MP charakterisiert
(Hellum, Franco-Lie, Ovstebo, Hauge, & Henriksson, 2017; Thaler et al., 2012; Zwicker et al.,
2009).

1.3 TF

1.3.1 TF - Das Starterprotein der Blutgerinnung

TF ist ein glykosyliertes 47 kDa Zellmembranprotein, das eine grundlegende Stellung als Initia-
tor der physiologischen Blutgerinnung einnimmt (Bazan, 1990). Er ist das Starterprotein des
extrinsischen Gerinnungsweges und initiiert sowohl die Hamostase als auch Thrombosen
(Geddings et al., 2016; Popescu et al., 2010). TF ist ein bifunktionales Molekiil, welches dazu
befahigt ist, neben der Fibrinablagerung auch die Transduktion von Zellsignalen herbeizuflihren
(Ender et al., 2020).

Aufgrund seiner Struktur wird der TF in drei Domanen aufgeteilt, eine intrazellulare, eine
transmembranale und eine extrazellulare Doméane. Der extrazellulare Teil (219 Aminosauren)
weist eine Bindungsstelle fir Faktor VII/Vila auf, die aus zwei Modulen mit (3-Faltblattstruktur
besteht. Die Membrandoméane besteht aus 23 Aminosauren und die intrazellulare Doméane aus
21 Aminosauren (Banner et al., 1996; Vadivel & Bajaj, 2012). Aufgrund der Verankerung von
TF in der Zellmembran sowie der Interaktion mit Zelllipiden wird es den Gerinnungsfaktoren X
und IX erleichtert, an den TF-FVIla-Komplex zu binden. Lagert sich der Faktor Vlla an die ext-
razellulare Doméne an, fuhrt ein zytoplasmatischer Kalziumeinstrom zu einer intrazellularen
Signalantwort. Bei diesem Prozess tragt die intrazellulare Doméane zur verstarkten proteolyti-
schen Aktivitat des TF-FVIla-Komplexes bei (Camerer et al., 1999; Prydz, Camerer, Rottingen,
Wiiger, & Gjernes, 1999). Die katalytische Aktivitdt des FVlla wird durch die Bindung des TF
um das 2x10°-fache gesteigert (Manly, Boles, & Mackman, 2011).

TF wird konstitutiv in verschiedenen Organen und in den Gefal3wanden von Fibroblasten und

glatten Muskelzellen exprimiert. In den Gefal3wanden befindet er sich an der Adventitia und der
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mittleren GefalRschicht (Mackman, 2005; Manukyan, von Bruehl, Massberg, & Engelmann,
2008; Owens & Mackman, 2010). Wahrend einer GefalRverletzung oder atherosklerotischen
Plagueruptur wird TF aus der GefaBwand freigelegt und gerét in Kontakt mit dem zirkulieren-
den Blut. Dabei kommt es zur raschen Aktivierung des Gerinnungssystems mit resultierender
Thrombusbildung.

Im Blut gesunder Individuen konnte TF-Antigen nachgewiesen werden (Misumi et al., 1998).
Dieser im Blut vorliegende, intravasale TF wurde auf der Oberflache von Blutzellen und MP
detektiert (Engelmann, Luther, & Muller, 2003; Zillmann et al., 2001). Der gréf3te Anteil des
Plasma-TF ist in MP lokalisiert. Hierbei stellen die sezernierten MP von aktivierten Plattchen
den Hauptanteil dar (Muller et al., 2003).

TF wird auch von Tumorzellen exprimiert, hierbei sind besonders Tumorzellen von Adenokarzi-
nomen hervorzuheben. Auch wird TF von Tumorzellen in Form von TF-tragenden MP sezer-
niert. Damit kdnnte Tumor-MP assoziierter TF entscheidend an der hAmatogenen Metastasie-
rung sowie dem Wachstum und Fortschreiten von Tumorgewebe beteiligt sein (Davila et al.,
2008; Falanga, 2005; Langer, 2015; van den Berg, Osanto, Reitsma, & Versteeg, 2012).

In der Tat fihrte die Inhibierung von TF durch einen neutralisierenden monoklonalen anti-TF-
Antikdrper im Mausmodel zur Hemmung der TF-vermittelten Gerinnungskaskade und der zellu-
laren Signallbertragung. Zudem wurde sowohl die Tumorinvasion als auch die hamatogene

Tumormetastasierung gestoppt (Saito et al., 2011).

1.3.2 TF-tragende MP

Fast die Halfte der MP von Tumorpatienten exprimieren das Tumorantigen Mucin 1 (MUC-1).
Nach Brusttumorresektion konnten keine Tumor-MP mehr detektiert werden, die MUC-1-positiv
waren (Tesselaar et al., 2007).

Bei Pankreaskarzinompatienten wurden 460 TF-positive MP/ul plattchenfreiem Plasma nach-
gewiesen, was uber dem zweifachen Wert der MP-Konzentration von gesunden Individuen lag.
Je schwacher der Differenzierungsgrad des metastasierenden Pankreaskarzinoms ausgepragt
war, desto hoher war die TF-Aktivitat (Thaler et al., 2013).

Eine retrospektive Analyse von Zwicker et al. (2009) zeigte, dass Krebspatienten, deren Plas-
maproben mittels impedanzbasierter Flusszytometrie auf TF-positive MP untersucht wurden
und zuvor noch keine VTE erlitten, eine unterschiedlich starke Auspragung in der Entstehung
von VTE zeigten. In Patienten, die keine messbare Konzentration von TF-positiven MP aufwie-
sen, lag die kumulative Einjahresinzidenz einer VTE bei 0% verglichen mit 35% bei Patienten
mit TF-tragenden MP.

1.3.3 TF-Verschlisselung

TF liegt auf der Oberflache von MP und aktivierten Zellen generell in einer inaktiven Form vor
(R. R. Bach, 2006; Diamant et al., 2002; Muller et al., 2003). Dabei bindet der TF zwar den
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Faktor Vlla, jedoch kommt es nur zu einer marginalen Aktivierung der Gerinnung. Wahrschein-
lich beruht die Verschlisselung des intravasalen TF unter physiologischen Bedingungen auf
eine Schutzfunktion des Korpers, wodurch eine UberschieRende Initiierung der Blutgerinnung
verhindert werden soll.

Als einen wichtigen Mediator zu Aktivierung des TF konnte die Oxidoreduktase Protein Disulfid
Isomerase (PDI) bestimmt werden, welche von Endothelzellen und Thrombozyten sezerniert
wird (K. Chen, Detwiler, & Essex, 1995). Es zeigte sich, dass in vitro die aus Thrombozyten
freigesetzte PDI dazu befahigt ist, an der Aktivierung von kryptischen TF in MP mitzuwirken.
Die Inhibierung von PDI inhibierte die Stimulation des TF in MP (Reinhardt et al., 2008). Die
Konversion des TF in eine aktive Form durch PDI erfolgt durch die Bildung einer Disulfidbriicke
zwischen der membrannahen extrazellularen Doméne des TF. Weitere Mechanismen der TF-
Aktivierung betreffen eine vermehrte PS-Prasentation oder die Verknipfung des TF mit lipid
rafts (V. M. Chen et al., 2006; Manukyan et al., 2008). So bewirkte die Desintegration der lipid
rafts eine Stimulation der prokoagulatorischen Aktivitat von TF (Dietzen, Page, & Tetzloff,
2004). Die Aktivierung des Komplementsystems fuhrte ebenfalls zu einer Steigerung der TF-
Aktivitat (Subramaniam et al., 2017).

1.4 TFPI als Inhibitor des Gerinnungsstarts
Um ein UberschieRen der intravasalen Gerinnung durch den prokoagulatorischen TF-FVlla-
Komplex zu verhindern, sind negative Regulationsmechanismen erforderlich. Neben Anti-
thrombin und Protein C ist TFPI ein wichtiger Inhibitor
der Koagulation. TFPI ist ein Proteinase-Inhibitor vom
Kunitz-Typ, der FXa-abhangig den TF-FVlla-Komplex
hemmt.

Der TFPI weist drei spezifische Domanen auf. Von
besonderer Bedeutung ist die N-terminale Kunitz-

Typ-1 Doméne, welche spezifisch FVlla inhibiert und

die Kunitz-Typ-2 Domane, welche FXa inhibiert. Die

Typ-3 Doméne bindet den Kofaktor Protein S. Es Abb. 2: Schematische Darstellung der Komplexbildung

; 3 von TFPI
entsteht ein quaternarer Komplex aus TFPI, FVlla, TFPI bildet zusammen mit dem TF, Faktor Vlla und

Faktor Xa einen quaterndren Komplex. TFPI bindet mit

FXa und TF, wodurch die proteolytische Aktivitat des der Kunitz-2-Doméne (2) am aktivierten Faktor Xa. Die
Kunitz-1-Domane (1) vermittelt die Bindung an den

TF-FVlla-Komplexes vollstandig inhibiert wird (Abb. .0 via.
2).

1.5 Initiierung der Blutgerinnung

Die Aktivierung der Blutgerinnung kann auf zwei unterschiedliche Wege erfolgen, den intrinsi-

schen bzw. extrinsischen Gerinnungsweg.
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In vivo hat der extrinsische Gerinnungsweg

eine groRere Bedeutung. Hierbei fihrt eine
(Lroaran]— [ rosorm Lasion des Endothels mit einhergehender in-
[ ravarn ]—l>[r-wx- ) travasalen Exposition des TF zur Initiierung
= _lt == = ]'l[ =) der Gerinnungskaskade. Im Blut kann nun ein

| . J kalziumabhéangiger Komplex aus TF und dem

M*m im Blut zirkulierenden Gerinnungsfaktor FVila

im und Phospholipiden entstehen. Final kommt es

m_l,m zur Polymerisierung des entstandenen Fibrins

und zur Stabilisierung des plattchenreichen
Abb. 3: Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade

Blaue Kdisten: Intrinsischer Blutgerinnungsweg Thrombus (Abb 3)
Griine Kdsten: Extrinsischer Blutgerinnungsweg L.
Braune Késten: Gemeinsamer Blutgerinnungsweg Der TF-FV||a-K0mp|eX aktiviert neben dem FX

auch den Faktor IX und nimmt dadurch auch
Einfluss auf den intrinsischen Gerinnungsweg (Owens & Mackman, 2010).
Der intrinsische Gerinnungsweg scheint bisher eher in vitro von besonderer Bedeutung zu sein,
da die Beteiligung dieses Systems in vivo unter physiologischen Bedingungen noch nicht ein-
deutig geklart werden konnte. In diesem Kontaktaktivierungssystem kommt es durch den Kon-
takt des Blutes mit anionischen Oberflachen (z.B. Phospholipide, Ribonukleinsauren, Bakte-
rien, Lipoproteine) zur Aktivierung der Gerinnungskaskade. Hierdurch wird der Faktor XII (Ha-
geman-Faktor) zu Faktor Xlla aktiviert und somit der Start der intrinsischen Gerinnungskaskade

eingeleitet.

1.6 Entstehung thromboembolischer Ereignisse durch Tumoren

Eine Vielzahl von Tumorerkrankungen ist nachweislich mit einer erhdhten Inzidenz vendser
thromboembolischer Ereignisse assoziiert. Obwohl die molekularen Mechanismen dieser ge-
rinnungsfordernden Ereignisse noch teilweise ungeklart sind, so wird jedoch angenommen,
dass inflammatorische Zytokine, Gerinnungsfaktoren und prokoagulatorisch wirkende MP als
Mediatoren dieser thrombotischen Prozesse von Bedeutung sind (Zwicker, Furie, & Furie,
2007). Im Vergleich zu gesunden Probanden haben Krebspatienten ein vierfach erhohtes Risi-
ko an einer venésen Thrombembolie (VTE) zu erkranken und diese VTE geht bei Malignompa-
tienten mit einer verkirzten Lebenszeit einher (Geddings et al., 2016; Heit et al., 2000).
Aktuellen Schatzungen zufolge basieren 20% bis 30% der ventsen Thrombembolien auf einer
Krebserkrankung (Timp, Braekkan, Versteeg, & Cannegieter, 2013). Besonders hoch ist dieses
Risiko fur Patienten mit einem Pankreaskarzinom, wo die Inzidenz einer Thrombose um 17% -
57% ansteigen kann (Ambrus, Ambrus, Pickern, Soldes, & Bross, 1975; Blom, Osanto, &
Rosendaal, 2006; Khorana & Fine, 2004; Levitan et al., 1999).

Es wird angenommen, dass MP-assoziierter TF fir die tumor-assoziierte Thrombose bedeut-

sam ist.
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Als diagnostischer/prognostischer Marker fur VTE kénnte die MP-Konzentration oder die TF-
Aktivitat dieser MP aussagekraftig sein (Enjeti, Lincz, & Seldon, 2007; Thaler et al., 2013).
Ausserdem konnte in einer retrospektiven Kohortenstudie an 122 Pankreaskarzinompatienten
festgestellt werden, dass eine geringe TF-Expression auf den Tumorzellen mit einem niedrige-
ren Risiko einhergeht eine VTE (Rate 4,5%) zu erleiden, als bei stark TF-exprimierenden Kar-
zinomzellen (VTE Rate 26,3%) (Khorana, Ahrendt, et al., 2007). Letztlich weisen die an einem
Pankreaskarzinom erkrankten Patienten verglichen mit anderen Krebsarten den hdchsten Le-
vel an MP-TF Aktivitdt auf und auch eine Korrelation dieser Aktivitat mit dem Entstehen von
VTE, was bei anderen Karzinomerkrankungen nicht bestéatigt werden konnte (Geddings &
Mackman, 2013).

1.7 Zielsetzung

Thrombotische Ereignisse gehdren zu den haufigsten zum Tode fuhrenden Komplikationen bei
Krebspatienten (Donati, 1994; Hisada et al., 2016). Die VTE stellen beim Pankreaskarzinom
die zweithaufigste Todesursache dar (Davila et al., 2008; Khorana, Francis, Culakova, Kuderer,
& Lyman, 2007). Als Ursache fur die tumor-assoziierten Thrombosen kamen insbesondere pro-
koagulatorisch wirkende MP in Frage. Auf diesen Hintergrund zielte die vorliegende Arbeit auf
folgende Fragestellungen:

» Beruhen die prokoagulatorischen Eigenschaften von Pankreaskarzinomzellen und Pan-
kreaskarzinom-MP auf der Aktivierung des intrinsischen und/oder des extrinsischen
Blutgerinnungsweges?

» Tragen bestimmte Komponenten von Tumor-MP zu gerinnungsfdrdernden Eigenschaf-
ten dieser MP bei und wie stark wirkt sich eine Inhibierung dieser Komponenten auf die
Fibrinbildung aus?

» Liegt der TF auf Pankreaskarzinomzellen und ihren MP in einer inaktiven (,encrypted®)
Form vor und muss zur Entfaltung der vollen Funktionalitat des TF dieser zuvor aktiviert
werden oder befindet sich der TF schon in einem aktivierten (,de-encrypted”) Zustand?

» Welche Bedeutung haben Erythrozyten in Anwesenheit der Tumor-MP fir die Gerin-

nungsaktivierung?

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Centrifuge 5415 Eppendorf (Hamburg, D)

Centrifuge 5417 R Eppendorf (Hamburg, D)

ELISA Reader Dynatech MR 7000 Dynatech Laboratories (Alexandria, USA)
ELISA Reader Spectra Max Paradigm Molecular Devices (Biberach a.d. Riss, D)
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Konfokales Laserscanmikroskop LSM 510
Meta
Lichtmikroskop Axiovert 100
pH-Glaselektrode HI 1131
pH-Meter HI 221
Ruhrer MR 2002
Schiittelgerat KS 250 basic
Schittelmixer MS 1
Sterilbank HLB 2472
Thrombelastograph D (Roteg)

e Kivetten Rotem
Vortex Genie—2
Waage MC1 LC 620 S
Wasserbad Julabo U3
Zahlkammer Neubauer Improved
Zellkulturinkubator
Zentrifuge Mikro 22R
Zentrifuge Rotina 35R

Zentrifuge Universal 32

Zeiss (Jena, D)

Zeiss (Jena, D)

Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D)
Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D)
Heidolph (Schwabach, D)
IKA-Labortechnik (Staufen, D)

IKA Works, Inc. (Wilmington, USA)
Heraeus (Hanau, D)

Pentapharm GmbH (Minchen, D)
Tem Innovations GmbH (Minchen, D)
Bender & Hobein AG (Zurich, CH)
Sartorius (Gottingen, D)

Julabo Labortechnik (Allentown, USA)
Brand (Wertheim, D)

Heraeus (Hanau, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Corning®Flask Zellkulturflasche 25cm2
Gewebekulturflaschen 250 ml, 750 ml
Menzel Deckglaser 18x18 mm, 24x50 mm
Menzel-Glaser Superfrost

Multiwell Platten 96-well, flach

u-Slide 8 well, ibiTreat

Reagiergefal® 1,5 ml Easy Cap
Safety-Mulitfly® 21G 200mm lang
Spritzen

Stripette 5 ml, 10 ml

Transferpipetten 3,5 ml
Zentrifugenréhrchen, konisch aus Polypropy-
len, 15 ml, 50 ml

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

BD Falcon™ (Heidelberg, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
BD Biosciences (Heidelberg, D)

Ibidi (Planegg, D)

Sarstedt (Numbrecht, D)

Sarstedt (Numbrecht, D)

B. Braun (Melsungen, D)

Corning (Minchen, D)

Sarstedt (Nurnbrecht, D)

BD Falcon™ (Heidelberg, D)

2.1.3 Chemikalien/Reagenzien

Beriplex P/N 500

CSL Behring (Hattersheim am Main, D)
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BSA Bovines Serum Albumin

BSA Standard for Protein Assay
Calciumchlorid

Corn Trypsin Inhibitor

Dc Protein Assay Reagenz A und B
DMEM

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Duramycin

EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit
FBS (Fetal Bovine Serum)

FM® Lipophilic Styryl Dye FM®4-64FX
Fibroblast Growth Medium 2 (ready-to-use)
Formaldehyd

Freezing Medium

Glukose

Glycerol

Hepes

Human Factor XII

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kollagen Typ |
Magnesiumchlorid
Methyl-B-Cyclodextrin
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Non Essential Amino Acids
Opti®MEM
Penicillin/Streptomycin
Polylysin

Purified Recombinant Annexin V
ROTEG Kuvetten

S 2222

S 2302
Thromboplastin
Thromborel S

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Interchim (Montlucon, F)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Calbiochem (Darmstadt, D)

BioRad (Munchen, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

PromoCell (Heidelberg, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Ibidi (Planegg, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Calbiochem (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Haematologic Technologies Inc. (Vermont,
USA)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Nycomed Pharma GmbH (Konstanz, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Pan Biotech (Aidenbach, D)
Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

BD Biosciences (Heidelberg, D)
Instrumentation Laboratory GmbH
(Kirchheim, D)

Haemochrom Diagnostica (Essen, D)
R&D Systems (Minneapolis, USA)
Siemens Healthcare (Marburg, D)

Hartenstein (Wirzburg, D)
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Tri—Natriumcitrat Dihydrat
Trypanblau

Trypsin EDTA (1x/10x)

Vitamine

Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution

Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
PAA Laboratories (Cdélbe, D)
Pan Biotech (Aidenbach, D)

Invitrogen (Karlsruhe, D)

2.1.4 Antikorper

mouse monoclonal antibody anti-PDI [RL90]
goat anti-Biotin - DyLight® 550 Conjugate
rabbit polyclonal anti-human anti-Tissue Fac-
tor Pathway Inhibitor 1gG

rabbit polyclonal anti-human anti-Tissue Fac-
tor IgG

rabbit polyclonal anti-human anti-TMEM16F
(G-14) IgG

purified monoclonal anti-mouse anti-lgG 1, K

Isotype

Affinity BioReagents (Golden, USA)
Agrisera (Vannas, S)

American Diagnostica (Pfungstadt, D)
American Diagnostica (Pfungstadt, D)

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)

BD Biosciences (Heidelberg, D)

2.1.5 Puffer

CacCl, (Faktor Xa Bildung)

Ca®"/Hepes (TEG)

Hepes-Puffer

PBS

Resus-Puffer

TNC

225 mg CaCl, x 2H,0 in 50 ml bidest. H,O

10 mM Hepes, 100 mM CacCl,, in bidest.
H,O, pH 7,4

137 mM NaCl, 4 mM KCI, 11 mM Glucose,
10 mM Hepes, in bidest. H,O, pH 7,4

137 mM NacCl, 8 mM Na,HPO, x 2H,0, 2,7
mM KCI, 1,5 mM KH,PQ,, in bidest. H,O,
pH 7,4

138 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 12 mM NaHCOs,
0,4 mM NaH,PO,x2H,0, 1 mM MgCl, x
6H,0, 5 mM D(+)-Glucose, 5 mM Hepes,

pH 7,35

125 mM TNC, in bidest. H,O
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2.1.6 Zelllinien

humane Zelllinien:
FG, L3.6pl Prof. Christiane Bruns, Klinik fur Allgemein-,

Viszeral- und Gefalichirurgie, Universitat
Kdln

murine Zelllinie:
KCP Prof. Hana Algul, 1. Medizinische Klinik und

Poliklinik, Klinikum rechts der Isar der TU

Minchen
CHO-Zellen:
CHO-K1 (ATCC® CCL-61™) ATCC/LGS Standards GmbH (Wesel, D)
Fibroblasten:
humane Fibroblasten, Dermis (HFIB-D) Provitro (Berlin, D)

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien des Pankreaskarzinoms

Fur die Versuche wurden sowohl humane als auch murine Pankreaskarzinomzellen verwendet.
Die humanen L3.6pl- bzw. FG-Zelllinien wurden aus der primaren humanen Pankreaskarzi-
nom-Zelllinie COLO 357 generiert (Bruns, Harbison, Kuniyasu, Eue, & Fidler, 1999;
Tzanakakis, Margioris, Tsatsakis, & Vezeridis, 2003).

In einem transgenen Mausmodell wurden KCP-Zellen generiert. Die transgenen Mause ent-
stammten einer Zucht aus gekreuzten C57BI/6- und BALB/c-Mausen und wiesen die Kras-
Mutation G12D und eine Deletion des Tumorsupressorgens p53 auf (Wormann et al., 2016).

2.2.1.2 MP-Isolierung aus Karzinomzellentiberstdnden

Da die Pankreaskarzinomzelllinien konstitutiv MP in das Nahrmedium sezernieren, wurde zur
Isolierung der MP zuerst der Uberstand aus den Zellkulturen entnommen. Der Uberstand wur-
de zweimal bei je 1430 x g fur jeweils 20 Min. ohne Bremse zentrifugiert. Die Zellfragmente
bildeten dabei das Pellet. Zur Isolierung der MP wurde wiederum der Uberstand entnommen. In
1 ml-tubes wurden hierzu jeweils 250 ul Aliquots der Lésung hergestellt und bei 17.740 x g far
30 Min. ohne Bremse zentrifugiert. Die entstandenen MP-Pellets wurden in PBS aufgenom-
men, zusammengefigt und erneut bei 17.740 x g fur 30 Min. zentrifugiert. Anschliel3end erfolg-

te die Proteinbestimmung (Kap. 2.2.1.5).
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2.2.1.3 Zellkultur

Die Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden in einem Zellkulturschrank bei 37°C unter 5%iger-
CO,-Atmosphére kultiviert. FUr die Herstellung des Mediums der L3.6pl- und der FG-Zellen
wurden 500 ml des mit 1g/l Glukose versetzten DMEM unter Hinzugabe von 50 ml Fetalen Bo-
vinem Serum (FBS), 5 ml Penicillin/Streptomycin, 6 ml Vitamin-Mischung und 5 ml nicht-
essentiellen Aminosauren vermengt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage.

Die KCP-Zellen aus dem transgenen Mausmodell wurden in mit 4,5 g/l Glukose versetztem
DMEM mit 50 ml FBS, 5 ml Penicillin/Streptomycin und 5 ml nicht-essentiellen Aminosauren
aufgenommen. Auch hier erfolgte ein Mediumwechsel alle zwei bis drei Tage.

Die adhéarenten Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefahr 90% von den Zellkulturfla-
schen geldst. Bei sterilen Bedingungen erfolgte die Abloésung der Zellen mit 6 ml Typsin/EDTA
(0,05% Trypsin, 0,02% EDTA). Die Trypsin-Reaktion wurde durch die Aufnahme der Zellen in
10 ml frischem DMEM-Medium gestoppt. Die Zellen wurden daraufhin in sterile 15 ml Falcon-
Rohrchen Uberfihrt und diese wurden bei 170 x g fur 8 Min. zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit PBS in eine homogen Zellsuspension uberfiihrt.
Ein weiterer Waschschritt folgte unter denselben Zentrifugationsbedingungen. Um eine ber-
schiel3ende Zellproliferation nach erneuter Aussaat der Zellen zu vermeiden, erfolgte eine Ver-
dinnung der Zellen im Verhdltnis 1:5 im Nahrmedium. Die Kultur der KCP-Zellen erfolgte nur
bis zur 14. Passage.

Die CHO-Zellen (CCL-61) wurden aus Chinesischen Hamster Ovarien generiert und die ver-
wendeten Fibroblasten (HFIB-D Kultur) entstammten als Primarzellen aus der Dermis mensch-
lichen Bindegewebes und dienten als nicht-tumorése Zellen zum Vergleich der Karzinomzellen.
Beide Zelllinien wurden unter prinzipiell gleichen Bedingungen wie die Pankreaskarzinom-
Zelllinien kultiviert. Das Nahrmedium der CHO-Zellen bestand aus MEM-a-Medium sowie den
Zusatzen 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin. Die humanen Fibroblasten wurden im
ready-to-use Fibroblast Media 2 (PromoCell) kultiviert. Bei entsprechender Konfluenz des Kul-
turflaschenbodens wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums in den Zellkulturflaschen mit
PBS gewaschen und die CHO-Zellen bis zu ihrer Ablésung mit der Trypsin/EDTA-LOsung bei
37°C und die Fibroblasten mit Trypsin/EDTA fir 5 Min. bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zel-
len wurden zweimal mit sterilem PBS gewaschen.

Fur die Versuche mittels konfokalen Mikroskops wurden die CHO-Zellen auf spezielle Zellkul-
turplatten (uDish, Ibidi) ausgesat, die eine Betrachtung unter inversen Mikroskopen ermdgli-
chen. Die Inkubation der Zellen Giber Nacht erfolgte in MEM-a-Medium im Zellkulturschrank bei
37°C (5% CO,).

2.2.1.4 Einfrieren, Auftauen und Revitalisieren von Zellen
Zur Einlagerung und mdglichen Wiederverwendung der Zellen wurden diese eingefroren. Die
abgel6sten Zellen wurden vorsichtig aus den Kulturflaschen pipettiert und bei Raumtemperatur

mit 170 x g fur 8 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet



Seite 16

wurde in PBS geldst und erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. AnschlieRend wur-
de das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml KryogeféaRe Uberfihrt. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C.

Zur Wiederverwendung der Zellen wurden die gefrorenen Kryogefal3e durch langsames Er-
warmen bei Raumtemperatur aufgetaut und danach zweimal bei 170 x g flr je 8 Minuten zentri-
fugiert. Das Zellpellet wurde mit sterilem PBS aufgeldst und die Zellen wurden in mit vorge-
warmtem Nahrmedium vorgelegten Zellkulturflaschen kultiviert.

Je nach Grad der Zelladhasion wurde das Medium nach ein bis zwei Tagen erneuert, um die

abgestorbenen Zellen zu entfernen.

2.2.1.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Alle Proteinkonzentrationen wurden basierend auf der Methode nach Lowry mittels eines RC
DC™ (reducing agent and detergent compatible) Protein Assay Kits der Firma Bio Rad gemes-
sen. Hierzu wurden jeweils 5 pl einer zu bestimmenden Probe mit Proteinen in eine 96-Well-
Platte vorgelegt und mit je 25 pl der Kupfer-Alkali-Tartrat-Losung A versetzt. Beruhend auf der
Biuret-Reaktion kommt es im alkalischen Milieu zu einer Komplexbildung zwischen den Pep-
tidbindungen der Proteine in der Probe und dem zweiwertigen Kupfer-lonen. Durch Zugabe von
je 200 pl des Folin-Ciocalteu's-Phenol-Reagenz B (Folin-Losung B) erfolgt eine Reduktion des
Protein-Kupferkomplexes, wodurch es beim Farbumschlag zu einer intensiven Blaufarbung des
Gemisches kommt. Um die Vollendung des Farbumschlages zu gewahrleisten, wurde eine
Inkubation der 96-Well-Plate tber 12 Minuten bei 37°C in einem ELISA Reader durchgefiihrt
und die Absorption der Probe anschlieRend bei 700 nm im Photometer ausgelesen. Die ge-
messenen Werte wurden anhand einer BSA-Standard-Kurve in Proteinkonzentrationen konver-
tiert. Diese Standardkurve basierte auf einer Eichreihe aus BSA in unterschiedlichen Konzent-
rationen (0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 pg/ml). Alle Werte zur Bestimmung der Proteinkon-

zentration wurden in Dreifachbestimmung ermittelt.

2.2.1.6 Zellzahlbestimmung

Zur Auszahlung der Zellen wurde eine Neubauer-Z&hlkammer verwendet. Die Grundplatte der
Neubauer-Zahlkammer besteht aus einem 5 mm dicken Spezialglas und weist in der Mitte eine
Nut auf. Die Oberflache der 30 mm x 80 mm grofRen Zahlkammer ist durch Gravuren von zwei
guadratischen Z&hlnetzen seitlich der mittleren Nut gekennzeichnet.

Die Bestimmung der Zellzahl und Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen erfolgte mit
dem Farbstoff Trypanblau. Im Gegensatz zu den vitalen Zellen gelingt es den toten Zellen nicht
den Farbstoff auszuschliefen, so dass die toten Zellen aber nicht die lebenden Zellen eine
starke Blaufarbung aufweisen.

Zur Herstellung des Trypanblau-Zell-Gemisches wurden 90 pl PBS und 100 pl einer 0,05 %
Trypanblau-Ldsung in einem 1 ml Reaktionsgefal? vorgelegt und mit 10 pl einer Zellsuspension

gemischt. Nach 5-minttiger Inkubation des Gemisches bei RT und erneutem vorsichtigen Ver-
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mischen wurden 10 yl des Gemisches beidseits auf die Kammer unterhalb eines aufgelegten
Deckglases pipettiert.

Zur Berechnung der Zellzahl wurden ausschlie3lich die lebenden Zellen in einer bestimmten
Anzahl von Quadraten gezéhlt und der Mittelwert daraus gebildet. Um die tatsachliche Zellzahl
pro ml zu berechnen, wurde der Mittelwert mit einem Faktor (Kehrwert des Produktes aus
Quadratflache und Kammerhéhe) multipliziert.

Die Auszahlung der Zellen erfolgte stets an zwei Quadraten und die Zellzahl pro pl wurde unter
Berucksichtigung folgender Formel ermittelt: Summe der beiden Quadrate x 100. Hierbei zeigte
sich eine Viabilitat der L3.6pl-Zellen von 88% und der HF-Zellen von 85% (je 10 Auszahlun-

gen).

2.2.1.7 Zellaufschluss

Die Lyse der Zellen bzw. von MP erfolgte durch den Prozess des Einfrierens und Auftauens.
Zur Gewahrleistung einer effizienten Lyse wurden die Zellen bzw. MP in héchstens 200 pl Ly-
sis-Puffer geltst und fur eine Minute in flissigem Stickstoff gelagert. Unmittelbar danach wurde
die Probe eine Minute lang in einem 37°C-Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Zyklus wurde
dreimal wiederholt.

2.2.2 Faktor Xa Bildung

Die Bildung von Faktor Xa gibt Aufschluss uber die funktionelle Aktivitat von TF. In einem pho-
tometrischen Aktivitatsassay wird beim Vorliegen aller notwendigen Substrate durch funktionell
aktiven TF die katalytische Umwandlung von Faktor X zu Xa getriggert.

Der Faktor Xa wird durch den Tenase-Komplex der Blutgerinnung gebildet. Einerseits wird
durch die Interaktion von TF mit Faktor Vlla

hierbei das Zymogen Faktor X in eine aktive @
Protease (FXa) umgewandelt. Ein weiterer
N Absorption (405nm)
* \

Aktivierungsweg von Faktor Xa lauft tber die
Spaltung des Zymogens Faktor IX. Die ent-
standene aktive Form des Faktors IXa wie-
derum spaltet zusammen mit dem Faktor
Vllla proteolytisch den Faktor X in seine akti-

[ s2222-04 B pNA_
>[
ve Form Xa. Xa
$2222-pNA

Zur photometrischen Faktor Xa Messung

B‘T’\

Abb. 4: Messprinzip der Faktor Xa Bildung durch den TF/Vlla-
Komplex

. . Der TF/Vlla-Komplex aktiviert neben Faktor X auch den Faktor IX.
Substrat (82222) und einem SUbStratgemISCh Zusammen mit Faktor Vllla fordert der Faktor IXa die Aktivierung

: . _ von Faktor X zu Faktor Xa. In dem chromogenen Assay spaltet der
(Be”plex) versetzt, welches Gerlnnungsfakto gebildete Faktor Xa das chromogene Substrat S2222. Das entstan-

ren enthalt. und schlieRlich die Reaktion mit dene Produkt (pNA) absorbiert Licht bei 405 nm, welches photo-
! metrisch detektiert werden kann. Die TF-Aktivitat entspricht dabei

C&Clz gestartet. Faktor Xa ist in der Lage das proportional der Steigerung der Absorption pro Sekunde.

wird nun die Probe mit einem chromogenen
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farblose chromogene Substrat S2222 zu spalten (Abb. 4). Das entstandene gelbliche Spaltpro-
dukt Para-Nitro-Aniline (pNA) kann nun durch sein spezifisches Absorptionsspektrum mit einer
Wellenlange von 405 nm photometrisch quantifiziert werden. Die Menge an pNA und FXa ste-
hen somit im proportionalen Verhaltnis zueinander.

Damit diese Reaktion ablaufen kann, werden in der Probe noch weitere Gerinnungsfaktoren
bendtigt, welche in einem Substratgemisch (Beriplex) der Probe hinzugeflgt wurden. Beriplex
enthalt neben den Faktoren Il, VII, IX und X auch antikoagulatorisch wirksame Komponente wie
Heparin, Protein C, S und Antithrombin. Somit herrschen in diesem Assay éhnliche Bedingun-
gen wie im Vollblut.

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Jeweils 50 pl einer 30 mM CaCl,-Lésung wurden in Wells einer 96-Well-Platte vorgelegt und 50
pl Probenvolumen hinzugefligt. Fir das Substratgemisch und das chromogene Substrat wurde
eine Stammldsung hergestellt, bestehend aus 3370 ul Resuspensionslésung, 400 pl des chro-
mogenen Substrats S2222 sowie 225 ul des Substratgemisches aus Gerinnungsfaktoren. Von
dieser Stammlésung wurden schlief3lich 100 pl Substratpuffer in jedes Well pipettiert und die
Absorption der Probe in sechs Intervallen mit je 6 Min. mittels ELISA-Reader ermittelt. Die Um-
rechnung in die Aktivitatseinheit U/ml erfolgte anhand einer mitangesetzten Standardreihe un-
ter Verwendung definierter Konzentrationen von rekombinantem TF. Bei den Werten erfolgte
stets eine Dreifachbestimmung.

Verwendung intakter sowie lysierter L3.6pl-, FG-, und HF Zellen

Um einen Vergleich von tumorésen Zellen mit nicht-tumordsen Zellen ziehen zu kdnnen, wur-
den die humanen Fibroblasten als Primérzellkulturen verwendet.

In einigen Versuchsreihen wurden neben den intakten L3.6pl-, FG-, und HF Zellen auch lysierte
Zellen verwendet. Die Lyse der Pankreaskarzinomzellen sowie der Fibroblasten wurde nach
der dargestellten Methode durchgefiihrt (Kap. 2.2.1.7).

Verwendung von L3.6pl- und FG-MP

Da angenommen wurde, dass TF und PS auf MP im Vergleich zur Ursprungszelle in htheren
Mengen auf der Zelloberflache konzentriert sind, wurde in diesen Experimenten die Faktor Xa
Bildung der MP mit unterschiedlichen Konzentrationen (10, 20 und 50 pg/ml MP) untersucht.

Durchflusszytometrische Untersuchungen unsere Arbeitsgruppe zeigten, dass 1 pg MP-Protein
ca. 4000 MP entspricht. Eine Konzentration von 50 pg/ml entspricht dabei der Menge an im

Blut zirkulierenden karzinomatésen MP (Tesselaar et al., 2007; Zwicker et al., 2009).
2.2.3 Faktor Xlla Bildung

Der Faktor Xlla hat eine wesentliche Schlisselfunktion in der Aktivierung der intrinsischen
Blutgerinnungskaskade. Die Bildung des Faktor Xlla innerhalb einer zu untersuchenden Probe

kann mittels eines chromogenen Faktor Xlla Assay photometrisch detektiert werden.
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In dem angewandten chromogenen Assay wird die Probe zunachst mit Faktor XII und ZnCl,
versetzt. Wird der Faktor Xl nun voraktiviert kommt es zur Aktivierung von Kallikrein. Durch die
Zugabe eines chromogenen Substrates (S-2302) fur das Plasmakallikrein entsteht nach proteo-
Iytischer Spaltung des Substrates durch das Kallikrein ein Farbumschlag innerhalb der Probe.
Ahnlich wie bei dem Faktor Xa Assay (Kap. 2.2.2) entsteht durch eine Abspaltung am Substrat
das gelbliche Para-Nitro-Aniline (pNA). Durch den Farbumschlag andert sich die optische Dich-
te und der Anstieg der Absorption pro Sekunde bei einer Wellenlange von 405 nm steht im di-
rekten Zusammenhang mit der enzymatischen Aktivitat.

Versuchsdurchfihrung

Die zu messende Probe mit L3.6pl- und FG-MP wurde in 85 ul Hepes-Puffer aufgenommen
und mit 85 pl eines Mastermixes (100 nM FXIl und 100 pM ZnCl, im Verhaltnis 1:1) vermischt.
Die 20-minitige Inkubation des Gemisches fand bei RT statt. Das chromogene Substrat S-
2302 wurde in eine 96-Well-Platte in einem Volumen von 10 pl pro Well pipettiert und mit 50 pl
des Probengemisches vermengt. Die ablaufende Reaktion fiihrte zur Spaltung des chromoge-
nen Substrates mit Farbumschlag. Uber einen Zeitraum von zwei Stunden wurde die Probe
photometrisch mittels ELISA Reader gemessen. Die Messung der Ergebnisse erfolgte in Drei-
fachbestimmung.

2.2.4 Vollblut-Experimente

2.2.4.1 Blutentnahme der Spender

Die vendse Blutenthahme erfolgte an gesunden Spendern, die zuvor Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen unter keiner Einnahme von Arzneimittel standen, die Einfluss auf die Koagulation
haben kénnten. Vor der Blutabnahme wurden die verwendeten Kunststoffspritzen mit einer
12,5 mM Trinatriumcitrat-Lésung und 5 pg/ml Corn Trypsin Inhibitor (CTI) befllt, um eine vor-
zeitige Blutgerinnung innerhalb der Spritzen zu vermeiden.

Je nach Versuchsaufbau wurde das Blut nach hinreichender Hautdesinfektion im Bereich der
Armbeuge mittels Butterfly-Kanile in Spritzen mit einem Volumen von 2 ml oder 5 ml gewon-
nen. Die Blutabnahmen erfolgten auf der Grundlage eines von der Ethikkommission der Medi-

zinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen genehmigten Antrages.

2.2.4.2 Thrombelastographie

Die Thrombelastographie (TEG) ist ein viskoelastisches Verfahren zur Untersuchung der Ge-
rinnungseigenschaften von Vollblut und Zitratblut. Durch die Verwendung von Vollblut bzw.
Zitratblut kdnnen die Interaktionen zwischen den zellularen und plasmatischen Blutbestandtei-
len im Rahmen der Hamostase bewertet werden. Die TEG ermd@glicht so eine funktionelle Ana-
lyse der einzelnen Stufen der Blutgerinnung vom Beginn der Gerinnselbildung tber die Fibrin-

bildung, dem Zusammenwirken mit den Thrombozyten, der Gerinnselstabilisierung bis hin zur
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Fibrinolyse. Somit erméglicht die TEG die Beurteilung der Dynamik der Gerinnselbildung und

der Qualitat des Gerinnsels.

2.2.4.2.1 Prinzip

Urspringlich basierte das im Jahr 1948 entwickelte Verfahren der klassischen TEG nach Prof.
Hartert auf der Rotation einer mit der Blutprobe gefillten Kivette, in welcher sich ein frei-
schwingender Stempel am Torsionsdraht befand. Bei der TEG wird eine Kunststoffklivette mit
einer zuvor antikoagulierten Blutprobe befiillt und durch Zugabe von Ca®-lonen die Gerin-
nungskaskade reaktiviert. Die Messung wird mit dem Eintauchen eines Stempels gestartet. Mit
dem Einsetzen der Gerinnung bilden sich Fibrinfaden zwischen dem Stempel und der Kivet-
tenwand. Der Rotationsbewegung wirkt somit ein steigender Widerstand entgegen, je mehr
Fibrinfaden gebildet werden. Dadurch kommt es zur Veranderung der Drehbewegungen was
kontinuierlich registriert wird. Da diese Methode anfallig fur Erschitterungen und Stdl3e ist,
wurde das Verfahren weiterentwickelt und computerisiert. Dies gilt insbesondere fir die hier

angewandte Rotations-Elastographie (ROTEM®).

c l > ientauells [Diod®

Spiegel Abb. 5: Prinzip der Rotations-Thrombelastographie
\.\:h\s\‘ah\ Die Blutprobe wird in eine auf 37°C vorgewdrmte Kivette
gefillt, auf welche anschlieBend ein Plastikstempel gesetzt wird.
Zu Beginn kann der Stempel Rotationsbewegungen nach links
und rechts in einem Winkel von 4,75° durchfiihren, bis mit
einsetzender Gerinnung und steigender Festigkeit des Gerinn-
sels die Umdrehungen immer weiter abgebremst werden.
Durch das veranderte AusmaR der Rotation aufgrund des immer
e fester werdenden Gerinnsels wird die Strahlung einer Lichtquel-
Thrombozyten le von einem am oberen Ende der Achse befestigten Spiegel
Mgregatezvischen abgelenkt und die Reflektion der Lichtstrahlung durch einen
Stomplaubenseite Sensor detektiert. Der Startzeitpunkt und das Ausmal der
Gerinnselbildung werden durch eine Computersoftware ausge-
wertet.

Detektor

e

Plastikstompol

<— Kiivette mit Blutprobe

beheizter

Kiivetten-
halter

Drehachse +/- 4,75°

Im Unterschied zur klassischen TEG rotiert beim ROTEM® Gerét nicht mehr eine Kunststoff-
kuvette um den freihangenden Stempel, sondern die Kivette sitzt fest in der Halterung des
Gerates und der Stempel bewegt sich nun mittels torsionselastischer Feder alternierend mit je
4,75° nach links und rechts. Die Anderung der Kinetik wird durch ein optisches MefRsystem
detektiert und mittels Computer berechnet (Abb. 5). Hierdurch kénnen einzelne Analysen zu
den Gerinnungsvorgangen interpretiert werden. Die Zeit zwischen dem Start der Messung und
dem Einsetzen der Gerinnselbildung ist die Gerinnungszeit (Clotting Time; CT). Die Gerinnsel-
bildungszeit (Clott Formation Time; CFT) beginnt nach der Gerinnungszeit und misst die Zeit
vom Beginn der Gerinnselbildung bis die Amplitude der Gerinnselfestigkeit einen Wert von 20
mm aufweist und gibt Aussagen uber die Kinetik der Gerinnung. Diese beiden Messgrof3en
werden in Sekunden angegeben. Als maximale Gerinnselfestigkeit (Maximal Clott Firmness;
MCF) ist die maximale Amplitude definiert, welche die maximale Gerinnselfestigkeit widerspie-

gelt. Die Beurteilung der Fibrinolyse erfolgt durch Messungen zu einem fortgeschrittenen Zeit-
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punkt, wie beispielsweise dem Lyse Index 30 Min. nach der Gerinnungszeit (LI30) oder der
Maximalen Lyse (ML).

Im Thrombelastographen sollte in vitro die Situation im Blut simuliert werden, wie sie in Pan-
kreaskarzinompatienten wahrend der Erkrankung vorherrschen. Nach Hinzugabe von karzino-
matdsen Zellen oder MP zu Vollblut gesunder Spender wurden die verschiedenen TEG-

Parameter bestimmt.

2.2.4.2.2 Allgemeine Versuchsdurchfihrung

Der Kivettenhalter stand zunachst auf einem Warmeblock und wurde auf 37°C vorgewarmt.
Die darin eingelegte Kunstoffkivette wurde mit 270 pl citriertem Vollblut von gesunden Spen-
dern befiillt. Danach wurde je Kivette 30 ul Probenlésung hinzu pipettiert und durch dreimali-
ges Auf- und Abpipettieren das Gemisch vorsichtig ohne Blasenbildung vermischt. Bei jedem
Experiment wurden einer Kivette stets 30 ul Puffer anstatt der Probenldsung hinzugegeben.
Daraufhin wurde die Gerinnung durch die Zugabe von 60 pl einer Ca?/Hepes-Losung gestar-
tet.

2.2.5 Einfluss verschiedener Inhibitoren auf Karzinomzellen sowie deren MP

Um néahere Erkenntnisse zum molekularen Mechanismus der Gerinnungsaktivierung von Pan-
kreaskarzinomzellen sowie deren MP zu erhalten, wurden die folgenden spezifischen Inhibito-

ren eingesetzt:

Dieser Antikorper richtet sich gegen den TF, welcher als Cofaktor
Anti-Tissue-Factor-AK
(Anti-TF-AK)

und Rezeptor der Serinprotease FVlla fur die Ausbildung des
funktionell aktiven TF-FVIla-Komplexes zur Aktivierung von FX

notwendig ist.

_ o CTl inhibiert den aktivierten FXIl und somit die Initiierung der Ge-
Corn Trypsin Inhibitor

(CTI) rinnung durch die Kontaktaktivierung des Gerinnungssystems (Six

et al., 2017)

TFPI als Plasma-Serinprotease-Inhibitor wird in den vaskularen

o Endothelzellen synthetisiert und enthalt drei Kunitz-Typ Inhi-
Anti-Tissue-Factor-

Pathway-Inhibitor-AK
Kunitz 1 [ADG 4903]
(TFPI)

bitordoméanen (Broze & Girard, 2012). Dieser monoklonale Anti-
kérper bindet die Kunitz-Typ 1-Doméne des Tissue Factor Pa-
thway Inhibitors. Der Antikdrper neutralisiert dadurch TFPI und
richtet sich gegen ein Epitop, welches fiir die Interaktion mit dem

TF/FVIla-Komplex verantwortlich ist.

Anti-Protein-Disulfid-
Isomerase-AK [RL 90]
(anti-PDI-AK)

Dieser Antikorper inhibiert die Oxidoreduktase PDI, welche an der
Bildung von Disulfidbindungen und der Isomerisation am TF betei-
ligt ist (Reinhardt et al., 2008).

Annexin V

Als zellulares Protein weist Annexin V eine hohe Affinitat zu PS
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auf. Hierbei konkurriert es mit anderen Gerinnungsfaktoren um
dieses Phospholipid. Annexin V bildet einen Schild um negativ-
geladene Phospholipidmolekile und inhibiert dadurch Gerin-
nungsreaktionen und besitzt ebenfalls die Fahigkeit bereits an
oberflachliche Phospholipide gebundene Gerinnungsfaktoren

wieder zu dissoziieren (Rand, 2000).

) TMEMI16F ist ein Acht-Transmembran-Protein, welches als kalzi-
Anti-Transmembran-

protein-16F-AK [G-14]
(Anti-TMEM16F-AK)

umabhangige Phospholipid Scramblase PS an die Zelloberflache
transportiert (Suzuki et al., 2013). PS ist essentiell fir die Funktio-
nalitat des TF-FVIla-Komplexes.

Methyl-3-Cyclodextrin ist ein cyclisches Oligosaccharid bestehend
) aus 7 Glucosemolekilen und einer polaren Auf3enflache, das

Methyl-R-Cyclodextrin N . o _
spezifisch an Membran-Cholesterin bzw. cholesterinreiche Mikro-

domanen bindet.

Duramycin gilt mit seinen 19 Aminosauren als kleinstes Polypep-
tid mit einer dreidimensionalen Struktur. Es bindet mit einem 1:1
Verhéltnis spezifisch an PE (Zhao, Li, & Bugenhagen, 2008). In
Duramycin Gegenwart von PS zeigt PE zwar nur eine geringe prokoagulato-
rische Aktivitét, jedoch reduziert PE drastisch die Notwendigkeit
des Vorhandenseins von PS fir die TF-FVlla-Aktivitat
(Neuenschwander, Bianco-Fisher, Rezaie, & Morrissey, 1995).

2.2.6 Anti-TF-AK

Anti-TF-AK bzw. der entsprechende Kontroll-AK 1gG wurden in einer Konzentration von 50
pg/ml eingesetzt. Die MP (Endkonzentration 50 pg/ml) wurden fir 30 Min. mit den beiden Anti-
korpern bei RT inkubiert und danach gewaschen. Fur die FXa-Bildung wurden die MP in 50 pl
Resuspuffer geldst und nach dem Protokoll im Kap. 2.2.2 prozessiert.

Fur die Messung im TEG wurden die MP in 30 pl PBS aufgenommen. Direkt nach erfolgter
Blutabnahme wurden 270 pl des citrierten Vollblutes in den Kivetten des TEG vorgewarmt, die
MP hinzugefiigt und die Gerinnung mittels Zugabe von 60 pl Ca?*/Hepes-Lésung gestartet. Das
Hinzugeben der Antikorper erfolgte bei den Kontrollmessungen mit Vollblut 1 Min. vor dem

Start der Gerinnung durch die Ca**/Hepes-Lésung.
2.2.7 CTI

270 pl des frisch abgenommenen citrierten Vollblutes wurden den Kivetten zugegeben und mit

den 30 pl der MP-LOsung versetzt (50 pg/ml). CTI (80 pg/ml) wurde kurz vor dem Starten der



Seite 23

Messung mittels 60 pl Ca?/Hepes-Lésung hinzugegeben. Als Kontrolle erfolgte die Bestim-

mung der Vollblutgerinnung mit der Vehikellésung PBS.
2.2.8 Annexin V

Intakte bzw. lysierte humane Fibroblasten (2000 Zellen) wurden mit Annexin V (100 nM) in
Ca™"/PBS-Losung fur 10 Min. bei RT vorinkubiert. Danach wurde die FXa-Bildung bestimmt.

Im TEG wurde mit der Zugabe von 2000 Karzinom-Zellen bzw. 50 pg/ml Karzinom-MP das
Einsetzen der Fibrinbildung mit vorheriger Inkubation von Annexin V bei RT (5 Min.) mit einer
Kalzium/PBS-L6sung (Endkonzentration 100 nM) in den Konzentrationen 100 nM, 200 nM und
500 nM untersucht. Diese unterschiedlichen Konzentrationen dienten zur Festlegung der beno-
tigten Konzentration an Annexin V mit der in den folgenden Versuchen weitergearbeitet wurde.
Die Experimente mit intakten und lysierten Karzinomzellen wurden dahingehend abgewandelt,
dass die 60 pl Kalzium zum Start der Gerinnung im TEG zuerst in das Vollblut hinzugefligt
wurden und danach die mit Annexin V vorinkubierte Probe hineinpipettiert wurde, da das vorge-
legte TNC in der Blutabnahmespritze sonst dem Annexin V das Kalzium entziehen konnte.

2.2.9 Anti-TFPI-AK

2.000 bzw. 20.000 intakte bzw. lysierte Karzinomzellen sowie deren MP (50 pg/ml) wurden in
Resuspuffer suspendiert. Die Gemische wurden mit 10 pg/ml Anti-TFPI-AK fir 15 Min. bei RT

vorinkubiert und anschlieend die FXa Bildung gemessen.
2.2.10 Anti-TMEM16F-AK

2.000 bzw. 20.000 intakte sowie lysierte Karzinomzellen und deren MP wurden fir 15 Min. bei
RT mit 10 pg/ml Anti-TMEM16F-AK prainkubiert und anschlieRend die Aktivitat des Faktor Xa

gemessen.
2.2.11 Anti-PDI-AK

2.000 bzw. 20.000 intakte sowie lysierte Pankreaskarzinomzellen bzw. deren MP (50 pg/ml)
wurden fir 15 Min. mit Anti-PDI-AK (20 pg/ml) bei RT inkubiert. Danach wurde die FXa Bildung
bzw. die Vollblutgerinnung (TEG) bestimmit.

2.2.12 Methyl-B-Cyclodextrin

Die Messung von Faktor Xa unter Einfluss von Methyl-3-Cyclodextrin (5 mM) wurde mit 2.000

bzw. 20.000 intakten sowie lysierten Karzinomzellen bzw. deren MP durchgefihrt. Hierbei wur-
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den die Zellen eingangs fir 30 Min. mit Methyl-R-Cyclodextrin bei RT in Resuspuffer inkubiert

und danach zweimal gewaschen.
2.2.13 Duramycin

Zu 2.000 in Vollblut suspendierten bzw. 20.000 intakte sowie lysierte Karzinomzellen bzw. MP
wurde Duramycin (5 — 500 nM) bzw. Vehikel zugegeben. Danach erfolgte der Start der Blutge-

rinnung mit Hilfe von Kalzium (60 pl Ca®*/Hepes-L6sung).

2.2.13.1 Duramycin-vorinkubierte L3.6pl- und KCP-MP

Vollblut wurde fir 5 Min. bei 37°C mit Kollagen in einer Endkonzentration von 10 pg/ml inku-
biert. Zuvor wurden L3.6pl-MP mit 50 uM Duramycin versetzt und anschlieend gewaschen.
Danach wurden die in 30 pl Probenvolumen gelésten MP dem Vollblut in der Kiivette hinzuge-
geben und das Thrombelastogramm mit der Zugabe von 60 pl Ca?*/Hepes-Lésung gestartet.
Mit der Austestung einer weiteren Zelllinie sollte untersucht werden, ob die Wirkung des Du-
ramycins nicht nur spezifisch auf die orthotopen Pankreaskarzinomzelllinien einen Effekt zeig-
te, sondern auch die MP anderer Pankreaskarzinomzelllinien durch Duramycin beeinflusst
werden. Durch die Vorinkubation der MP von KCP-Zellen, die aus einem transgenen Mausmo-
dell entstammten, wurde ebenfalls die prokoagulatorische Eigenschaft analysiert.

Fur die Vollblut-Experimente wurden die KCP-MP fiir eine Min. bei RT mit einer Endkonzentra-
tion von 2, 5, 10, 15 bzw. 25 uM Duramycin prainkubiert. Bei einem Versuchsaufbau wurde das
Volumen der MP/Duramycin-Lésung dann auf 30 pl mit PBS aufgefillt und dieses Probenvo-
lumen fir die Thrombelastographie verwendet, bei einem weiteren Versuch sind die MP fir 30
Min. mit 17.740 x g zentrifugiert und anschlie3end gewaschen worden. Auch hier wurden die
MP danach in 30 pl PBS aufgenommen und dem Thrombelastographen zugefuhrt.

2.2.13.2 Wirkung von Duramycin auf HF-Zellen

In die mit citriertem Vollblut gefiliten Kivetten wurde zuerst Duramycin (End-Konz. 25 bzw. 50
MM) zugegeben. Danach wurden in das Vollblut humane Fibroblasten (1000 Zellen) pipettiert,
die in 30 pl PBS geldst waren. Die Messung der Gerinnungszeit begann mit dem Hinzufugen

von 60 pl Ca?*/Hepes-Lésung.
2.2.14 Prinzip der konfokalen Mikroskopie

In der konfokalen Laserscanmikroskopie (kLSM) werden mittels Laser Fluorophore eines zu
mikroskopierenden Objektes anregt und dabei das Praparat punktweise abgetastet.

Der Laserstrahl verlauft durch ein Objektiv und trifft dann auf eine Lochblende (Pinhole),
wodurch eine beugungsbegrenzte Fokussierung des Lichtes auf das Objekt gewahrleistet wird
und eine Ausblendung von Strahlen, die nicht in der Fokusebene liegen, garantiert wird. Uber

einen dichroitischen Spiegel gelangt der Strahl dann auf das Préparat (Abb. 6). Da Fluores-



Seite 25

zenzlicht den Spiegel durchdringen
kann, verlauft das Emmisionslicht des Laser = II
fluoreszierenden Préparates nun durch
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die Strahlung detektiert und in ein elekt- l
risches Signal umwandelt. Da das Ob- P <'
jekt Punkt fur Punkt durch den Laser T Fhmmtlw
abgetastet wurde, ist eine anschliel3en- Objektiv —>

de Rekonstruktion des Bildes notwen- v/ e

d'g, um eine dreidimensionale Gesamt- Abb. 6: Prinzip der konfokalen Laserscanmikroskopie

darstellung des Préparates zu erhalten. Ein Computer errechnet mit einer entsprechenden
Software aus den optischen Schnittbildern der verschiedenen Fokusebenen ein dreidimensio-
nales Bild des Praparates. Der Abstand der einzelnen Schnittbilder in der z-Achse betrug 0,5
pm.

Die Verwendung unterschiedlicher Fluorophore konnte durch das hier verwendete Laserscan-
mikroskop LSM 510 Meta (Zeiss) aufgrund der Ausstattung mit einem Argon-Laser fir die
Emission von blauem bis grinen Licht und durch drei Helium-Neon-Laser flir oranges bis rotes

Licht erméglicht werden.
2.2.15 Markierung von CHO-Zellen und L3.6pl-Zellen mit biotinyliertem Duramycin

Zur Darstellung von Phosphatidylethanolamin auf der Plasmamembran von CHO- und L3.6pl-
Zellen wurden die Zellen mit biotinylierten Duramycin inkubiert. Duramycin wurde zuvor mittels
Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit nach den Herstellerangaben biotinyliert.

50.000 Zellen wurden jeweils in ein Well einer Zellkulturplatte (uDish, Ibidi) mit 200 pl des ent-
sprechenden Zellmediums (ohne FBS) ausgesat. Anschliel3end erfolgte eine 30-minttige Inku-
bation der Zellen mit biotinyliertem Duramycin (5 pM) unter Hinzugabe eines mit einem Fluoro-
phor gekoppelten anti-Biotin-Antikérpers bei RT in Dunkelheit. Die Kontrolle erfolgte mit dem

Fluoreszenzantikorper alleine ohne Zugabe von Duramycin.
2.2.16 Farbungen der Zellen mit FM 4-64FX und Vybrant DiO

Um eine maogliche Interaktion von L3.6pl-MP mit Erythrozyten zu analysieren, wurden Erythro-
zyten mit dem Fluorophor FM 4-64FX markiert sowie die MP mit Vybrant DiO. Danach wurden
die markierten Erythrozyten mit den markierten MP Uber einen Zeitraum von einer Stunde in-
kubiert. Kdme es zu einer Fusion der MP mit der Plasmamembran der Erythrozyten, wirde im
konfokalen Mikroskop eine Uberlagerung der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbungen der MP

sowie der Erythrozytenmembran resultieren.
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In unterschiedlichen Versuchen wurden die Plasmamembranen sowohl der L3.6pl-MP, CHO-
Zellen, L3.6pl-Zellen als auch der Erythrozyten mittels FM 4-64FX markiert. In wassrigen L6-
sungen zeigt dieser Membranmarker nur eine schwache Fluoreszenz, im lipophilen Milieu der
Plasmamembran hingegen kommt es zu einem starken roten Leuchtsignal. Der hier verwende-
te Fluorophor bietet aufgrund einer spezifischen Modifikation auch den Vorteil, dass es nicht zu
einer Translokation des Farbstoffes bei Fixierung der Zellen und MP mit aldehydhaltigen Rea-
genzien kommt.

Zur Markierung der MP wurde das gewonnene citrierte Vollblut gesunder Probanden im Ver-
haltnis 1:1000 mit Resuspuffer verdiinnt. 1 pg MP wurde zu 100 pl des verdiinnten Blutes hin-
zugegeben. Zuvor wurden die MP fir 15 Min. mit Duramycin (5 uM Endkonzentration) vorinku-
biert. 3 Min. vor dem Waschen der MP wurde der FM 4-64FX Farbstoff im Verhaltnis 1:30 dem
Probenvolumen hinzugesetzt.

Bei den Internalisierungsversuchen wurden zusétzlich zu den MP auch die Erythrozytenmemb-
ranen mit FM 4-64FX eingefarbt. Die Wells einer Zellkulturplatte (uDish, 1bidi) wurden mit Poly-
L-Lysin (1:10 mit H,O verdinnt) gecoatet und fur 15 Min. bei 37°C gelagert und anschlielRend
mit dest. H,O gewaschen und feucht gehalten. Die MP wurden mit Duramycin (5 bzw. 20 uM)
vorinkubiert. Dann wurde zu jedem Well 2 pg fluoreszenz-markierte L3.6pl-MP in 200 pl citrier-
tem Vollblut (Verdinnung mit Hepespuffer 1:1000) hinzugegeben. Zur Fixierung der Zellen
wurde nach 1, 30 und 60 Min. 2 % Paraformaldehyd (PFA) und daraufhin der FM 4-64FX Farb-
stoff in das MP/Blut-Gemisch hinein pipettiert.

2.2.17 Quantitative Analyse und Statistik

Zur quantitativen Auswertung der konfokalmikroskopischen Bilder wurde die Software LSM 510
Release 4.0 der Firma Zeiss verwendet. Die statistische Auswertung zur Berechnung der Signi-
fikanz der Stichproben wurde mit der Software GraphPad Prism 9.0.0 durchgefiihrt. Unverbun-
dene und nicht normalverteilte Stichproben wurden mittels One Way ANOVA-Test verglichen.
Die gezeigten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD) und ein p-Wert von <0,05

galt als statistisch signifikant.

3 Ergebnisse

3.1 Mechanismen der Gerinnungsaktivierung durch Karzinomzellen und deren
MP in vitro

Um den Einfluss humaner Fibroblasten bzw. von Pankreaskarzinomzellen und ihrer MP auf die

Aktivierung der Blutgerinnung zu untersuchen, wurden Koagulationsassays zur Bildung der

Gerinnungsfaktoren Xa und Xlla in vitro verwendet.
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3.1.1 Faktor Xa Aktivitatsmessung

3.1.1.1 Einfluss der MP von Karzinomzellen auf die Gerinnung
In Anwesenheit von L3.6pl-MP kam es zu einer konzentrationsabhéngigen Steigerung der FXa
Aktivitat gegenlber der Kontrolle ohne MP (Abb. 7). Die MP der stark metastasierenden Zellli-

nie L3.6pl zeigten verglichen mit MP der FG-Zelllinie eine starkere Aktivierung des Faktor X

(Abb. 7).
L3.6pl-MP 50ug/ml
:I *okkok )

FG-MP 50ug/ml
Abb. 7: Bestimmung der Faktor

Xa Bildung durch Pankreaskar-

zinom-MP der Zelllinien L3.6pl L3.6pl-MP 20pug/ml
und FG

Messung der Faktor Xa Aktivitat FG-MP 20pg/ml
im chromogenen Assay. Mittel-
werte = SD, n=3 (unabhingige
Experimente), * p<0,05, ****
p<0,0001 gegenliber Kontrolle
sowie  Pankreaskarzinom-MP.
One Way ANOVA for multiple
comparisons.

% % %k %k

L3.6pl-MP 10ug/ml
* ok ok k
FG-MP 10pg/ml

Kontrolle

DR . A SR R S Y. L
Faktor Xa Bildung (mU/ml)
3.1.1.2 Einfluss intakter und lysierter Karzinomzellen auf die Gerinnung
Lysierte L3.6pl-Zellen induzierten hierbei die ausgepragteste Aktivierung von Faktor X. Dieses
zeigte sich sowohl im Fall von 500 Zellen als auch bei 2000 Zellen (Abb. 8 A + B). Im Fall der
lysierten L3.6pl-Zellen (2000) war die Faktor Xa Bildung am starksten ausgepragt. Die lysierten
FG-Zellen stimulierten hingegen die FXa Bildung nur geringfiigig (Abb. 8 B).
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Abb. 8: Faktor Xa Bildung durch 500 (A) bzw. 2000 (B) intakte und lysierte L3.6pl- bzw. FG-Zellen

Die Bildung von Faktor Xa wurde mit einem chromogenen Assay analysiert. Hierbei wurden jeweils 500 (A) bzw. 2000 (B) Karzinomzellen einge-
setzt. Mittelwerte + SD, n=9, n.s.=nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001 gegenliber entsprechenden intakten Zellen. One Way
ANOVA for multiple comparisons.
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3.1.2 Intrinsischer und extrinsischer Blutgerinnungsweg

Sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Weg fuihren zur Aktivierung von Faktor X. Um
zwischen diesen Wegen zu differenzieren, wurde die Rolle der jeweiligen Starterproteine Fak-
tor Xl und TF untersucht.

3.1.2.1 Intrinsische Blutgerinnung

3.1.2.1.1 Wirkung der Tumor-MP auf die Faktor Xlla Bildung
Keine der getesteten Konzentrationen von L3.6pl- und FG-MP induzierte die Bildung von FXlla
(Abb. 9).

eine massive Inhibierung der durch

0.0129 n.s.
| —
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|
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O' 0.0084 n.s.
; |
Abb. 9: Faktor Xlla Bildung durch Pankreaskarzi- é ns.
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Isotyp-AK-Kontrolle (Abb. 10).

Abb. 10: Faktor Xa Aktivitditsmessung mit Pankreaskarzinom-MP der Zelllinien L3.6pl und FG

In einem chromogenen Faktor Xa Assay wurden Proben mit 10, 20 und 50 pg/ml L3.6pl- bzw. FG-MP getestet. Die Messung der Faktor Xa
Aktivitat erfolgte nach Zugabe von Anti-TF-AK bzw. dem Isotyp-AK (10 pg/ml). Mittelwerte + SD, n=3 (unabhéngige Experimente), ****
p<0,0001 gegeniiber Pankreaskarzinom-MP + Iso-IgG. One Way ANOVA for multiple comparisons.



3.1.3 Vollblutgerinnung

Die Zugabe von 1000 intakten
bzw. lysierten Tumorzellen fuhrte
zu einem schnelleren Eintreten der
Fibrinbildung im Vollblut (Abb. 11).
Die prokoagulatorische Aktivitét
der L3.6pl- und FG-Zellen konnte
durch Lyse deutlich gesteigert
werden.

Die L3.6pl- und FG-Zellen unterei-
nander zeigten keine wesentlichen
Unterschiede (Abb. 11).

Ergebnisse entsprachen weitge-

Diese
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hend den Ergebnissen zur FXa

Bildung.

Abb. 11: Messung der Fibrinbildung im Vollblut in Anwesenheit verschiedener intakter
bzw. lysierter Zellen

Mittels TEG wurden die Gerinnungszeit von citriertem Vollblut mit je 1000 Pankreaskar-
zinomzellen der Zelllinie L3.6pl und FG gemessen. Mittelwerte + SD, n=5, n.s.=nicht
signifikant, * p<0,05, **** p<0,0001 gegeniiber den entsprechenden intakten Zellen
bzw. Vollblut. One Way ANOVA for multiple comparisons.

3.1.3.1 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Anti-TF-AK

1600

1200+

800

CT[Sek ]

4004

n.s.

Nach Zugabe der mit Anti-TF-AK vorin-

% % %k

| kubierten L3.6pl- und FG-MP zu Voll-

blut war die Fibrinbildung wesentlich

verlangert.
= Hierbei unterschieden sich die Gerin-
T nungszeiten der mit Anti-TF-AK vorin-
kubierten MP nur noch gering von Anti-
TF-AK  vorinkubierten  Vollblut-Probe

ohne MP (Abb. 12).

L Abb. 12: Fibrinbildung durch Anti-TF-AK vorinkubierte

o &Q,‘?‘ Pankreaskarzinom-MP

Die CT von zuvor mit 50 pg/ml Anti-TF-AK prainkubierten
Pankreaskarzinom-MP wurde im Thrombelastographen

@Q gemessen. Mittelwerte + SD, n=3 (unabhangige Experimen-

te), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
gegentber Vollblut + Iso-IgG bzw. Pankreaskarzinom-MP +
Iso-1gG. One Way ANOVA for multiple comparisons.
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3.1.3.2 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Corn Trypsin Inhibitor

Nach
Faktor Xlla durch Komplexbildung mit

Inhibierung des Starterproteins

CTI zeigte sich eine verspatete Fibrinbil-
dung in der Kontrolle (Abb. 13). Nach
Zugabe der Karzinom-MP kam es jedoch
zu keiner Veranderung der Fibrinbildung
in Anwesenheit der MP.

Abb. 13: Bestimmung der Fibrinbildung durch Pankreaskarzi-
nom-MP nach Zugabe von CTI

Je 50 pg/ml der karzinomatésen MP wurden mit 50 ug/ml CTI
im TEG eingesetzt und die CT bestimmt. Die Kontrollmessung
erfolgte ohne den Einsatz von MP. Mittelwerte + SD, n=4,
n.s.=nicht signifikant, **** p<0,0001 gegenuber Vollblut bzw.
Pankreaskarzinom-MP. One Way ANOVA for multiple compari-
sons.
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3.1.3.3 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Annexin V

Nach Zugabe von Annexin V war sowohl bei den intakten Fibroblasten als auch bei den lysier-

ten Fibroblasten die Faktor Xa Bildung deutlich herabgesetzt (Abb. 14).

Die lysierten Zellen weisen allgemein in
diesem prokoagulatorischen Assay eine
erhdhte Aktivitat des FXa gegeniber den
intakten Zellen auf. Im Vollblut induzierte
Annexin V im Falle der L3.6pl-Zellen eine
dosisabhéngig verzbgerte Fibrinbildung
(Abb. 15 A). Dieser Effekt liess sich im Fall
der FG-Zellen bzw. der MP beider Zellli-
nien nicht reproduzieren (Abb. 15 A + B).
Wurde jedoch die Ca®'/Hepes-Lésung an-
statt wie sonst zum Schluss als Startldsung
der Gerinnung ins Vollblut im TEG hinzu-
gegeben und anschlieRend die Probe mit
Annexin V versetzt, wurde die prokoagula-
torische Aktivitat aller drei Zelllinien (L3.6pl,
FG) verringert (Abb. 15 C). Dieser Effekt
wurde sowohl im Fall der intakten als auch
der lysierten Zellen betrachtet, wobei die
Fibrinbildung bei lysierten Zellen im Ver-
gleich zu den entsprechenden intakten Zel-
len immer friher eintrat (Abb. 15 C).

Faktor Xa Bildung (mU/ml)

% %k %k k

2017 T 1

% %k % k

Abb. 14: Wirkung von Annexin V auf die Faktor Xa Bildung durch
HF-Zellen

100 nM Annexin V wurden mit PBS/Ca2+ vorinkubiert. Far die
Faktor Xa Aktivierung wurden je 2000 humane Fibroblasten
mit/ohne 100 nM Annexin V inkubiert. Mittelwerte + SD, n=3
(unabhingige Experimente), * p<0,05, **** p<0,0001 gegeniiber
intakten bzw. lysierten HF-Zellen. One Way ANOVA for multiple
comparisons.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Wirkung von Annexin V die Anwesenheit von Ca?*im Vorinku-

bationsmedium erfordert und dass die PS-Exposition fur die prokoagulatorische Aktivitat der

Karzinomzellen und ihrer MP mitverantwortlich ist.

A

1000

8004

6004

CT[Sek.]

4004

2004

16004

12004

CT [Sek]

8004

4004

Versuchsanderung

% %k %k %

CT [Sek ]

10001

8004

6004

4004

* %

n.s.

n.s.

Abb. 15: Fibrinbildung durch Pankreaskarzinom-
Zellen (A) bzw. —MP (B) sowie intakten und lysier-
ten Zellen (C) in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen von Annexin V

Je 2000 Karzinomzellen (A) bzw. 50 pg/ml Karzi-
nom-MP (B) wurden ohne bzw. mit 100 nM, 200
nM und 500 nM Annexin V inkubiert. Intakte und
lysierte L3.6pl- sowie FG-Zellen (C) wurden mit 100
nM in PBS/Cab vorinkubiertem Annexin V im TEG
eingesetzt und die CT bestimmt. Im Versuch C
erfolgte erst die Zugabe der 60 pl Ca®/Hepes-
Losung ins Vollblut im TEG und anschlieBend wurde
die Probe mit Annexin V versetzt. Mittelwerte + SD,
n=3 (unabhangige Experimente), n.s.=nicht signifi-
kant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001 gegeniber Pankreaskarzinom-Zellen bzw.
—MP sowie intakten bzw. lysierten Zellen und
Vollblut. One Way ANOVA for multiple compari-
sons.

3.1.3.4 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Anti-TFPI-AK

In Anwesenheit des Anti-TFPI-Antikorpers wurde die Faktor Xa Bildung sowohl bei Konzentra-

tionen von 2.000 als auch 20.000 intakten und lysierten Krebszellen nicht beeinflusst (Abb. 16

A). Die leicht erhéhte FXa Bildung nach Inhibierung von TFPI bei 2.000 lysierten FG-Zellen
wurde in den Experimenten mit 20.000 Zellen nicht bestatigt. Auch die Faktor Xa Bildung durch

die karzinomatésen MP wurde durch Inhibierung des TFPI nicht beeinflusst (Abb. 16 B).
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Abb. 16: Faktor Xa Bildung durch intakte und lysierte Pankreaskarzinomzellen (A) sowie deren MP (B) nach Zugabe von Anti-TPFI-AK

In Anwesenheit von je 2.000 (A) intakten sowie lysierten Pankreaskarzinomzellen wurde im chromogenen Assay die Faktor Xa Bildung unter
dem Einfluss von 10 pg/ml Anti-TFPI-AK bzw. Iso-IgG sowie karzinomatésen MP (B) bestimmt. Mittelwerte + SD, n=3 (unabhé&ngige Experimen-
te), n.s.=nicht signifikant, * p<0,05 gegeniber intakte Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP + Iso-1gG. One Way ANOVA for multiple comparisons.

3.1.3.5 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Anti-TMEM16F-AK
In Anwesenheit des Anti-TMEM16F-AK war die prokoagulatorische Aktivitat der lysierten Karzi-
nomzellen, nicht jedoch der intakten Karzinomzellen gesteigert (2000 Zellen; Abb. 17 A). Im

Fall der karzinomattésen MP waren keine Wirkungen des Anti-TMEM16F-AK festzustellen (Abb.
17 B).
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Abb. 17: Wirkung von Anti-TMEM16F-AK auf die Bildung von Faktor Xa durch Karzinomzellen (A) und deren MP (B)

Die Messung der FXa Aktivitat der 2.000 (A) intakten und lysierten Krebszellen sowie von deren MP (B) erfolgte nach Zugabe von je 10 pg/ml
Anti-TMEM16F-AK bzw. Iso-IgG. Mittelwerte + SD, n=3 (unabhangige Experimente), n.s.=nicht signifikant, **** p<0,0001 gegeniiber intakte
Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP + Iso-1gG. One Way ANOVA for multiple comparisons.

3.1.3.6 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Anti-PDI-AK
Unter dem Einfluss von Anti-PDI-AK (20 pg/ml) zeigte sich im Faktor Xa Assay keine Anderung
der Faktor Xa Bildung durch die Karzinomzellen (Abb. 18 A). Auch bei den MP kam es durch
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Zugabe des Anti-PDI-AK zu keinem eindeutigen Effekt, eher wurde die Aktivitat durch die Inhi-
bierung der PDI noch leicht gesteigert (Abb. 18 B).
A B

-
N
h

Faktor Xa Bildung (mU/ml)
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_|
Faktor Xa Bildung (mU/ml)
8 3

Abb. 18: Faktor Xa Bildung durch Karzinomzellen- (A) bzw. deren MP (B) unter Einfluss von Anti-PDI-AK

Je 2.000 (A) intakte und lysierte Pankreaskarzinomzellen sowie deren MP (50 pug/ml, B) wurden in einen chromogenen Faktor Xa Assay einge-
setzt. Zuvor wurden die Zellen und MP mit 20 pg/ml Anti-PDI-AK bzw. Iso-IgG vorinkubiert. Mittelwerte * SD, n=3 (unabhangige Experimente),
n.s.=nicht signifikant, * p<0,05 gegenlber intakte Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP + Iso-IgG. One Way ANOVA for multiple comparisons.

Die durch L3.6pl- bzw. FG-MP
induzierte  Vollblut-Fibrinbildung 3007 n.s. n.s.
war nach Zugabe des Anti-PDI- 2504

AK bei L3.6pl- und FG-MP un-
verandert (Abb. 19).

CT [Sek.]

Abb. 19: Bestimmung der Fibrinbildung durch
Pankreaskarzinom-MP im Vollblut nach Zugabe
von Anti-PDI-AK

Nach Zugabe von je 50 pg/ml karzinomatéser MP

zusammen mit 20 pg/ml Anti-PDI-AK bzw. Iso-IgG
im TEG wurde die Fibrinbildung bestimmt. Mit-
telwerte + SD, n=3 (unabhdngige Experimente),
n.s.=nicht signifikant gegenliber Pankreaskarzi-
nom-MP + Iso-IgG. One Way ANOVA for multiple
comparisons.

3.1.3.7 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Methyl-R-Cyclodextrin

Unter der Wirkung von Methyl-3-Cyclodextrin (5 mM/ml) zeigt sich bei der FXa Aktivititsmes-
sung mit 2.000 intakten und lysierten Zellen keine signifikante Anderung der FXa Bildung (Abb.
20 A), wohingegen im Fall der héheren Tumorzellkonzentration insbesondere die intakten
L3.6pl-Zellen eine deutlich gehemmte FXa Bildung unter Einfluss von Methyl-R-Cyclodextrin

zeigten. Auch die lysierten Zellen beider Zelllinien (L3.6pl und FG) zeigten eine verminderte
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FXa Bildung (Abb. 20 B). Die MP hingegen wurden durch die Zugabe von Methyl-3-
Cyclodextrin nicht beeinflusst (Abb. 20 C).
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— | — Bildung durch karzinomatdose Zellen (A, B) sowie deren MP (C)
g 2.000 (A) sowie 20.000 (B) intakte und lysierte Pankreaskarzi-
5 604 nomzellen sowie deren MP (C) wurden fir 30 Min. mit Methyl-R-
£ Cyclodextrin (5 mM/ml) vorinkubiert und anschlieRend die Faktor
=2 Xa Aktivitdt bestimmt. Mittelwerte + SD, n=3 (unabhangige
1_? 40 Experimente), n.s.=nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, ***
ﬁ p<0,001 gegenliber intakten Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP +
x Iso-1gG. One Way ANOVA for multiple comparisons.
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3.1.3.8 Beeinflussung der Fibrinbildung durch Duramycin

Um die Beteiligung der PE-Exposition an der Gerinnungsaktivierung durch Tumorzellen bzw.
deren MP zu detektieren, wurden FXa Assays nach Zugabe von je 500 pM Duramycin durch-
gefuhrt. Sowohl bei den Versuchsansatzen mit 2.000 intakten und lysierten Krebszellen als
auch bei den 20.000 Zellen induzierte Duramycin eine deutliche Hemmung der Faktor Xa Bil-
dung (Abb. 21 A und B). Besonders wurde diese Inhibierung in den Ansétzen mit 20.000 Zellen
deutlich (Abb. 21 B). Zu einer massiven Hemmung der Faktor Xa Bildung durch die Zugabe
von Duramycin kam es ebenfalls bei den Versuchen mit je 50 pg/ml MP (Abb. 21 C).
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B 500 uM Duramycin, 20.000 Zellen
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Abb. 21: Faktor Xa Bildung durch Pankreaskarzinomzellen (A, B)
bzw. durch deren MP (C) nach Zugabe von Duramycin

Je 2.000 (A) bzw. 20.000 (B) intakte und lysierte Tumorzellen bzw.
karzinomatése MP (C) wurden mit Duramycin (500 uM) versetzt und
anschlieRBend die Faktor Xa Bildung bestimmt. Mittelwerte + SD, n=3
(unabhdngige Experimente), * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001
gegeniiber Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP + HCl. One Way ANO-
VA for multiple comparisons.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob auch geringere Konzentrationen von Duram-

ycin die FXa Bildung beeinflussen. Die prokoagulatorische Aktivitat von 20.000 intakten und

lysierten Tumorzellen wurde auch mit einer 20-fach geringeren Konzentration an Duramycin
(25 pM) noch deutlich vermindert (Abb. 22 A). Duramycin (25 pM) inhibierte auch drastisch die
MP-induzierte Faktor Xa Bildung (Abb. 22 B). Wie in Abb. 22 C gezeigt, kommt es bei geringe-
ren Duramycin-Konzentrationen als 25 uM zu keiner Beeinflussung der prokoagulatorischen
Aktivitat.
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s Abb. 22: Wirkung von Duramycin auf die durch
50n < > Tumorzellen (A) bzw. Tumor-MP (B,C) indu-
zierte Faktor Xa Bildung unter der Wirkung von
£ a0 Duramycin
E Die Assays wurden mit je 20.000 Karzinomzellen
> B n.s. - (A) sowie 50 pg/ml MP (B,C) durchgefiihrt. Die
§ h ' Zellen und MP wurden hierbei zuvor fiir 1 Min.
@ o T T mit 25 pM Duramycin bei RT inkubiert (A,B).
2 T Weitere Messungen erfolgten mit MP unter
2 dem Einwirken von 0.5, 1, 2 und 5 pM Duram-
g ycin (C). Mittelwerte + SD, n=4, n.s.=nicht signi-
fikant, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
0- N T Q N N N T Q T gegeniber Pankreaskarzinom-Zellen bzw. -MP +
F &‘Q & © ¢ * \fz‘«\ < © *0‘0 HCI. One Way ANOVA for multiple comparisons.
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Um den Einfluss von Duramycin unter moglichst physiologischen Bedingungen zu ermitteln,

wurden die mit Duramycin prainkubierten Tumorzellen und Tumor-MP auch mittels TEG unter-

sucht. Im Vollblut zeigte sich bei den eingesetzten MP unter Einfluss von Duramycin ein ver-
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spatetes Einsetzen der Fibrinbildung.

Hierbei war die Zeit bis zur Fibrinbildung
unter Duramycin fast doppelt so lang wie

unter Kontrollbedingungen (Mittelwerte

mit/ohne Duramycin: L3.6pl 478 Sek./252
Sek. sowie FG 338 Sek./159 Sek.) (Abb.
23 A). Auch im Fall einer geringeren Kon-

zentration (10 pM) induzierte Duramycin

Abb. 23: Fibrinbildung im Vollblut durch Pankreaskarzinom-
MP in Anwesenheit von Duramycin (A,B).

Die Gerinnungszeit (CT) wurde mittels TEG bestimmt. Hierbei
wurden 50 pg/ml MP eingesetzt und die angegebenen Duramy-
chin-Konzentrationen gemesen. Mittelwerte + SD, n=3 (unab-
hangige Experimente), n.s.=nicht signifikant, * p<0,05, ****
p<0,0001 gegeniber Pankreaskarzinom-MP + HCl. One Way
ANOVA for multiple comparisons.
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noch eine Verlangerung der Fibrinbildungszeit (Abb. 23 B).

B mit Duramycin vorinkubiert
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3.1.3.8.1 Zugabe von Duramycin zu Voll- 2004

blut vor Zugabe der MP — —

—

2504
In weiteren Experimenten wurde Duramycin T T
200+ T

1501

dem Vollblut hinzugegeben, bevor die MP

CT [Sek ]

zugegeben wurden. Unter diesen Bedingun-

gen zeigte Duramycin keine Wirkung auf die 107

prokoagulatorische Aktivitat der MP (Abb. 24). 501

Abb. 24: Messung der durch Pankreaskarzinom-MP induzierten
Fibrinbildung in Anwesenheit von direkt applizierten Duramycin
Nach Zugabe von 5, 10 sowie 25 uM Duramycin ins Vollblut wurden 3
je 50 pg/ml karzinomatdse MP hinzugefigt und im TEG die Fibrinbil- @Q\
dung bestimmt. Mittelwerte + SD, n=3 (unabhangige Experimente), \/rb
n.s.=nicht signifikant gegenliber Pankreaskarzinom-MP + HCl. One

Way ANOVA for multiple comparisons. bQ\'

1000+

3.1.3.9 Wirkung von Duramycin auf

die Gerinnung mit HF-Zellen
Abb. 25 zeigt, dass die durch HF-Zellen
induzierte Fibrinbildung im Vollblut durch

800+

6004
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die Zugabe der Vehikelldsung HCI, in wel-

400+

cher Duramycin geldst wurde, nicht beein-

200+
Abb. 25: Vollblutgerinnung durch humane Fibroblasten in
Anwesenheit von Duramycin
Im TEG wurde die Gerinnungszeit von citriertem Vollblut nach 0-
Zusatz von 1000 humanen Fibroblasten gemessen. In weiteren
Ansatzen wurde zu den im Vollblut befindlichen Fibroblasten die
Vehikellésung HCl bzw. Duramycin in einer Endkonzentration
von 25 uM bzw. 50 uM hinzugegeben. Mittelwerte + SD, n=4, QO
n.s.=nicht significant. One Way ANOVA for multiple compari-
sons.
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flusst wird. Durch die Zugabe von Duramycin wurde die Gerinnungszeit nicht verzdgert. Dies
bedeutet, dass die hemmende Wirkung von Duramycin auf die prokoagulatorische Aktivitat

madglicherweise karzinomzellspezifisch ist.

3.1.3.10 Wirkung von Duramycin auf MP der KCP-Zellen

Um den Effekt von Duramycin auf eine Maus-Karzinomzelle zu testen, wurde die KCP-Zelllinie
verwendet.

Duramycin hemmt die prokoagulatorische Aktivitat der KCP-MP in einer Konzentration von 25
UM (Abb. 26 A). Dies war unabhangig davon, ob die MP nach der Vorinkubation mit Duramycin
gewaschen wurden oder nicht (Abb. 26 A und B).
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Abb. 26: Fibrinbildung durch KCP-MP unter Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von Duramycin bei Verwendung ungewaschener (A)
sowie gewaschener (B) MP nach vorheriger Inkubation mit Duramycin

50 pg/ml karzinomat6se KCP-MP wurden zusammen mit Duramycin (2, 5, 10, 15 bzw. 25 uM) vorinkubiert. Im TEG wurde dann die CT von KCP-
MP ohne und mit Duramycinvorinkubation (A) bestimmt, ohne die MP vorher vom Uberschiissigen Duramycin zu waschen. Weiterhin wurde
die Fibrinbildung von MP bestimmt, die nach der Duramycininkubation einmal gewaschen wurden (B). Mittelwerte + SD, n=3 (unabhéangige
Experimente), n.s.=nicht signifikant, *** p<0,001, **** p<0,0001 gegeniiber Vollblut + KCP-MP-HCI. One Way ANOVA for multiple compari-

sons.

3.2 Nachweis von Phosphatidylethanolamin auf L3.6pl-Zellen

Da die in vitro Daten auf eine Beteiligung von PE an der Fibrinbildung durch die Karzinomzellen
des orthotopen Mausmodells und ihrer MP hinwiesen, wurden in den folgenden Experimenten
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Lokalisation von PE auf der Oberflache der Plas-
mamembran von L3.6pl-Zellen angefertigt.

Auf der Oberflache der L3.6pl-Zellen war nach einer Inkubationszeit von 30 Min. PE deutlich
nachweisbar (Abb. 27). Der Nachweis erfolgte durch die hochspezifische Bindung von fluores-

zenzmarkiertem Duramycin an PE.
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L3.6pl-Zellen

N . .

+ Duramycin

Plasmamembranmarker Duramycin

Gesamt

Abb. 27: Exposition von Phosphatidylethanolamin auf der Zellmembran von L3.6pl-Zellen
Zur Darstellung der Exposition von PE auf den Zellmembranen von L3.6pl-Zellen wurden diese fiir 30 Min. mit biotinyliertem Duramycin bei
RT inkubiert (n=2). Die Zellmembran der L3.6pl-Zellen wurde mittels FM 4-64FX (rot) markiert. Duramycin wurde mittels DyLight 550-
markiertem Antikorper (gelb) nachgewiesen. GroRenindikator oben = 20 um / unten =5 um
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3.3 Wirkung der MP auf die Zellen des Blutes ex vivo

3.3.1 FM4-64FX-markierte L3.6pl-MP

Aus Abb. 28 B wird ersichtlich, dass es durch eine Vorinkubation der MP mit Duramycin zu

einer moglichen Anlagerung der MP an Erythrozyten kommt (gelbe Pfeile).

A  Kontrolle

Abb. 28: FM4-64 FX-markierte L3.6pl-MP ohne (A) und mit (B) Duramycin
im Vollblut

1 ug L3.6pl-MP wurden entweder ohne (A) oder mit Duramycin (5 uM; B)
vorinkubiert und in beiden Fallen mit dem Fluorophor FM4-64FX markiert.
Die MP wurden in 100 pl verdinntem citrierten Vollblut (Verdiinnung
1:1000) gelést und unter dem konfokalen Mikroskop visualisiert. *
Akanthozyt. Gelbe Pfeile = MP. GroRenindikator = 5 um

B
, A
o 9.
S D
'~ \
A A ' — N7 S :
FM4-64FX -markierte MP Gesamt

3.3.2 Interaktionen Vybrant DiO-markierter L3.6pl-MP mit FM4-64FX-markierten
Erythrozyten im Vollblut

Uber die Interaktion von im Blut zirkulierenden MP mit Blutzellen ist bislang noch wenig be-
kannt. Um eine Interaktion der Tumor-MP mit Erythrozyten in vitro genauer zu untersuchen,
wurde die Plasmamembran der MP mit Vybrant DiO markiert. Erythrozyten wurden mit FM4-
64FX markiert. In der Kontrolle ohne Duramycin kam es bereits nach 1 Min. Koinkubation zur
Anlagerung der karzinomatdsen MP an die Erythrozyten (Abb. 29 A, gelbe Pfeile). Vorinkubati-
on der MP mit Duramycin sowie léangere Inkubationszeiten (60 Min.) beeinflussten nicht die
Adhéasion der MP an die Erythrozyten (Abb. 29 B, weil3e Pfeile). Eine Internalisierung der MP

durch die Erythrozyten konnte zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.
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Kontrolle —

1 Min. Inkubationszeit

Kontrolle —
60 Min. Inkubationszeit

B
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Duramycin-vorinkubierte MP (20 uM) im Vollblut — 1 Min. Inkubationszeit
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Abb. 29: Visualisierung von Vybrant DiO-markierten L3.6pl-MP ohne (A) bzw. mit 5 pM oder 20 uM Duramycin (B) im Vollblut

2 pg Vybrant DiO-markierte L3.6pl-MP (griin) wurden in stark verdiinntem citrierten Vollblut (Verdiinnung 1:1000) aufgenommen. Nach 1
und 60 Min. wurde der FM4-64FX Farbstoff in das MP/Blut-Gemisch hinein pipettiert und hierdurch die Erythrozyten rot gefarbt. Wei-
Re/gelbe Pfeile = MP. GréRenindikator = 10 um

Insbesondere in der Vergrésserung wird deutlich, dass auch eine erhéhte Konzentration von
Duramycin und eine Inkubationszeit von 60 Min. zu keiner Internalisierung der MP in die Eryth-
rozyten fihrte. Die Bilder deuten eher auf eine Fusion der MP mit den Erythrozyten hin (Abb.
30, weilRe Pfeile).

Duramycin-vorinkubierte MP (20 pM) im Vollblut — 60 Min. Inkubationszeit — vergrol3ert

Abb. 30: Vergrosserter Ausschnitt zur Interaktion von Vybrant DiO-markierten L3.6pl-MP mit Erythrozyten im Vollblut
2 pg Vybrant DiO-markierte L3.6pl-MP (griin) wurden in stark verdiinntem citrierten Vollblut (Verdinnung 1:1000) aufgenommen. FM4-
64FX Farbstoff (rot) wurde zum Einfarben der Erythrozyten nach 60 Min. dem MP/Blut-Gemisch zugegeben. Weilke Pfeile = MP.
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4 Diskussion

Ziel der Experimente der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen der in vitro
Fibrinbildung durch Pankreaskarzinomzellen und durch deren MP weiter zu klaren. Daflr wur-
den groftenteils Zellen und MP aus einem orthotopen Pankreaskarzinom-Modell untersucht

und des Weiteren eine aus einem transgenen Tiermodell isolierte Zelllinie.

4.1 Prokoagulatorische Eigenschaften von Pankreaskarzinomzellen und

ihren Mikropartikeln: Rolle des extrinsischen Blutgerinnungsweges
Hyperkoagulopathie und thromboembolische Ereignisse sind typische Komplikationen bei Pati-
enten mit Karzinomen. Bekannterweise kann Uber die zwei prokoagulatorisch aktiven Proteine
TF und Cancer Procoagulant (CP), einer Cystein Proteinase, welche Faktor X auch in Abwe-
senheit von TF und FVII direkt aktiviert, die Gerinnung unmittelbar durch Tumorzellen gestartet
werden (Gordon & Mourad, 1991; Kamocka, Pollard, Suckow, Mielicki, & Rosen, 2008). In ei-
ner Studie mit 60 Patienten unterschiedlicher Karzinomtypen aus Lunge, Brust, Verdauungs-
trakt und Urogenitaltrakt wurde beobachtet, dass im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgrup-
pe bei 72,5 % der Krebspatienten der TF Level im Blut erhdht war. Auch die Arbeiten dieser
Dissertation zeigen, dass die Aktivierung der Fibrinbildung durch Zellen und MP des orthotopen
Pankreaskarzinommodells maRgeblich auf der Aktivitat von TF beruht. Somit verlauft die Fib-
rinbildung hier vornehmlich Uber die Gerinnungskaskade des extrinsischen Gerinnungsweges
(Abb. 10 + 12). In der Tat zeigte sich in Anwesenheit eines Anti-TF-AK in vitro eine fast voll-
standige Inhibition der Faktor Xa Bildung bzw. der Fibrinbildung im Vollblut.
Wie deutlich insbesondere die karzinomatésen MP die Gerinnungsaktivierung steigern kénnen,
konnten wir durch eine Zunahme der Faktor Xa Bildung beim Einsatz steigender MP-
Konzentrationen darstellen. Die MP der stark metastasierenden L3.6pl-Zelllinie fihrten gegen-
Uber denjenigen der nicht metastatischen FG-Zellen zu einer deutlicheren Bildung von Faktor
Xa, so dass angenommen werden kann, dass die MP der metastatischen Zelllinie die Gerin-
nung starker induzieren kdnnen als diejenigen der nicht-metastatischen Zelllinie (Abb. 7).
Im Gegensatz zur Bedeutung des TF-induzierten extrinsischen Gerinnungsweges spiegelt das
Kontaktaktivierungssystem offensichtlich nur eine untergeordnete Rolle. Dies konnte in ver-
schiedenen experimentellen Ansatzen u.a. in Anwesenheit eines FXIlI-Inhibitors bzw. in FXII-
defizienten Plasma nachgewiesen werden (Abb. 9 + 10 + 12). Somit deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass die Fibrinbildung durch Karzinom-MP nicht auf dem intrinsischen Gerinnungs-
weg basiert.
Die Thrombingenerierung durch die TF-abhangige Gerinnungsaktivierung kann durch spezifi-
sche Inhibierung mittels TFPI reguliert werden. Nach Zugabe von Anti-TPFI-AK zu Plasma liess
sich die Thrombozyten-MP-abhéangige Thrombinbildung steigern (Keuren, Magdeleyns,
Govers-Riemslag, Lindhout, & Curvers, 2006). Auch Gheldof et al. (2013) beobachteten an MP
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einer humanen Adenokarzinomzelllinie eine verstarkte Thrombinbildung unter Verwendung
eines spezifischen Anti-TFPI-AK, der gegen dessen Kunitz 1 Doméne gerichtet war. Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Zellen und MP der Pankreaskarzinomzellen zeigten
jedoch keinen Effekt des genannten Anti-TFPI-AK auf die prokoagulatorische Aktivitat (Abb.
16).

4.2 TF-Aktivatoren in Tumorzellen und deren MP

Bereits mehrfach wurde eine Diskrepanz zwischen der TF-Expression und der gemessenen
TF-Aktivitat beschrieben (De Palma et al., 2016; Walsh & Geczy, 1991; J. Wang, Pendurthi, &
Rao, 2019). Es wird angenommen, dass der TF zunachst funktionell inaktiv vorliegt und sozu-
sagen ,verborgen®, encrypted ist (R. Bach & Rifkin, 1990; Drake, Ruf, Morrissey, & Edgington,
1989; Langer & Ruf, 2014).

Auf den Beobachtungen basierend, dass TF zwar haufig auf der Zelloberflache exprimiert wird,
aber in einer nicht koagulatorisch aktiven Form vorliegt, ist bisher noch nicht vollstandig ver-
standen, Uber welche Mechanismen TF aktiviert wird (decrypted TF, entschlisselter TF)
(Engelmann et al., 2003).

Unsere Ergebnisse mit den FG- und L3.6pl-Zellen deuten darauf hin, dass ein Teil des Zell-
membran-TF in einem inaktiven Zustand vorliegt. Flir das Vorliegen im inaktiven Zustand
spricht, dass die Karzinomzellen nach Lyse eine vermehrte FXa Aktivitat zeigten und auch die
Vollblutkoagulation (TEG) bei lysierten Zellen schneller eintrat (Abb. 8 B + 11).

In den letzten Jahren wurden verschiedene Hypothesen zur Entschllisselung von TF postuliert
(R. R. Bach, 2006; Dietzen et al., 2004; Reinhardt et al., 2008; Zhou, Hogg, & Grater, 2017).

4.2.1 TF-Aktivierung durch Phosphatidylserin

Es ist bekannt, dass die Exposition von PS an der Aul3enseite von Zellmembranen an der Akti-
vierung von TF beteiligt ist. Viele Stimuli, wie beispielsweise Schockgefrieren und Auftauen,
Ultraschall oder die Apoptose, welche die prokoagulatorische TF Aktivitat erhéhen kénnen, sind
mit einer verstarkten Externalisation von PS auf der Zelloberflache verbunden. Dies konnte in
den Experimenten mit intakten und lysierten Fibroblasten bestétigt werden (Abb. 14). Durch die
vermehrte PS-Expression kénnte die Bindung von FX an die Membran beglnstigt werden,
wodurch eine effizientere Interaktion zwischen dem membrangebundenen TF-FVila-Komplex
mit dem membrangebundenen Substrat resultiert. Auch kdonnte PS die Konvertierung des inak-
tiven TF-FVIlla Komplexes in einen gerinnungsfordernden TF-FVila Komplex beginstigen. In
diesem Model resultiert eine direkte Interaktion zwischen PS und dem inaktiven TF oder TF-
FVlla in eine Strukturanderung des TF mit der Exposition der Substratbindestellen fir FX und
FIX. (R. R. Bach, 2006; Ohkubo, Morrissey, & Tajkhorshid, 2010; Rao, Kothari, & Pendurthi,
2012).
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Eine Vielzahl von Tumorzellen prasentieren per se einen hoheren PS-Anteil auf ihrer Aul3en-
membran verglichen mit Normalzellen und kénnen dadurch prokoagulatorisch sein (Lima &
Monteiro, 2013). Die hier vorgestellten Daten zeigen in vitro eine deutliche Abhéngigkeit der
Fibrinbildung von PS. Dieses gilt gleichermaf3en flir intakte wie auch fir lysierte Karzinomzel-
len. Die kaum metastatische FG-Zelllinie hingegen zeigte in den Vollblutversuchen auch bei
einer hohen Konzentration des PS-bindenden Annexin V keine verstarkte Inhibition der proko-
agulatorischen Aktivitdt gegentber den unbehandelten FG-Zellen. Selbst eine vorherige Lyse
der Zellen hatte im Vergleich zu den intakten FG-Zellen keinen Effekt auf die Gerinnungzeit
(Abb. 15 A + C). Somit konnte gezeigt werden, dass bereits die intakten Tumorzellen einen
hohen Anteil an PS an ihrer AuBenmembran aufweisen und damit thrombogene Eigenschaften
aufweisen (Abb. 15 A + C).

Auch von Karzinomzellen freigesetzte MP externalisieren vermehrt PS und beglnstigen
dadurch die Bildung des Prothrombinasekomplexes (Lima & Monteiro, 2013). Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass die thrombogenen Eigenschaften der MP der
Pankreaskarzinomzellen unabhangig von der PS-Exposition auf der AuBenmembran sind. Der
Zeitpunkt bis zur Gerinnselbildung durch die MP beider Zelllinien blieb von einer Inhibierung
des PS unbeeinflusst (Abb. 15 B).

Fur Plattchen-MP wurde beschrieben, dass sie aufgrund ihrer PS-Exposition nur eine kurze
Uberlebenszeit haben und schnell durch Zellen des Immunsystems phagozytiert werden
(Dasgupta et al., 2009). Somit kdnnte eine reduzierte Exposition von PS auf den Tumor-MP im

Vergleich zu den Tumorzellen einen Schutz gegen ihre schnelle Eliminierung darstellen.
4.2.2 Kein Einfluss des Transmembranprotein TMEM16F auf die TF-Aktivierung

Das Ca’*-abhangige Transmembranprotein TMEM16F fungiert als bidirektionale Scramblase
und gilt als Hauptregulator der kalziumabhangigen PS-Exposition (Kunzelmann et al., 2014;
Suzuki et al., 2010).

Der neutralisierende Anti-TMEM16F-AK zeigte in vitro keinen signifikanten Effekt auf die pro-
koagulatorische Aktivitat der Tumorzellen (Abb. 17 A + B) oder verstarkte sogar die FXa-
Aktivitdt unter bestimmten Bedingungen (Abb. 17 A). Somit hat das TMEM16F keine Bedeu-
tung fur die prokoagulatorischen Eigenschaften der Tumorzellen.

Nach Inhibition von exponiertem PS durch Annexin V wurde keine vollstandige Hemmung des
entschlisselten TF beobachtet (Wolberg et al., 2000; Wolberg, Monroe, Roberts, & Hoffman,
1999). Somit sind noch weitere Membranmechanismen fir die TF-Aktivierung verantwortlich,

wie z.B. die lipid rafts.
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4.2.3 Zerstorte lipid rafts beeinflussen nicht die TF-Aktivierung

Lipid rafts sind spezifische cholesterolreiche Membrandoménen, die zur Rekrutierung von Pro-
teinen fur zellulare Signalprozesse beitragen. Es konnte gezeigt werden, dass es bei HEK293
Zellen durch eine Zerstorung der lipid rafts in der Zellmembran mittels Methyl-3-Cyclodextrin zu
einer 3-fach erhfohten Stimulation der gerinnungsfordernden TF-Aktivitéat kam (Dietzen et al.,
2004).

Die Beobachtungen an Pankreaskarzinomzellen in dieser Arbeit zeigen im Gegensatz dazu
eine zellzahlabhangige verminderte FXa Aktivitdt nach Methyl-B-Cyclodextrin. Wahrend es bei
geringer Anzahl von Tumorzellen zu keinem Effekt kam (Abb. 20 A), inhibierte Methyl-f-
Cyclodextrin bei hohen Zellzahlen die FXa Aktivitat insbesondere bei intakten L3.6pl-Zellen um
das 3-fache (Abb. 20 B). Bei den MP wurde kein Effekt durch den Abbau von Cholesterol in der
Zellmembran festgestellt (Abb. 20 C); insgesamt zeigte sich eher eine leicht verminderte FXa
Aktivitat unter Methyl-B-Cyclodextrin. Diese Ergebnisse stimmen weitgehend mit Beobachtun-
gen von Mandal et al. (2005) Uberein. Diese Autoren zeigten, dass nach Cholesterol-Depletion
von Fibroblasten-Membranen die TF/FVlla-Aktivitat reduziert war.

Die teilweise divergierenden Ergebnisse sind vermutlich durch die Verwendung unterschiedli-
cher Zelltypen bzw. unterschiedlicher Stimulationen der PS-Exposition (Kalzium-lonophor, Ly-
se) erklarbar.

4.2.4 Kein Einfluss der Oxidoreduktase PDI auf die TF-Aktivierung

In vorhergehenden Arbeiten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass TF ein intramoleku-
lares allosterisches Disulfid tragt (Cys186-Cys209). Die Oxidoreduktase PDI induziert eine Oxi-
dation dieses Disulfids, wodurch die prokoagulatorische Aktivitat von TF in Monozyten und an-
deren Zelltypen gefordert wird sowie die Thrombosebildung in vivo gesteigert wird (Kiouptsi &
Reinhardt, 2016; Manukyan et al., 2008). Weder die intakten noch die lysierten Karzinomzellen
bzw. deren MP zeigten signifikante FXa Aktivitatsveranderungen bzw. verénderte Vollblutge-
rinnungsparameter nach Inhibition von PDI (Abb. 18 + 19). Somit scheint die prokoagulatori-

sche Aktivitat des TF auf Karzinomzellen und ihren MP nicht durch PDI getriggert zu sein.
4.2.5 Phosphatidylethanolamin als elementarer TF-Aktivator

PE ist unter nicht aktivierten Bedingungen hauptsachlich in der inneren Hélfte der Plasma-
membran lokalisiert (Gilbert & Arena, 1995; Tavoosi et al., 2011; Zwaal, Comfurius, & Bevers,
1998).

In Abwesenheit von PE bendtigt der Tenase-Komplex zur optimalen Aktivitdt Membranen, die
zu 20-25% aus PS bestehen. Besteht die Membran zu 20-35% aus PE ist der Bedarf an PS auf

nur noch 1% reduziert (Falls, Furie, & Furie, 2000). 2011 konnte zum ersten Mal gezeigt wer-
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den, dass Pankreaskarzinomzellen (CFPAC-1, ASPC-1, MIAPaCa-2) und ihre MP PE prasen-

tierten und dieses dort unterschiedlich stark gerinnungsférdernd wirkt.

4.2.5.1 Wirkung von Duramycin auf die TF-Aktivierung

Zur Bestimmung des Einflusses von PE auf die prokoagulatorischen Eigenschaften der Zellen
und MP wurde Duramycin verwendet (Yates et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Ergebnisse erweitert. Duramycin inhibierte die gerin-
nungsférdernden Eigenschaften der FG- und L3.6pl-Zellinie (Abb. 21 A + B). Einen noch dras-
tischeren Effekt Ubte Duramycin auf die MP aus. Hier kam es fast zur vollstandigen Hemmung
der Faktor Xa Bildung (Abb. 21 C). Diese Ergebnisse bestatigen eine bedeutende Rolle des auf
Tumor-MP exponierten PE fir deren prokoagulatorische Eigenschaften.

Die zuvor beschriebenen Experimente wurden mit einer Konzentration von 500 uM Duramycin
durchgefihrt. FUr Duramycin ist beschrieben, dass es in hohen Konzentrationen durch Poren-
bildung in Zellmembranen toxisch wirken kdnnte (Zebedin et al., 2008).

In Versuchen mit geringeren Konzentrationen an Duramycin konnte jedoch gezeigt werden,
dass es auch bei einer Konzentration von 25 pM zu einer starken Inhibierung der Faktor Xa-
Aktivitat sowie Fibrinbildung bei Tumorzellen und deren MP kam (Abb. 22 A + B, Abb. 23 A).
Die geringste Konzentration von Duramycin, die noch einen signifikanten Effekt auf die prokoa-
gulatorische Aktivitat der MP ausldste, lag bei 10 bzw. 15 pM (Abb. 23 B).

Weitere Ergebnisse zeigten, dass nach direkter Zugabe von Duramycin zum Vollblut nur ein
kleiner inhibitorischer Effekt im Falle der metastatischen L3.6pl-MP und kein Effekt bei den FG-
MP nachgewiesen werden konnte (Abb. 24). Dies lasst darauf schlieRen, dass Duramycin zu
einem gewissen Teil in die Zellmembran eindringen muss, um inhibitorisch zu wirken.
Duramycin kdnnte ein Kandidat fur die selektive Hemmung von tumorassoziierten Thrombosen
darstellen. Die Experimente mit humanen Fibroblasten zeigten, dass Duramycin die durch Fib-
roblasten induzierte Gerinnungszeit nicht signifikant beeinflusste (Abb. 25). Diese Ergebnisse
koénnten darauf hindeuten, dass Duramycin die physiologische Koagulation nicht beeinflusst.
Weiterhin wurde analysiert, ob auch die Gerinnungszeit durch MP der KCP-Zelllinie, die aus
einem transgenen Mausmodell geziichtet wurde, von Duramycin beeinflusst werden kann.
Auch bei dieser Zellline zeigte sich, dass die PE-Inhibition die durch Karzinomzellen induzierte
Aktivierung der Koagulation deutlich reduzieren konnte (Abb. 23 + 26).

Somit konnte gezeigt werden, dass Tumorzell-PE die Faktor Xa Bildung sowie die Fibrinbildung
deutlich erhdht. Parallele in vivo Experimente zeigten, dass Duramycin in der Tat tumor-

assoziierte Thrombosen hemmt (Stark et al., 2018).

4.3 Erythrozyten wirken als Akzeptorzellen von Tumor-MP im Blut in vitro
Untersuchungen der Interaktionen von Tumor-MP mit Erythrozyten mittels konfokaler Mikro-
skopie zeigten eine Adhéasion der MP an Erythrozyten (Abb. 28). In den Vollblut-Experimenten

kam es sowohl unter der Vorinkubation der Tumor-MP mit Duramycin als auch in Abwesenheit
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von Duramycin zu einer Agglutination der Tumor-MP untereinander (Abb. 28, 29). Mdglicher-
weise kann durch die Zugabe von Duramycin zum Vollblut und der Agglutination der MP eine
Fusion der MP mit den Membranen anderer Zellen vermindert werden, was zu weniger Interak-
tionen zwischen den Tumor-MP und gesunden Zellen fihren kénnte.

Eine Internalisierung der Tumor-MP konnte auch nach 60 Min. Inkubationszeit nicht nachge-
wiesen werden. Vielmehr schien hier eher eine Fusion der MP mit der Erythrozytenmembran
stattzufinden (Abb. 30). In zusatzlichen Analysen hinsichtlich einer mdéglichen Zellmembranfu-
sion karzinomatdser MP mit Erythrozytenmembranen und damit potentieller MP-Clearance kam
es bereits nach 1 Min. zu einer Adhasion der mit Duramycin vorinkubierten MP an die Erythro-
zyten (Abb. 29).

4.3.1 Spekulationen tber die Interaktion von Tumor-MP und Blutzellen

Eventuell werden die MP-tragenden Erythrozyten aber auch in der Leber oder Milz aussortiert.
Somit wirden die Erythrozyten das Blut mdglicherweise von MP bereinigen. Denn es wurde
bereits beschrieben, dass Erythrozyten Immunkomplexe binden kénnen und in vivo Studien
zeigten, dass die Erythrozyten als Transporter fungierten und so die Immunkomplexe zu fixier-
ten Makrophagen in Leber und Milz brachten (Hess & Schifferli, 2003).

Eventuell dient der hohe PE-Anteil an MP anderen Zellen als ,Eat-me“-Signal, wodurch eine
gezielte Clearance der MP aus dem Blut resultieren kénnte. Andererseits konnte eine Fusion
mit anderen Zellen auch dazu fiihren, dass die MP vor einem gezielten zellularen Abbau ge-
schitzt werden. Vielleicht sind aber auch andere (Blut-)Zellen dazu befahigt die MP zu interna-
lisieren und damit aus dem Blut zu beseitigen. Es konnte nachgewiesen werden, dass Tumor-
MP durch Endozytose von Endothelzellen internalisiert wurden (Kawamoto et al., 2012). Aber
wlrde eine Phagozytose aller Duramycin-behandelten MP noch zu einer verlangerten Gerin-
nungzeit fihren? Inwiefern kénnen die Tumorvesikel die Metastasierung des Pankreaskarzi-
noms Uber die Fibrinbildung kontrollieren?

Wir fuhrten jegliche Experimente nur unter in vitro Bedingungen durch. Ein Ausbleiben der TF-
Aktivierung kann auch aufgrund fehlender Interaktion mit Blutzellen oder mechanischem Stress
im GefalRsystem in vivo bedingt sein (Osterud & Bjorklid, 2006). Letztlich bleibt somit auch zu

klaren, ob sich diese Beobachtungen in vivo reproduzieren lassen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der von Pankreaskarzinomzellen und ihren MP indu-
Zierten Fibrinbildung in vitro analysiert. Die meisten Experimente erfolgten an humanen Zellen
aus einem orthotopen Pankreaskarzinommodell. In weiteren Experimenten wurden verglei-
chend auch Zellen aus einem transgenen Mausmodell des Pankreaskarzinoms untersucht.

Die in vitro Experimente zeigten, dass sowohl die Pankreaskarzinom-Zellen und insbesondere
ihre MP die Gerinnungsaktivierung TF-abhangig fordern. Eine Inhibierung von TF mittels eines
neutralisierenden Antikdrpers reduzierte die Bildung des Gerinnungsfaktors Xa deutlich. Die
TF-abhangige Gerinnungsaktivierung konnte in Vollblut-Experimenten bestatigt werden.

Es wird angenommen, dass v.a. blutassoziierter TF zumeist in inaktiver Form vorliegt (encryp-
ted TF), um inadaquate Aktivierungen der Blutgerinnung zu verhindern. Die Experimente dieser
Arbeit wiesen darauf hin, dass durch die Zelllyse der Karzinomzellen deren TF-Aktivitat gestei-
gert wird. Dies spricht fur eine Verschlisselung von TF auf der Oberflache intakter Pankreas-
karzinomzellen.

Das negativ geladene Phospholipid PS fordert die Gerinnungsaktivierung der stark metastati-
schen Zelllinie, nicht aber die deutliche Aktivierung durch die MP. Auch die Inhibierung der
Scramblase TMEM16F, Hemmung von TF durch TFPI sowie die Reduktion von Membran-
Cholesterin durch Methyl-R-Cyclodextrin beeinflussten die FXa Aktivitat der Tumor-MP nicht.
Neben PS exponieren die MP auch PE an ihrer Auienmembran. Der prokoagulatorische Effekt
der Pankreaskarzinomzellen des orthotopen Modells und besonders ihrer MP konnte durch die
Duramycin-vermittelte Inhibierung von PE nahezu komplett unterdriickt werden. Die Ergebnisse
wiesen darauf hin, dass PE fur die Thrombosierung durch Karzinomzellen und mehr noch
durch Tumor-MP unerlasslich ist. Auch die MP des transgenen Modells zeigten eine Abhangig-
keit der Gerinnungsaktivierung von PE.

Die Visualisierung der Interaktion von Erythrozyten mit MP mittels konfokaler Mikroskopie deu-
tete darauf hin, dass die MP mit hoher Wahrscheinlichkeit an die Erythrozyten adhéarieren und
sogar fusionieren. Eine Internalisierung schien hierbei nicht stattzufinden.
Zusammengenommen zeigt diese Arbeit, dass Duramycin bereits in geringen Konzentrationen
als ein wirkungsvoller und selektiver Inhibitor von tumor-assoziierten Thrombosen eingesetzt

werden kénnte ohne hierbei die physiologische Hamostase zu beeinflussen.
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6 Summary

The purpose of this work was to investigate the mechanisms of fibrin generation as induced by
pancreatic carcinoma cells and their MP in vitro.

Both human as well as mouse pancreatic carcinoma cells and especially their MP promoted
coagulation activation in a TF-dependent manner. Inhibition of TF using a neutralizing antibody
significantly reduced the formation of coagulation factor Xa. TF-dependent coagulation activa-
tion by pancreatic tumor cells could be confirmed in whole blood experiments.

It is believed that intravascular (blood-based) TF is initially present in an inactive form to protect
against excessive coagulation activation. The experiments in this work indicate that cell lysis of
the carcinoma cells, a mechanisms used to decrypt TF, increased their procoagulant activity by
functional activation of the TF. This suggests that TF encryption on the surface of intact pan-
creatic carcinoma cells is encrypted.

Accordingly, the experiments showed that the presence of PS alone favored tumor cell-induced
coagulation activation, but not coagulation activation by their MP. Also, inhibition of the PS-
exposing scramblase TMEM16F, addition of the TF inhibitor TFPI, or addition of methyl-f-
cyclodextrin, which reduces membrane cholesterol, did not alter FXa activity in the tumor MP.

In addition to PS, the MP also expose PE on their outer membrane. The pronounced procoagu-
lant effect of the pancreatic carcinoma cells and especially of their MP could be almost com-
pletely suppressed by inhibition of PE. The results indicate that PE is essential for thrombosis
by pancreatic carcinoma cells and even more so for pancreatic tumor MP.

Visualization of the interaction of erythrocytes with pancreatic tumor MP by confocal microsco-
py showed that the MP are very likely adhered to and even fused with the erythrocytes. Inter-
nalisation of MP into the erythrocytes did not seem to take place.

The study suggests that even at relatively low concentrations duramycin can be used as a po-
tent and selective inhibitor of tumor-associated thrombosis without affecting physiological he-

mostasis.
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