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1 Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese

Das BlutgefalRsystem hat eine Transport- und eine Austauschfunktion. Daneben
zeigt es ein Mitwirken sowohl bei der Blutstillung und wie auch bei der Immunabwehr.
Das Gefal- und blutbildende System spielt somit eine entscheidende Rolle in der
Embryonal- und Fetalzeit. Die ersten gebildeten Gefalte in der Embryonalzeit sind die
UmbilikalgefaRe (V. umbilicalis und die paarige Aa. umbilicales dextra et sinistra),
dabei leiten die Venen das maternale, arterielle Blut zum Fetus und die Arterien das
fetale, sauerstoffarme Blut zur Plazenta. Erst durch die ausreichende
Nahrstoffversorgung Uber die Nabelschnur kann die Organentwicklung stattfinden.
Schon bei der Implantation und Wachstum der Plazenta zeigt sich eine ausgepragte
Angiogenese, die sowohl auf der fetalen als auch auf der maternalen Seite VEGF-
vermittelt (Vascular Endothelial Growth Factor) stattfindet (Sharkey et al. 1993). Das
BlutgefaRsystem entsteht Uber drei Prozesse: Vaskulogenese, Angiogenese und
Arteriogenese. Die Gefallbildung an sich ist ein sehr komplexer und durch viele
Faktoren beeinflussbarer Regelkreis aus mehreren ineinander verzahnten
Komponenten.

In der Vaskulogenese wird primar das groRe, primitive Gefallnetzwerk aus den
endothelialen Progenitorzellen (Angioblasten) gebildet (Carmeliet 2003, Risau et al.
1988). Erst der Zusammenschluss der einzelnen Endothelzellen anastomosiert das
primitive Gefalnetzwerk.

Davon abzugrenzen ist die Angiogenese, die aus bestehenden Kapillaren und
postkapillaren Venolen ein komplexes Gefalinetzwerk bildet. Der Terminus
Angiogenese wurde 1787 durch Dr. John Hunter, einem britischen Chirurg, gepragt.
Nach Rekrutierung von glatten Muskelzellen findet die Reifung der in der Angiogenese
gebildeten GefalRe in der Arteriogenese statt (Carmeliet 2000). Der Begriff
Intussuszeption, ,non-sprouting“-angiogenesis, sollte in diesem Zusammenhang
ebenfalls erwahnt werden. Dabei kommt es durch Langsspaltung bereits existierender
Gefalle zur Bildung eines weiteren Netzwerkes. Das Gefaly wird durch interstitielle
Gewebesaulen geteilt.

Die Angiogenese beinhaltet die aufeinander abgestimmte Abfolge aus Migration,
Proliferation, Differenzierung und Lumenbildung. Hierbei werden vaskulare
Endothelzellen als ,Bausteine® benutzt. Somit kleiden die Endothelzellen von innen alle
Gefalle aus. Dabei befinden sich an der Gefal3spitze des sprossenden Gefalies die
TIP-Zellen und am Schaft die Stiel-Zellen. Die TIP-Zellen sind in der Lage, Signale an

das Gewebe und Endothelzellen auszusenden. Bereits 1997 beschrieb Asahara et al.,
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dass die Blutgefalbildung nicht nur durch lokal vorhandene Endothelzellen, sondern
auch durch die Rekrutierung von im Blutkreislauf zirkulierenden, endothelialen
Vorlauferzellen (circulating endothelial precursors, CEP) erfolgt (Asahara et al. 1997).
Die endothelialen Vorlauferzellen differenzieren in der Peripherie zu vaskularen
Endothelzellen.

Die CEPs spielen nicht nur fir physiologische, sondern auch fir pathologische
Vorgange eine wichtige Rolle. Bestimmte Erkrankungen wie z.B. Wundheilung,
Psoriasis vulgaris oder Tumore gehen mit einer ausgepragten Blutversorgung einher,
welche nur durch die Bildung von neuen Gefalien eine Progression zeigen. Fur die
Entstehung neuer Gefalle werden somit wachstumsfaktorvermittelt Vorldufer- und
zirkulierende Endothelzellen in das Gewebe ,dirigiert*, sodass ohne diese Zellen die

Angiogenese unterbleibt (Rabbany et al. 2003).

Ablauf der Angiogenese:

1. Bildung und Ausschittung von Wachstumsfaktoren bedingt durch einen
Stimulus (z.B. Hypoxie)
Wachstumsfaktorvermittelte Aktivierung von Endothelzellen (EC)
Bildung und Sekretion von Enzymen (Proteasen) und angiogenen
Molekulen durch die EC selbst oder durch die extrazellulare Matrix

4. Lockerung sowie Offnung der Basalmembran der lokoregionalen
Blutgefale durch VEGF
Proliferation und Migration der EC in Richtung des sezernierten Stimulus
Verankerung und Kommunikation der proliferierenden EC durch Integrine
und Adhasionsmolekile

7. Proteolytische Zersetzung der extrazellularen Matrix (ECM) durch u.a.
Matrixmetalloproteasen (MMP) und uPA-System sowie Remodeling der

ECM um das neue Gefald herum

8. Tubenférmige Formation der EC mit morphologischen Kriterien eines
Gefales
9. Stabilisierung des neu gebildeten Gefalkes durch vaskulare glatte

Muskelzellen und Perizyten
10. Anastomose mit den bereits vorhandenen Gefalten auf Kapillarebene mit

anschlieRender Perfusion

Die innerste Schicht des Gefalles bildett das Endothel, welches sich als zellulare
Barriere zwischen zirkulierendem Blut und dem Extravasalraum befindet. Die vaskulare

Endothelzelle zeigt im Rahmen der Angiogenese vielfaltige Aufgaben. Sie stellt durch
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Proliferation, Migration und Rekrutierung von periendothelialen Zellen die einzelnen
GefalRkomponenten dar. Durch Interaktion mit den Perizyten wird eine stabilisierende
Basalmembran hergestellt. Zudem durfte ein regulierender Wirkmechanismus der
extrazellularen Matrix und seiner Proteasen ebenfalls durch die Endothelzelle erfolgen.

Die extrazellulare Matrix tragt zu einer entscheidenden Rolle bei der
Gefallneubildung bei. Hier lassen sich sowohl angiogene als auch antiangione
Faktoren identifizieren (Sottile 2004) und stimulusabhangig sezernieren. Dabei sind die
Wachstumsfaktoren VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor) eine der wichtigsten Stimulatoren der Angiogenese; VEGF-
Expression wird Uber HIF-1o. (hypoxia-inducible factor-1o) gesteuert. VEGF wurde
1989 durch zwei verschiedene Arbeitsgruppen entdeckt (Ferrara & Henzel 1989,
Gospodarowicz et al. 1989). Durch den permeabilitdtssteigernden Effekt von VEGF,
frihere Bezeichnung VPF (vascular permeability factor), auf die Endothelzelle kommt
es zur einem Ubertritt von Blutbestandteilen in die extrazelluldre Matrix. Die Synthese
von VEGF findet u.a. in Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen statt,
die Synthese von FGF auch in Endothelzellen und glatten Muskelzellen sowie in
Fibroblasten und Perizyten. Daneben spielt auch ein weiterer, in Relation zu VEGF und
bFGF der schwach proangiogene Faktor Angiopoietin-1 (Ang-1) eine wichtige Rolle
(Suri et al. 1996), die Synthese findet in periendothelialen Zellen (Perizyten,
Fibroblasten) statt.

Sowohl fur die Vaskulo-, Angio- als auch fur die Arteriogenese ist der
Wachstumsfaktor VEGF einer der wichtigsten Stimulatoren (Carmeliet et al. 1996,
Ferrara et al. 1996). Der primare Antrieb der Angiogenese ist allerdings VEGF.

Daneben beschrieben Seghezzi et al. einerseits eine FGF-induzierte Expression
von VEGF, andererseits bei systemischer Applikation eines VEGF-Antikdrpers und
somit Neutralisierung desselben, eine deutlich reduzierte FGF-induzierte Angiogenese,
welche sie auf den autokrinen Mechanismus von VEGF zurlckflihren (Seghezzi et al.
1998). Die Kombination der beiden Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF Uben zudem
einen synergistischen Effekt auf die endogene Stimulierung der PDGF-B-PDGFRp -
Signalkaskade und somit der Angiogenese aus (Kano et al. 2005). Der
Wachstumsfaktor PDGF-BB (Platelet Derived Growth Factor-BB) ist fir die
Rekrutierung der glatten Muskelzellen notwendig und spielt u.a. eine Rolle in der
Atherosklerose.

Nicht nur die extrazellulare Matrix ist bei GefalRprozessen ein wichtiger Faktor,
sondern auch Komponenten der Hamostase spielen hierbei eine Rolle. Beispielsweise

sind die Thrombozyten in der Lage 15 positive und 12 negative Regulatoren der
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Angiogenese zur sezernieren (Donovan et al. 2000, Folkman et al. 2001, Yatomi et al.
1995). Die Positiven sind u.a. VEGF, bFGF, HGF (hepatocyte growth factor) und
PDGF, die Negativen Thrombospondin-1 und Endostatin.

Fir die Formation eines Gefalles im Rahmen der Angiogenese spielen nicht nur
vaskulare Endothelzellen, sondern auch Perizyten (= periendotheliale Zellen, =
Adventitiazellen) eine wichtige Rolle. Die Perizyten befinden sich in der Basalmembran
der Endothelzellen auf kapillarer Seite und in den postkapillaren Venolen. Sie sitzen
somit den Endothelzellen auf und zeigen zudem die Zellen umfassende Auslaufer. Die
Auslaufer werden als stabilisierende und z.T. zur Kommunikation dienende Elemente
der kleinen GefalRe angesehen. Bei der Reifung, Stabilisierung und dem Remodeling,
vor allem auf mikrovaskularer Ebene, zeigen Perizyten wichtige regulatorische
Funktionen (Hellstrom et al. 2001, Lindahl & Betsholtz 1998). Daneben sind die
Perizyten in der Lage, sich in Phagozyten oder Adipozyten zu differenzieren. Perizyten
zeigen somit insgesamt eine wichtige Funktion in der Interaktion mit der extrazellularen
Matrix, in der Gefalineubildung sowie im Rahmen eines Myokardinfarktes (Katare &
Madeddu 2013, Schor et al. 1990, Schor et al. 1991, Schor et al. 1995). Allerdings sind
der ,Informationsaustausch® bzw. ihre wohlmdéglich gegenseitig beeinflussenden
Signalwege zwischen Endothelzelle und Perizyt noch nicht genau geklart, Ansatze zum

naheren Verstandnis wurden bereits untersucht (Armulik et al. 2005).

1.2 Physiologische und pathologische Angiogenese

Die physiologische Angiogenese findet wahrend der Embryogenese und
Menstruation statt, die pathologische u.a. bei der Wundheilung, bei Tumorenstehung,
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK), chronischen Entziindungen und
diabetischer Retinopathie (Bandello et al. 2013a, Bandello et al. 2013b, Miller 1997,
Miller et al. 1997). Dabei spielen auf beiden Seiten das Vorhandensein von pro- und
antiregulatorischen und sich dabei gegenseitig beeinflussenden Mechanismen der
Angiogenese eine Rolle (Carmeliet 2003, Carmeliet 2005). Beim Tumor uUberwiegen
allerdings die proregulatorischen Komponenten der Angiogenese, wobei VEGF als
einer der relevanten Stimulatoren der Gefal3neubildung identifiziert wurde (Plate et al.
1992). Nicht nur der Wachstumsfaktor wurde fir die Forschung interessant, sondern
auch seine Rezeptoren. Dabei wird primar der Rezeptor VEGFR-1 (Vascular
Endothelial Growth Factor-Receptor-1) beim Tumor, Ischdmie und Entzindung
aktiviert, wahrend beim Wachstum der VEGFR-2 (Vascular Endothelial Growth Factor-
Receptor-2) eine Rolle spielt (Takahashi & Shibuya 2005).
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Wahrend unter physiologischen Bedingungen ein Gleichgewicht zwischen pro- und
antiangiogenen Faktoren besteht, ist das Gleichgewicht bei Tumorentstehung gestort.
Hier Uberwiegen die proangiogenen Faktoren mit der Konsequenz der vermehrten
Gefalisprossung fir nutritive und somit proliferative Zwecke. Im Vergleich mit den
normalen Gefallen sind die neu gebildeten Tumorgefalie defekt. Sie zeigen schwache
Gefallwande und flhren oft zu Hamorrhagien bei insgesamt inhomogener Architektur
(Baluk et al. 2005, McDonald & Baluk 2005). Die Hamorrhagien werden u.a. durch die
unphysiologische Uberproduktion von VEGF und konsekutiv durch die Erhéhung der
GefalRpermeabilitat bedingt. Des Weiteren zeigen die Tumorgefal’e zudem starke

Schlangelungen und Dilatationen auf.

1.3 Endogene und exogene Angiogenesestimulatoren sowie -inhibitoren

Die Forschungen von Judah Folkman (1974) ergaben, dass die soliden Tumore
zwei Entwicklungsschritte durchlaufen (Folkman 1974). Der erste Schritt geht bei
einem Durchmesser von 1 bis 2 mm mit einer avaskularen Phase einher, der zweite
Schritt, die vaskulare Phase, beginnt bei weiterer Gréolkenzunahme des Tumors. Fir
die Bildung von neuen Kapillaren sind Tumor-Angiogenese-Faktoren (TAF, tumor
angiogenesis/ angiogenic factor) notwendig. Die Erkenntnis konnte Folkman noch
dadurch untermauern, dass bei Wegfall der TAF die neu gebildeten Kapillaren sich
rasch zurtickgebildet haben.

Der erste Faktor der tumorassoziierten Angiogenese, ein Heparin bindender
Wachstumsfaktor, wurde 1984 entdeckt (Shing et al. 1984). Montesano et al. beschrieb
bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) als einen proangiogenen Faktor, welcher auch
in der Lage ist, die Endothelzellen durch Bildung eines Plasminogen-Aktivators zu
stimulieren (Montesano et al. 1986). VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) wurde
1989 ebenfalls als ein Faktor beschrieben (Ferrara & Henzel 1989, Leung et al. 1989),
welcher primar auf vaskularen Endothelzellen eine ausgepragt wachstumsfordernde
Wirkung auslbt. Im Gegensatz zu bFGF steiget VEGF zudem die vaskulare
Permeabilitat, weshalb VEGF initial durch eine andere Arbeitsgruppe als vascular
permeability factor (VPF) benannt wurde (Keck et al. 1989, Senger et al. 1983). Ein
wichtiges Zusammenspiel zwischen bFGF und VEGF beschrieb Tille et al.; die
Blockade des VEGFR-2 zeigte nicht nur eine verminderte VEGF-induzierte, sondern
auch eine verminderte bFGF-induzierte Angiogenese (Tille et al. 2001). Weiterhin
konnten Mandriota & Pepper mit der Gabe eines bFGF-Antikorpers in-vitro zeigen,

dass einerseits eine reduzierte uPA-Aktivitat und andererseits eine VEGF-induzierte
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Angiogenese und Expression von uPA (urokinase-type plasminogen activator) und tPA
(tissue type plasminogen activator) resultierte (Mandriota & Pepper 1997).

Thrombospondine sind multifunktionale Proteine, die bei der Angiogenese,
Apoptose und Zelladhasionen eine Rolle spielen (Patra & Sandell 2012; 2012). Mosher
et al. zeigten einen Effekt der Thrombospondine auf die extrazellulare Membran durch
Hemmung von uPA und konsekutiv des Plasmins (Mosher et al. 1992).
Thrombospondin-1 und -2 zeigen einen antiangiogenen Effekt (Good et al. 1990,
Tolsma et al. 1993, Volpert et al. 1995). In geklonten Pankreastumorzellen mit
Uberexpression von Thrombospondin-2 konnte eine signifikante Aktivitdtsminderung
von MMP-9 und uPA festgestellt werden (Nakamura et al. 2008).

Aufgrund der Entdeckung von TAF und seiner Funktion sowie der raschen
Ruckbildung von neu gebildeten Kapillaren bei Wegfall von TAF, sprach Folkman
schon 1971 Uber den Einsatz verschiedener, antiangiogener Mechanismen bzw.
Faktoren im Rahmen der GefalRneubildung (Folkman 1971, Folkman 1972).

Folkman beschreibt drei unterschiedliche Typen von Angiogenesehemmern
(Folkman 2004), welche in Abb. 1 zusammengefasst sind. Der erste Typ hemmt
spezifisch nur ein Protein (z.B. Bevacizumab (Avastin®) inhibiert VEGF), der zweite
Typ hemmt 2 oder 3 angiogene Proteine (z.B. Downregulation von VEGF, bFGF und
TGF-a durch Gefitinib (Iressa®)), und der letzte Typ hemmt viele angiogen wirkende
Molekule (z.B. Endostatin inhibibiert u.a. die Effekte von VEGF, bFGF und HIF-10).
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Three types of angiogenesis inhibitors
Mechanism Example
i Avastin
1 B!oqks ! S } blocks VEGF
angiogenic protein | VEGF Trap
Downregulates Upregulates
Sugen 11248 gggf: :gg:g?gf’?
r
II Bl'OI?kS 2 {_Jl' 3 " c-kit receptor
angiogenic proteins
Iressa VEGF production
bFGF * *
TGF-0 by tumor cells
Endostatin  VEGF Thrombospondin-1
Blocks a broad &5815 — LJ;:S;D"{ o
[ SPectrum of HIF 1o Tmpa
H H EGF receptor
angiogenic - o haas
requlators Neuropilin
HPMA-TNP-470 (broadest anti-cancer spectrum)

Abb. 1: Darstellung unterschiedlicher Angiogenesehemmer (Folkman 2004). Folkman et al.
zeigten mit dieser Ubersicht die verschiedenen Méglichkeiten der Angiogenese-Hemmung.
Diese wurden in drei Mechanismen aufgeteilt (linke Spalte), in der rechten Spalte kommen die
dazugehdrigen Beispiele zur Darstellung. Je nach verabreichter Substanz werden entweder nur

ein oder mehrere angiogen wirkende Faktoren gehemmt.

Brem und Folkman entdeckten 1975 den ersten Inhibitor der Angiogenese im
Knorpel (Brem & Folkman 1975). Das Ergebnis konnte durch eine weitere
Arbeitsgruppe in einem in-vivo Versuch untermauert werden (Langer et al. 1980).
Angiostatin, ein Spaltprodukt von Plasminogen, welches auch u.a. vom malignen
Tumor (Lewis-Lung Karzinom) nach Erreichen einer bestimmten Grélie produziert wird,
zeigte in einem Tiermodell die Hemmung der Neoangiogenese (O'Reilly et al. 1994).
Konsekutiv zeigt der Tumor somit hinsichtlich des GréRenwachstums eine
autoregulatrorische Eigenschaft. Erst nach Entfernung des Primartumors, welcher
somit keine Angiostatine mehr in den Blutkreislauf sezernieren konnte, lieRen sich
nach 6 bis 12 Monaten in verschiedenen Organen mehrere Metastasen nachweisen.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Tumore sowohl in der Lage sind angiogene als
auch antiangiogene Faktoren zu bilden. Insgesamt uberwiegen allerdings die
proangiogenen  Faktoren. Mehrere Jahre spater konnte erneut der
Angiogenesehemmer Endostatin aus einem Tumor (Hadmangioendotheliom) identifiziert
und naher charakterisiert werden (O'Reilly et al. 1997). Endostatin ist ein Spaltprodukt
aus Kollagen XVIII. In-vivo wird die Migration von Endothelzellen gehemmt und in-vitro

die Apoptose eingeleitet. Die orale Applikation von Celecoxib, einem selektiven COX-2
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Hemmer, erhéht die Konzentration des endogenen Inhibitors Endostatin (Ma et al.
2002).

Ein weiteres Medikament, welches spezifisch die VEGF-vermittelte Angiogenese
hemmt, wurde 1997 als Bevacizumab humanisiert (Presta et al. 1997). Die kombinierte
Hemmung der Rezeptoren von VEGF- und PDGF (Platelet Derived Growth Factor) und
somit ihrer Signalkaskade fuhrte in-vivo beim Pankreaskarzinom (Inselzellen) zu einem
deutlich antiangionen und antitumoralen Effekt (Bergers et al. 2003). Auch die
Aktivierung der Proteinkinase C fuhrt Uber beta-Phorbol 12,13-Dibutyrate (PDBu) zu
einer Hemmung der Endothelzellproliferation und der DNA-Synthese (Doctrow &
Folkman 1987).

Abb. 2 gibt einen Uberblick (ber die verschiedenen angiogen und antiangiogen
wirkenden Faktoren. Die Faktoren sind vielfaltig und werden sowohl physiologisch als
auch tumorassoziiert gebildet (Hoff & Machado 2012). Aus der Ubersicht geht hervor,
dass die Wissenschaft ihren Schwerpunkt auf die Seite der Angiogenesehemmer
verschoben hat. Dies resultiert daraus, dass die medikamentdse Hemmung der
tumorassoziierten Gefalineubildung in Relation zu den udbrigen Verfahren wie
Chemotherapie und Operation eine schonende Therapieoption stellt.

Weiterhin wurde beobachtet, dass TKI-28 (tyrosine kinase inhibitor-28) einen
antiangiogenen Effekt zeigt, indem er die EGF, VEGF und PDGF stimulierte
Proliferation, Migration und Gefaltformation hemmt (Guo et al. 2005). Auch
Bestandteile aus dem griinen Tee, Katechine (epigallocatechin gallate, EGCG), zeigen
antitumorale Effekte durch Hemmung der VEGF-induzierten Kaskade (Jung & Ellis
2001, Jung et al. 2001). Die Arbeitsgruppe um Du et al. bewiesen ebenfalls die
chemopraventive Wirkung von verschiedenen Bestandteilen aus dem griinen Tee (Du
et al. 2012).

Inzwischen sind eine Reihe unterschiedlich antiangiogen wirkenden Medikamenten
bekannt, die in verschiedenen medizinischen Fachrichtungen eingesetzt werden:
Monoklonale Antikérper (Bevacizumab, Cetuximab), Inhibitoren der Tyrosinkinase
(Erlotinib, Pazopanib, Sorafenib, Sunitinib, Vandetanib), Hemmer des mammalian
Target des rapamycin mTOR, eine Serine/ Threonin - Kinase, (Temsirolimus,
Everolimus) und weitere antiangiogene Medikamente (Interferon alfa, Lenalidomide,
Thalidomide, rhEndostatin).



1 Einleitung

angiogene Wachstumsfaktoren
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Vascular endothelial growth factor
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Endostatin (collagen XVIII fragment)
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Fibronectin fragment

Fibronectin fragment (Anastellin)
Gro-beta

Heparinases

Heparin hexasaccharide fragment
Human chorionic gonadotropin (hCG)
Interferon alpha/beta/gamma
Interferon inducible protein (IP-10)
Interleukin-12

Kringle 5 (plasminogen fragment)
Metalloproteinase inhibitors (TIMPs)
2-Methoxyestradiol

PEX

Pigment epithelium derived factor
(PEDF)

Placental ribonuclease inhibitor
Plasminogen activator inhibitor
Platelet factor-4 (PF4)

Prolactin 16kD fragment
Proliferin-related protein (PRP)
Prothrombin kringle 2

Retinoids

Soluble Fms-like tyrosine kinase-1 (S-
Flt-1)

Targeting fibronectin-binding integrins
Tetrahydrocortisol-S
Thrombospondin-1 (TSP-1) and -2
Transforming growth factor-beta
(TGF-b)

Troponin |

Tumstatin

Vasculostatin

Vasostatin (calreticulin fragment)

Abb. 2: Uberblick iber angiogene und antiangiogene Faktoren (The Angiogenesis Foundation,

http://www.angio.org/understanding/growth.php). Die Ubersicht demonstriert das Spektrum der

gefalibildenden- und hemmenden Substanzen, dabei liegt der wissenschfatliche Schwerpunkt
auf der Seite der Angiogenesehemmer.



1 Einleitung

1.4 Tumorangiogenese und Metastasierung

Judah Folkman, der Pionier der Tumorangiogenese, legte u.a. die Meilensteine flr
die Angiogeneseforschung, sei es fur das breite Verstdndnis als auch fur eine
antiangiogene Therapie.

»In any case, tumor vascularization is a neovascularization process*, damit kiindigte
Paweletz et al. ebenfalls die tumorassoziierte, obligatorische Gefalineubildung an
(Paweletz & Knierim 1989), was im Endeffekt eine Anastomose zwischen Tumor und
vorhandenem Gefal} darstellt.

Die Tumorneoangiogenese ist ein Komplex von unterschiedlich, sowohl
zusammen- als auch gegeneinander wirkenden Komponenten. Nach maligner
Transformation einer Zelle findet die initiale nutritive Versorgung bei einer GréRe von 1
bis 2 mm mittels Diffusion statt (Folkman 1972), der Tumor befindet sich in der ersten,
avaskularen Phase. Bei Grolenprogredienz kommt es vor allem innerhalb des
zentralen Tumorgewebes zur Hypoxie, welche die Bildung von proangiogenen
Faktoren und insbesondere von HIF-1a, einem Transkriptionsfaktor, stimuliert (Shweiki
et al. 1992). Dieser wiederum stimuliert die Bildung von Wachstumsfaktoren durch die
Tumorzelle selbst (TAF, tumor angiogenesis/ angiogenic factor) (Folkman et al. 1971),
welche dann in die extrazellulare Matrix zur GefaRbildung freigesetzt werden. Dabei
wird die Angiogenese wahrend des Uberganges von der Hyperplasie zur Neoplasie
,gestartet, sie durchlauft somit einem ,angiogenic switch“ (Folkman et al. 1989). Der
Tumor wird vaskularisiert und geht somit in die zweite, vaskulare Phase Uber. Die
Wachstumsfaktoren fuhren wu.a. zur einer Migration und Proliferation von
Endothelzellen aus bereits vorbestehenden GefalRen (Ausprunk & Folkman 1977), eine
Rekrutierung von zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen (CEP) unterstitzt die
Neovaskularisation. Die CEP’s werden durch den Tumor sezernierten angiogenen

Faktoren aus dem Knochenmark freigesetzt.

Im Rahmen der Tumorneoangiogenese entstehen nicht nur Kapillaren und
Venolen, sondern auch im gewissen Ausmafly neue Lymphgefalle (Korpelainen &
Alitalo 1998). Die primar funktionsuntliichtige Lymphangiogenese dient u.a. zum
Abtransport von Abfallstoffen und moglicherweise auch von maligne transformierten
Zellen.

Ein bekannter Wachstumsfaktor der physiologischen Angiogenese, namlich VEGF,
wurde als potenter, angiogener Faktor im malignen Tumor beschrieben (Plate et al.
1992). Im selben Jahr wurden ihre Rezeptoren entdeckt, Tyrosinkinase-VEGF-
Rezeptoren, namlich VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (Flk-1) (de Vries et al. 1992,
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Terman et al. 1992). Der dritte Rezeptor VEGFR-3 (FIt-4) wurde von Aprelikova und
Galland beschrieben (Aprelikova et al. 1992, Galland et al. 1992). Somit stellt die
Kaskade zwischen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren einer der wichtigsten

Angriffspunkte der Neoangiogenese dar.

1.5 Therapeutische Hemmung der Tumorneoangiogenese

Far die therapeutische Hemmung der Tumorneoangiogenese kommen
verschiedene biologische Ziele in Frage. Von groRer Bedeutung sind die
Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren bzw. die intrazelluldre Signalkaskade (z.B.
Tyrosinkinase-Inhibitoren). Andererseits konnen Molekile gegen die extrazellulare
Matrix, tumorassoziierte Antigene, der Signalkaskade und die Bildung von
proangiogenen Faktoren wahrend der Angiogenese entwickelt werden (Storti et al.
2013). Antiangiogene Therapien sind generell im Vergleich zur Chemotherapie
nebenwirkungsarm und zeigen primar keine Toxizitat. Damit werden sie als die vierte
Saule neben Operation, Bestrahlung und Chemotherapie angesehen.
Vollstandigkeitshalber sollten Hormon- und Immuntherapie erwahnt werden, die
ebenfalls zur Tumorbehandlung eingesetzt werden.

Die Entdeckung von VEGF und sein Effekt u.a. bei der Tumorneoangiogenese
legten nahe, dass ein potenter Inhibitor therapeutisch von Nutzen sei. Die Hypothese
postulierte Folkman 1971 (Folkman 1971). Kim et al. beschrieben in-vivo eine
Reduktion der mikrovaskuldren Dichte nach Behandlung mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen VEGF (Kim et al. 1993). Uber die mikrovaskulére Dichte in
Tumormodellen lassen sich quantitative Ruckschlusse Uber die antiangiogene Wirkung
des neuen Faktors ziehen (Bodnar et al. 2012, Novella-Maestre et al. 2012). In einer
randomisierten Studie zeigte der spezifische Antikdrper gegen VEGF, Bevacizumab,
seinen therapeutischen Nutzen in Kombination mit anderen Chemotherapeutika durch
Erhéhung der Uberlebensrate bei metastasiertem Kolonkarzinom (Hurwitz et al. 2004).
Die antiangiogene Kombinationstherapie wurde bereits 1993 von Brem et al. als
therapeutisch sinnvoll und relevant eingestuft (Brem et al. 1993). Abdollahi et al.
bestatigte diese Relevanz 2003. Die kombinierte Gabe von Endostatin und SU5416,
einem Inhibitor der VEGFR-2 RTK (Fong et al. 1999, Sun et al. 1998), flhrte u.a.
hinsichtlich des Tumorwachstums und der mikrovaskuldren Dichte beim
Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom und Glioblastom zu einer signifikanten Abnahme
(Abdollahi et al. 2003).
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Eine weitere Arbeit zeigte zudem die PDGF-vermittelte Sekretion von VEGF im
Ovarialkarzinom, welche durch die Gabe von Imatinib mesylate, einem selektiven
PDGFR-Inhibitor, = diesem  entgegenwirkte und die = wachstumsvermittelte
Neoangiogenese reduzierte (Matei et al. 2007). Somit wurde auch der PDGF-Rezeptor
(platelet derived growth factor-Rezeptor, PDGFR) fir die antitumorale Therapie
interessant (Ostman & Heldin 2007).

Das Zusammenspiel von Matrixmetalloproteasen (MMP’s) und dem uPA-System
(Urokinase-Plasminogen-Aktivator-System) wurde in malignen Prozessen sowie der
Metastasierung mehrfach beschrieben und ihre Relevanz hervorgehoben (Gondi et al.
2004, Schuler et al. 2012, Shia et al. 2011). Die Downregulation von uPAR und MMP-9
resultierten u.a. in einer Abnahme der Invasivitdt und Gefaldsprossung (Rao et al.
2005). Nicht nur das uPA-System an sich, sondern auch sein Rezeptor kann im
Rahmen der antiangiogenen Therapie gehemmt werden (Preissner et al. 2000). Die
Umgestaltung der extrazellularen Matrix findet u.a. Uber die MMP’s und das uPA-

System statt.

1.6 Funktion, Lokalisation und Interaktion der Faktor Vll-aktivierenden
Protease (FSAP)

Die Faktor Vll-aktivierende Protease (FSAP) wird vorwiegend in der Leber
synthetisiert und als Zymogen inaktiv in den Blutkreislauf sezerniert. Sie zeigt
strukturelle Ahnlichkeiten mit Plasminogen, Urokinase und HGF-A (hepatocyte growth
factor-activator) (Choi-Miura et al. 1996, Hashimoto et al. 1997). Choi-Miura et al.
zeigten, dass u.a. Nieren, Skelettmuskulatur und Pankreas ebenfalls FSAP bilden
(Choi-Miura et al. 1996).

Initial bezeichnete Choi-Miura et al. FSAP als PHBP (plasma hyaluronan binding
protein), da die damalige Reinigung und ldentifizierung aus dem Plasma Uber eine
Saule mit Hyaluronsaure stattfand. Die scFSAP (single-chain - factor Vll-activating
protease) ist eine Serinprotease mit einem Molekulargewicht zwischen 65 und 70 kDa
im inaktiven und 48 (schwere Kette) bzw. 30 kDa (leichte Kette) im aktiven Zustand
(tcFSAP, two-chain - factor Vll-activating protease). Die Konzentration betragt im
Plasma 12 ug/ml im Plasma vor. Beide Ketten werden im aktiven Zustand Uber
Disulfidbricken gehalten. Die Abb. 3 zeigt schematisch die Struktur von FSAP. Die
scFSAP hat dabei insgesamt 3 EGF-Domanen (Epidermal Growth Factor) und eine
Kringle-Domane am N-terminalen Ende sowie eine Serinprotease-Domane am C-

terminalen Ende. Nach der Spaltung besitzt die aktive Form tcFSAP eine leichte und
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eine schwere Kette; an der schweren Kette kommen die EGF- und die Kringle-

Domanen, an der leichten die Serinprotease-Domane vor.

Activation
Binding of negatively o

charged polyanions l,

1 @ 3131314 560

FFFF
EGF | EGF |[EGF | Kringle Serine protease
N c
Heavy chain Light chain
! I|
23 A ‘ '.\313 314J’A ‘ 560
SNP SNP —— 8§-8 8NP SNP
S56T 190V Marburg Il Marburg |

Q393E G534E

Abb. 3: Schematische Darstellung von FSAP (Kanse et al. 2008) mit seiner sc- (oben) und
aktiven tc-Form (unten). Die FSAP-Aktivierung findet dabei Uber eine Spaltung an der
Aktivierungsstelle 313/314 statt. Die schwere Kette tragt drei EGF- und eine Kringle-Domane
sowie eine leichte die Serinprotease-Domane; beide Ketten werden (ber Disulfidbriicken
gehalten. Mutationen flhren zu vier verschiedenen Polymorphismen (SNP, single nucleotide

polymorphism), Marburg | spielt dabei die klinisch wichtige Rolle.

FSAP spielt eine bei der Hamostase und Fibrinolyse (Kannemeier et al. 2001,
Romisch et al. 1999a, Romisch et al. 1999c) und erhoht die Aktivitat von BMP-2
(Roedel et al. 2013). Einerseits aktiviert FSAP unabhangig von tPA und TF (Tissue
Factor, potenter Initiator der Blutgerinnung) den Faktor VIl der Gerinnungskaskade,
andererseits wird der Gegenspieler der Gerinnung, die Urokinase, aktiviert. Die
Aktivierung von Plasmin durch die Urokinase fuhrt anschlieBend zur Fibrinolyse. Auch
die pro-Urokinase ist in der Lage scFSAP zu aktivieren. Neuere Arbeiten von Kanse et
al. zeigen, dass FSAP die Proteolyse und die Hemmung von TFPI (Tissue Factor
Pathway Inhibitor) fordert (Kanse et al. 2012).

Eine Arbeit von Stavenuiter et al. entkraftete den aktivierenden FSAP-Effekt auf
Faktor VII, wohingegen die uPA-Aktivierung bestatigt wurde (Stavenuiter et al. 2012).

Die Autokatalyse von FSAP (Etscheid et al. 2000) wird durch polyanionische
Molekile wie Heparin und Nukleinsduren/ RNA (Nakazawa et al. 2005) gesteigert.
Dabei lassen sich z.B. hohere Konzentrationen der Ribonukleinsauren lokoregional
nach einem Zellschaden oder einer Gefallverletzung nachweisen. Einerseits wird die

FSAP-Aktivitat durch Aprotinin gehemmt, andererseits flhrt die eigene proteolytische
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Aktivitat im Bereich der Serinprotease zur Degradation und somit zur Inaktivierung von
FSAP (Choi-Miura et al. 2001). Bei Patienten mit einem akuten Lungenversagen
(ARDS, acute respiratory distress syndrome) fiuhrte PAI-1 (Plasminogen-Aktivator
Inhibitor-1, Serpin) zu einer Hemmung von FSAP, dabei wurde die inhibitorische
Wirkung durch die extrazellulare RNA gesteigert (Wygrecka et al. 2007). Extrazellular
vorkommende Histone férdern z.B. die Entstehung einer Sepsis (Chaput & Zychlinsky
2009). Daruberhinaus aktivieren freie Histone FSAP (Yamamichi et al. 2011), die
wiederum zu einer proportionalen Zunahme von Nukleosomen fuhrt, was mit einer
gesteigerten Letalitat einhergeht (Stephan et al. 2011a). Somit lassen sich sowohl pro-
als auch anti-FSAP Molekule finden, die teilweise abhangig von der lokalen Situation
einen unterschiedlichen Effekt auf FSAP ausuben.

Des Weiteren konnten PDGF-BB vermittelte Proliferation und Migration der
vaskularen glatten Muskelzellen durch FSAP gehemmt und bei Gabe von Aprotinin
oder eines FSAP-Antikorpers neutralisiert werden (Kannemeier et al. 2004). Dabei
zeigt FSAP eine hohe Bindungskraft an PDGF-BB und spaltet den Wachstumsfaktor im
Bereich der Rezeptorbindungs- sowie der Aktivierungsstelle (Shibamiya et al. 2007).

Aufgrund der proteolytischen Aktivitat zeigten weitere Untersuchungen mit FSAP,
dass freies bFGF durch FSAP in seiner Funktion gehemmt wird und somit verliert
bFGF seine mitogene Wirkung auf Endothelzellen (Etscheid et al. 2004b). Obwonhl
Heparin die FSAP-Autokatalyse steigert, hat Heparin eine protektive Wirkung auf
bFGF.

FSAP ist in der Lage, dermale und pulmonale Fibroblasten tGber ERK 1 / 2
(extracellular regulated kinase 1/ 2) und PI3k/ Akt-Signalweg zu aktivieren und bFGF-
vermittelte Proliferation und Migration zu stimulieren (Etscheid et al. 2005).

Die Abb. 4 zeigt zusammenfassend eine schematische Darstellung der FSAP-

Interaktionen bzw. -Funktionen im Organismus.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der FSAP-Funktionen (Kanse et al. 2008). Die FSAP-
Aktivierung findet Uber negativ geladene Teilchen statt, wohingegen Serpine FSAP hemmen.
Die aktive FSAP-Form wirkt einerseits dual auf die Hadmostase und andererseits auf die

Inaktivierung von Wachstumsfaktoren bzw. die Freisetzung von Bradykinin.

Zwei Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism) von FSAP wurden im
Bereich der Serinprotease identifiziert (siehe Abb. 3). Die Variante 1 wird Marburg |
(Gsa4E, MI-FSAP), die Variante 2 als Marburg Il (Qsg3E, MII-FSAP) bezeichnet (Kanse
& Etscheid 2011, Roemisch et al. 2002). Zwei weitere Nukleotidpolymorphismen
befinden sich im Bereich der EGF-Domane und sind somit nicht relevant fur die
proteolytische FSAP-Funktion.

Die FSAP-Mutante ,Marburg | Variante®, FSAP-MI oder G534E, zeigt eine deutlich
reduzierte Aktivierung der pro-Urokinase, allerdings bleibt die Aktivierung von Faktor
VII unbeeintrachtigt (Roemisch et al. 2002). Dieses Ungleichgewicht fuhrt konsekutiv
zur gesteigerten Gerinnung und somit zu vendsen Thrombosen (Ahmad-Nejad et al.
2012, Hoppe et al. 2005). Des Weiteren ist die generalisierte Atherosklerose bzw. das
kardiovaskulare Risiko sowie die Rate an Karotisstenosen durch den FSAP-
Polymorphismus der Variante | (verminderte proteolytische Aktivitat) signifikant erhoht
(Ireland et al. 2004, Sedding et al. 2006a, Willeit et al. 2003), obwohl die Mutante den
antikoagulatorisch wirkenden TFPI (tissue factor pathway inhibitor) nicht hemmt, und
dadurch das Thromboserisiko reduziert ist (Etscheid et al. 2012, Kanse et al. 2012).
Sedding et al. beschrieben dabei das erhdhte kardiovaskulare Risiko beim GszsE-
Polymorphismus durch fehlende Hemmung der Neointimabildung und konsekutiv der
Re-Stenose im Vergleich mit WT-FSAP (Sedding et al. 2006a). Die Atherosklerose und

die Re-Stenose werden primar durch die PDGF-BB vermittelte Aktivierung von
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vaskularen glatten Muskelzellen getriggert (Kamimura et al. 2004), durch die
verminderte proteolytische Aktivitat in der MI-Variante findet keine Spaltung von PDGF-
BB statt (Kannemeier et al. 2004). Daneben konnten in instabilen atherosklerotischen
Plaques der Koronarien eine signifikante Akkumulation von FSAP-mRNA
nachgewiesen werden, welche durch die entzindungsbedingt rekrutierten Monozyten
und Makrophagen exprimiert wurden (Parahuleva et al. 2008, Parahuleva et al. 2012).
Auch die erhdhte Rate an Schlaganfallen sowie Leberfibrosen bzw. —entziindungen bei
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen werden in Zusammenhang mit der
verminderten proteolytischen Aktivitat von FSAP (MI-FSAP) gebracht (Borkham-
Kamphorst et al. 2013, Trompet et al. 2011).

Nahere Untersuchungen der Marburg Il Variante zeigten insgesamt keine
Veranderungen der FSAP-Funktionen.

In einem Vorversuch wurde die Wirkung von FSAP auf das Tumorwachstum in-vivo
untersucht (Kanse et al., nicht publizierte Ergebnisse). Hierbei wurden SCID-Mause
(severe combined immunodeficiency) verwendet, die aufgrund ihres immunologischen
Defektes keine B- oder T-Zellen bilden. SCID-Mause eignen sich dabei, das Wachstum
von menschlichen, pankreatischen Tumorzellen (BXxPC3) zu untersuchen. Die Gabe
von FSAP (8 mg/kg Koérpergewicht) Uber zwei Wochen fuhrte zur einer 50%-igen
Verminderung des Tumorvolumens. Das Tumorwachstum an sich erfordert die
Neoangiogenese sowie das Wachstum einzelner bzw. mehrerer Tumorzellen. In dieser
Arbeit sollten beide Punkte, der Effekt von FSAP auf die Angiogenese in-vivo, sowie
der Effekt auf die BxPC3-Zellen in-vitro, ndher untersucht und charakterisert werden.

FSAP zeigt somit nicht nur steuernde Effekte im Rahmen der Hamostase und
Fibrinolyse, sondern spielt eine inhibitorische Rolle im Rahmen der
wachstumsfaktorvermittelten Prozesse einzelner Komponenten der Angiogenese.
Bestimmte Proteine mit einer Kringle-Domane wurden als potente Inhibitoren der
Angiogenese identifiziert. So zeigten nahere Untersuchungen der Kringle-Doméane im
Angiostatin, einem Spaltprodukt von Plasminogen, einen antiendothelialen und somit
antiangiogenen Effekt (Cao et al. 1996, Cao et al. 2002). Diese Vorarbeit impliziert,
dass FSAP aufgrund seiner Kringle-Domane in der schweren Kette einen

antiangiogenen Effekt austiben kénnte.

1.7 Rolle des uPA-Systems, der MMP’s sowie TIMP in der Angiogenese

Die Matrixmetalloproteasen (MMP’s) und das Urokinase-Plasminogen-Aktivator-

System (UPA-System) beeinflussen sich gegenseitig, sowohl in physiologischen als
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auch pathologischen Prozessen. Das uPA-System ist in der Lage, die MMP’s direkt zu
aktivieren.

Das uPA-System besteht aus dem Zymogen Plasminogen und seiner aktiven
Form Plasmin, den Plasminogen-Aktivatoren uPA (“urokinase-type plasminogen
activator”) und tPA (tissue type plasminogen activator”), seinen Rezeptoren fiir uPAR
(“urokinase-type plasminogen activator receptor’) und fir Plasmin sowie den
Inhibitoren PAI-1 (Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1) und a2-Antiplasmin.

Die Matrixmetalloproteasen sind Kollagenasen, welche 1962 beschrieben wurden
(GROSS & LAPIERE 1962). Diese spielen sowohl in physiologischen (Knochenumbau,
Embryogenese) als auch in pathologischen Prozessen eine Rolle (Tumor, Arthritis) und
werden generell als inaktives Proenzym (Zymogen) sezerniert. Dabei fuhren sie zu
einem Abbau und einer Umstrukturierung der extrazellularen Matrix. In dieser Arbeit
sind MMP-2 und -9 relevant.

MMP-2, auch Gelatinase A oder Typ IV Kollagenase genannt, ist ein von
Fibroblasten sezerniertes 72 kDa Enzym und wurde 1972 in der rheumatoiden Synovia
entdeckt (Harris & Krane 1972). MMP-9, Gelatinase B oder Typ V Kollagenase, ist ein
von Leukozyten sezerniertes 92 kDa Enzym (Sopata & Dancewicz 1974). lhre
Substrate sind u.a. Gelatine, Elastin und Kollagen.

Das uPA-System und die MMPs sind fir das extrazellulare Remodeling wichtig und
spielen somit eine entscheidende Rolle u.a. bei der Angiogenese. Dabei korrelieren die
Hohe der Expression des uPA-Systems und der MMPs in malignen Prozessen mit der
Invasivitat bzw. Aggressivitat, der Metastasierung und der Prognose (Fink & Boratynski
2012). Baruch et al. untermauerten 2001 diesen Gesichtspunkt mit ihren
Untersuchungen, die Hohe der MMP-Expression wahrend der Tumorgenese steigerte
die Wahrscheinlichkeit von Metastasierungen (Baruch et al. 2001).

Chang-Wan Oh et al. zeigten die Relevanz von Plasminogen und Urokinase bei der
Angiogenese, wobei uUPAR eine untergeordnete Rolle spielte (Oh et al. 2003). Dabei
zeigten bFGF alleine sowie in Kombination mit VEGF stimulierte uPA”- und
Plasminogen”-Mause eine signifikant verringerte Angiogenese hinsichtlich ihrer
GefaRlange (cornea angiogenesis), wohingegegen uUPAR"-Mause in Relation zum
Wildtyp-Maus keine signifikante Abnahme der GefalRlange zeigten. Eine andere
Arbeitsgruppe hingegen beschrieb den uPA-Rezeptor als eine wichtige Komponente
der Tumorangiogenese (Min et al. 1996).

Die Interaktion zwischen FSAP und uPA bzw. der Fibrinolyse zeigte Rémisch et al.
(1999a). Hier konnte FSAP als potenter Aktivator der pro-Urokinase identifiziert werden

(Romisch et al. 1999b). Die Aktivierung von Plasmin durch die Urokinase fuhrte somit
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zur Fibrinolyse. Diese Untersuchungen zeigten die erste Verknupfung zwischen FSAP

und dem uPA-System zu finden.

Die Inhibitoren der MMPs sind die tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP’s.
Hierbei lassen sich vier verschiedene TIMPs voneinander abgrenzen, wobei TIMP-1
und -2 gut erforscht sind und hier naher erlautert werden sollen. Die Erstbeschreibung
der TIMPs erfolgte 1975 von Bauer et al. (Bauer et al. 1975). Dabei bildet TIMP-1 mit
pro-MMP-9 und TIMP-2 mit pro-MMP-2 einen nicht-kovalenten Komplex (Goldberg et
al. 1989) und hemmt deren proteolytische Aktivitaten.

Ein Ungleichgewicht zwischen MMP und TIMP geht in physiologischen und vor
allem in pathologischen Prozessen mit unterschiedlicher Auspragung der
Angiogenese, Tumorinvasion und konsekutiver Metastasierung einher (Fassina et al.
2000, Trojanek 2012). Fernandez et al. zeigten bei einer Upregulation von TIMP-1 eine
deutliche Abnahme der Migration sowie Invasion von Endothelzellen in die
extrazellulare Matrix (Fernandez et al. 1999). Kawamata et al. beschrieben bei einer
Uberexpression von TIMP-1 und -2 eine signifikante Hemmung der GréRenprogredienz
von pulmonalen Metastasen, aber keinen signifikanten Einfluss auf die Tumorgréfe
des Primartumors, lokale Invasion sowie auf die Metastasen in retroperitioneale
Lymphknoten bei Harnblasenkarzinom der Ratte (Kawamata et al. 1995). Zwischen
Primartumor  (Glioblastom) und zerebralen Metastasen (Nierenzell- und
Mammakarzinom bzw. Melanom) lassen sich unterschiedliche TIMP-1 und -2
Konzentrationen nachweisen, welche beim Glioblastom deutlich vermindert sind und
konsekutiv das lokale aggressiv-invasive Verhalten foérdern (Mohanam et al. 1995).
Einen protektiven Effekt der TIMP-1 wurde Gber die Hemmung der Angiogenese bei an
Mammakarzinom erkrankten Patientinnen beobachtet (Thorgeirsson et al. 1996).

Das Zusammenspiel von MMP’s und TIMP’s und somit das Remodeling der
extrazellularen Matrix spielen eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Invasivitat und
Aggressivitat eines tumordsen Prozesses (Liotta et al. 1980, Liotta & Stetler-Stevenson
1991, Mignatti & Rifkin 1993). Abhangig vom gestorten Gleichgewicht zwischen MMP’s
und TIMP’s resultiert ein anderer Prognosefaktor flir den Tumorpatienten (Mohanam et
al. 1995), beispielsweise bei verminderten TIMP-1 und -2 Konzentrationen zeigt das
Glioblastom lokal ein aggressiv-invasives Verhalten.

Die zweite Schnittstelle mit FSAP ist somit der indirekte Einfluss auf die MMPs Uber
das uPA-System.

Die Interaktion des MMP- und uPA-Systems zeigen somit ihre Rolle in der
perizellularen Proteolyse, die vor allem bei der Tumorinvasion und -metastasierung

einen entscheidenden Beitrag leisten.
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Die Abb. 5 gibt eine Ubersicht sowie einen Zusammenhang zwischen uPA und

MMP und somit Uber die Kaskade der perizellularen Proteolyse.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der uPA- und MMP-Wechselbeziehung im Rahmen der
perizellularen Proteolyse. Dabei findet eine Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin Uber tPA
und uPA statt, welches einerseits die MMPs aktiviert und andererseits die extrazellulare Matrix

degradiert. PAI-1 ist der Gegenspieler und hemmt die Plasminogen-Aktivierung.

Die Serinprotease tPA (tissue type plasminogen activator”) aktiviert Plasminogen
zu Plasmin, welches dann u.a. quervernetztes Fibrin zu kleinen molekularen Einheiten
spaltet. tPA besitzt zwei Kringle-Domanen, welche mit dem Angiogeneseinhibitor
Angiostatin gewisse Ahnlichkeiten aufweist. Eine zusammengesetzte, rekombinante
Kringle-Doman aus tPA, TK1-2, fuhrte in-vitro zur einer Hemmung der von bFGF,
VEGF und EGF stimulierten Proliferation der Endothelzellen und in-vivo zur einer
Hemmung der Angiogenese (Kim et al. 2003).

Die Gegenspieler von Serinproteasen sind Serpine, irreversible Serin-Protease-
Inhibitoren, die sowohl intra- als auch extrazellular lokalisiert sind. Diese sind u.a.
Antithrombin, C1-Inhibitor, Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren und «-1-Antitrypsin
(AAT). Der starkste Inhibitor der Serinprotease FSAP ist der C1-Inhibitor. Der
Serinprotease-Inhibitor PN-1 (Protease Nexin-1) hemmte unter in-vitro Bedingungen

die PDGF-BB vermittelte Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen durch
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Komplexbildung mit FSAP (Muhl et al. 2007). Nach der Komplexbildung zwischen
FSAP und seinem Inhibitor dockt er an LRP (low-density lipoprotein receptor-related
protein) und wird Uber Endozytose nach intrazellular transportiert (Muhl et al. 2007).
Dem PAI-1, einem weiteren Serpin, werden viele unterschiedliche Funktionen und
Aufgaben im Bereich der Tumorangiogenese, Sepsis und rheumatoiden Athritis
zugesprochen (Lijnen 2005). Aktiviertes FSAP wird daneben noch durch o.1-Protease-
Inhibitor, Antithrombin, a2-Plasmin-Inhibitor und durch PAI-1 gehemmt (Wygrecka et
al. 2007).
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1.8 Fragestellung

Strukturell erwies sich die Kringle-Domane von FSAP in anderen Faktoren als
antiangiogen. Daher konnte FSAP in die Kategorie der Angiogenesehemmer
eingeordnet werden. In-vitro Versuche zeigten eine durch FSAP-vermittelte Spaltung
des PDGF-BB, so dass die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen nicht
mehr stimuliert werden konnte. Dies untermauert die Hypothese, dass FSAP
regulatorische, im engeren Sinne inhibitorische Effekte auf Wachstumsfaktoren austbt.

Fibrinolytisch wirkt FSAP Uber die Aktivierung des uPA-Systems, welches
seinerseits die MMP’s aktivieren kann. Die beiden Komponenten, das uPA-System und
die MMP’s, sind entscheidende Bestandteile der perizelluldren Proteolyse, welche
sowohl  physiologisch als auch pathologisch, z.B. im Rahmen einer
Tumorneoangiogenese, hochreguliert sind. Die erhdhte Aktivitat dieser Komponenten
geht bei Tumorpatienten mit einem schlechten Outcome einher. Aufgrund der
verschiedenen Wirkmechanismen von FSAP stellt sich die gerechtfertigte Frage, ob die
Serinprotease FSAP in-vivo die Angiogenese reguliert. Dabei wurde der Einfluss von
FSAP unter physiologischen und pathologischen Umstanden auf die Angiogenese
getestet.

Hierzu wurden sowohl Wildtyp- (WT) als auch uPA™- und uPAR"-M4use in einem
etablierten Matrigel-Modell nach Stimulation der Angiogenese mit unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren sowie mit und ohne FSAP-Gabe auf mikroskopischer Ebene
histologisch und immunhistologisch hinsichtlich der GefalRneubildung untersucht.

Unsere in-vivo Vorversuche lieferten bereits relevante Ergebnisse, dass FSAP in
der Lage ist, das Wachstum von pankreatischen Tumorzellen in einem Maus-Tumor-
Modell zu hemmen. Aufgrund dieser vorliegenden Ergebnisse wurde in dieser Arbeit
zudem die direkte Wirkung von FSAP auf die pankreatische Tumorzelllinie, BxPC3,
untersucht.

Daneben stellte sich die Frage, welchen Effekt FSAP auf Tumorzellen hat. Die
molekularbiologische bzw. enzymatische Ausstattung von BxPC3-Zellen wurde
hinsichtlich ihrer Aktivitat bzw. Genexpression von uPA, tPA, PAI-1, MMP-2/-9, TIMP-
1/-2 sowie von p44/42 MAPK nach FSAP-Gabe mit proteinbiochemischen und
molekularbiologischen Verfahren untersucht.

Die ermittelten Ergebnisse wurden einerseits auf zellularer bzw. auf in-vivo Ebene
fur sich selber betrachtet und andererseits beiden Ergebnisse gegenlbergestellt. Die
vorliegende Arbeit sollte die klinische Relevanz von FSAP hinsichtlich seiner
antiangiogenen Funktion in einem Maus-Matrigel-Modell naher charakterisieren,

objektivieren und quantifizieren.
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Daraus resultierten folgende Fragestellungen:

. Welche Plasminogen-Aktivierung oder MMP-Aktivitaten Iasst sich in einer

Tumorzelle (BxPC3) nach FSAP-Stimulierung nachweisen?

. Zeigen diese Zellen eine FSAP-dosisabhangige Aktivitatsanderung und

wie zeichnet sich dies in der Proteinmenge sowie Genexpression ab?
Fuhrt FSAP zu einer vermehrten Phosphorylierung von ERK 1/2 und/ oder

Tyrosinresten in den BxPC3-Zellen?

. Welchen antiangiogenen Einfluss hat FSAP unter in-vivo Bedingungen bei

der WT-Maus?

. Welche Veranderung zeigt die Angiogenese bei der uPA™- und

uPAR”-Maus mit und ohne FSAP-Stimulierung?
Lasst sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen FSAP-Stimulierung

in der WT-Maus und in den Knockout-Mausen ermitteln?

. Wird die FSAP-Funktion hinsichtlich der GefalRantwort Uber uPA- oder

uPAR Ubermittelt?
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2,

2.1

Tab. 1: Chemikalien.

Materialien

Chemikalien

Beschreibung Produktname Firma Firmensitz

B-Mercapto- B-Mercaptoethanol Sigma Taufkirchen

ethanol

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Roth Karlsruhe

Agarose Agarose NEEO Ultra-Qualitat, Roth Karlsruhe
ROTI GAROSE

Agarose fur Agar Noble 2,5 % Difco Laboratories | Detroit, USA

Zymographie

Agarose-Film GelBond Film (Agarose gel Cambrex Rockland, USA
support medium)

Aprotinin Antagosan® Roche Bern, Schweiz

bFGF basic Fibroblast Growth Factor Invitrogen Karlsruhe
(human, recombinant, lyophilised)

BSA Bovine serum Albumin Sigma Taufkirchen
(Minimum 98%)

DAPI Vectashield Mounting Medium mit | Linaris biolog. Wertheim-
DAPI Produkte Bettingen

DePeX Gurr DePeX mounting medium Merck Darmstadt
(Gurr, BDH)

DNA- Marker Mass Ruler DNALadder,low range | Fermentas St. Leon-Rot

Druckerpapier fir | Thermopapier Mitsubishi Hatfield,

Gel-Dokumentation England

EiweilR-Glycerin Eiweil — Glycerin 3T 012 Division — Chroma | Minster

Eosin Eosin G Certistain® Merck Darmstadt

Essigsaure Acetic acid (glacial), Merck Schwalbach
100% anhydrous

Ethidiumbromid Ethidium bromide solution Sigma Taufkirchen

Filtereinheit zum Centrifugal filter devices, Amicon Millipore Bedford, USA

Konzentrieren

Formaldehyd Formaldehyd-Losung 3,5 - 3,7% | Otto Fischar Saarbriicken

Gelatine Gelatin, 2%Solution Type B: Sigma Taufkirchen

From Bovine Skin
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Gelmembran Gel Blotting Papier Schleicher&Schue | Dassel
Il BioScience
Gentamycin Gentamycin Promocell Heidelberg
Glycerin Glycerin Rotipuran Roth Karlsruhe
Hamalaun Mayer's Hamalaun Merck Darmstadt
Heparin Heparin-Natrium-250001.E / 5ml Ratiopharm Ulm
Hyperfilm Hyperfilm Amersham Freiburg
Biosciences
Isobutanol 2-Methyl-1-propanol Rotipuran Roth Karlsruhe
Isofluran Isoflurane® Baxter USA
Matrigel growth factor reduced Matrigel™ BD Biosciences Bedford, UK
Matrix (Matrigel™ Basement
Membrane Matrix)
Milchpulver Skim-Milk-Powder Fluka Taufkirchen
Natriumpyruvat Na-pyruvat Gibco Karlsruhe
Natriumortho- Natriumorthovanadat Sigma Taufkirchen
vanadat
Objekttrager Super Frost® Plus Objekttrager R. Langenbrinck | Emmendingen
(geschliffen, Mattrand)
Paraffin Paraffin 46 — 48°Celsius Merck Darmstadt
Schmelzpunkt, Blockform
PDGF-BB Platelet derived growth factor-BB | R&D Systems Wiesbaden
Penicillin/ Penicillin/ Streptomycin GIBCO Karlsruhe
Streptomycin
Penicillin- Penicillin-Streptomycin-Glutamine | Gibco-BRL Paisley,
Streptomycin- Schottland
Glutamine
Plasminogen humanes Plasminogen Haemochrom Essen
PMA Phorbolmyristatacetat Sigma Taufkirchen
PPACK Phe-Pro-Arg-Chloromethylketon Calbiochem Bad Soden
Proteinase K Proteinase K Qiagen Hilden
Proteinkonzen- Centricon, 10.000 NMWL MILLIPORE Schwalbach
trierungssaulen (nominal molecular weight limit)
Proteinmarker PageRuler prestained Protein- Fermentas St. Leon-Rot
Ladder
PVDF- Transfer Hybond-P PVDF Membrane Amersham Freiburg
Membran Biosciences
RNA-Marker MassRuler™ RNA Ladder, Low Fermentas St.Leon-Rot

Range/High Range
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TEMED TEMED Roth Karlsruhe
(Tetramethylethylendiamin)
Trypsin/EDTA Trypsin/EDTA (10x) Invitrogen Karlsruhe
VEGF VEGF 165, recombinant R&D Systems Wiesbaden
2.2 Gerate
Tab. 2: Gerate.
Beschreibung Geratename Firma Firmensitz
Fluoreszenzmikroskop Immunfluoreszenzmikroskop | Leica DMR Wetzlar
HC (20x/0,50) Microsysteme
Vertrieb
Gel-Aufnahme Transluminator BioRad Minchen
Gel-Dokumentation Gel Doc2000 BioRad Minchen
Documentation System
Mikroskop H&E-Farbung | Mikroskop Dialux 20 Leitz Wetzlar
Mikroskopkamera Mikroskopkamera (RT Slide | Visitron Systems | Puchheim
Diagnostic instruments, inc.)
SPOT
Mikrotom Rotationsmikrotom Mikrovid Ense
Biocut 2030 Reichert & Jung
Paraffingerat Tissue Embedding Center Vogel (Med. Gielden
(Einbettautomat) (Tissue Teck I, 6300) Technik und
Elektronik)
PCR-Gerat PCR MWG Primus MWG Biotech AG | Martinsried
PCR-Themocycler PCR Biometra, T-Gradient | Biometra Gottingen
RNA- Gene Quant pro-RNA/DNA | Amersham Freiburg
Konzentrationsmesseung | Calculator (Photometer) pharmacia biotech
Spannungsgeber Power Pac 1000 BioRad Minchen
SDS-PAGE
Zentrifuge | Labofuge 400R Heraeus Hanau
Zellsplitting Instruments
Zentrifuge Il Rotina 46R Hettich Nierstein
Centricons Zentrifugen
Zentrifuge I Mikro20 Hettich Nierstein
RNA-Isolierung Zentrifugen
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2.3 Kommerzielle Kits

Tab. 3: Kommerzielle Kits.

Beschreibung Kit-Name Firma Firmensitz

BrdU-Proliferationsassay | Cell Proliferation Reagent Roche Mannheim
WST-1 Diagnostics

cDNA-Synthese SuperScript™ First-Strand Invitrogen Karlsruhe
Synthesis System for RT-
PCR

DNA-Polymerase Hot Star Tag® DNA Qiagen Hilden
Polymerase 250 units

Film-Entwicklerldsung ECL-Plus Western Blotting | Amersham Freiburg
Detection System Biosciences

Gelfarbung Coomassie blue staining kit | Invitrogen Karlsruhe
R 250 (brilliant blue)

Nukleotidmischung dNTP Mix F-560XL Finnzymes Espoo, Finland

RNA-Aufreinigungskit Rneasy Mini Kit Qiagen Hilden

2.4 Puffer und Losungen

¢ Blotpuffer: Tris (0,02M), Glycin (0,15M), Methanol (20%)

+ Entfarber: Propanol (30%), Essigsaure (5%)

+ HBS (11x, ph 7,4): NaCl (1,31M), KCI (44mM), Glucose (121mM), Hepes
(220mM)

+ HE-Puffer (pH 4.5): Arginin (0,2M), Lysin (0,2 M), NaCl (0,3M), Na-Citrat (0,005M)
¢ Inkubations-Puffer : Triton X-100 (1%), Tris (ph 7.6, 50 mM), CaCl, (10 mM), ZnCl,
(1 uM), NaN3 (0,1%)

+ Ladepuffer (4x Sample Buffer=SB) : Sammelgelpuffer (25%), SDS (5%), Glycerin
(40%), Bromphenolblau (Spatelspitze)

+ Laufpuffer (5X SDS running-buffer): Tris (0,125M), Glycin (1,25M), SDS (0,5%)

¢ PBS (11x, pH 7,4): NaCl (1,5M), KCI (0,03M), Na2HPO4 x 2H20 (0,09M), KH2PO4
(0,02M)

+ Proteinlysepuffer (pH7.5): NaCl (100mM), EDTA (2mM), Triton-X-100 (1%), Tris
(20mM), R-Glycerophosphat (10mM), NaF (5mM)

+ Sammelgelpuffer (pH6.8): Tris (1M), SDS (0,49%)
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¢ Stripping buffer | (pH 2.8): Glycin (200mM), Tween 20 (0,1%)

+ Stripping buffer Il (pH 9.0): Glycin (200mM), NaCl (200mM), Tween 20 (0,1%)

+ TAE-buffer (1x): Tris (0,04M), Essigsaure (0,02M), EDTA (0,001M)
¢ TBS (Tris-buffered-saline, 1x): Tris (25mM), NaCl (0,15M), KCI (0,003M)

¢ TBS-T (Tris-buffered-saline-Tween, 1x): Tris (25mM), NaCl (0,15M), KCI (0,003M),

Tween 20 (0,1 %)

¢ Trenngelpuffer (pH 8.8): Tris (1,5 M), SDS (0,4 %)
¢ Tris-EDTA-Puffer (pH 9.0) : Tris (10mM), EDTA (1mM), Tween 20 (0,05 %)
¢ Triton-Wasch-Puffer: Triton X-100 (2,5%), Tris (ph 7.6, 50mM), CaCl, (10mM), ZnCl,

(1uM)

2.5 Antikorper

Tab. 4 : Antikorper.

Antikorperbeschreibung Firma Firmensitz

Affinity Purified Anti-Mouse CD31 eBioscience Frankfurt am Main

(PECAM-1)

Affinity Purified Anti-Mouse CD34 from Rat | eBioscience Frankfurt am Main

Maus Anti-Aktin Sigma Taufkirchen

Maus Anti-human FSAP American Pfungstadt
diagnostica

Rabbit Anti- human uPA American Pfungstadt
diagnostica

FITC™-conjugated Anti-mouse-IgG Dianova Hamburg

FITC™-conjugated Anti-rabbit-IgG (H+L) Dianova Hamburg

FITC™-conjugated Anti-rat-IgG (H+L) Dianova Hamburg

Lectin (FITC labeled from Bandeiraea Sigma Taufkirchen

simplicifolia-1)

Monoclonal Anti-Actin, o-Smooth Muscle- | Sigma Taufkirchen

Cy3™ antibody produced in mouse

(Indocarbocyanin)

Monoclonal mouse-anti-MAPK p42/44- Cell Signaling Danvers, MA, USA

antibody Technology®

Monoclonal mouse-anti-Phosphotyrosin- Cell Signaling Danvers, MA, USA

antibody Technology®

Polyclonal rabbit anti-goat

Dako Cytomation

Hamburg
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Immunoglobulins/HRP, rabbit anti-human
VWF, rabbit anti-mouse Ig/HRP, rabbit anti-
sheep Ig/HRP, swine anti-rabbit Ig/HRP

Purified Rat Anti-Mouse CD31 (PECAM-1) | BD Pharmingen Heidelberg
Monoclonal Antibody

Purified Rat Anti-Mouse CD34 Monoclonal | BD Pharmingen Heidelberg
Antibody

Purified Rat Anti-Mouse CD45 Monoclonal |BD Pharmingen Heidelberg
Antibody

Purified Rat Anti-Mouse PECAM-1 (CD31) | emfret Analytic Eibelstadt
Monoclonal Antibody

Rabbit Polyclonal Antibody CD31 Dianova Hamburg
Rat Anti-Mouse CD117 (2B8, cKIT) BD Pharmingen Heidelberg
Rat Anti-Mouse Ly-6A/E (Sca-1) BD Pharmingen Heidelberg
Rhodamine Red™-X-conjugated Affini pure | Dianova Hamburg
F(ab’), Fragment Donkey anti-rabbit-IgG

(H+C)

Streptavidin FITC BD Pharmingen Heidelberg
2.6 Zellmedien und Seren

Tab. 5: Zellmedien und Seren.

Beschreibung Firma Firmensitz
DMEM (Dulbecco’s modified eagle Invitrogen Karlsruhe
medium)

ECBM (Endothelial Cell Basal Medium) Promocell Heidelberg
Fetal Bovine Serum Perbio Science Bonn
RPMI 1640 Invitrogen Karlsruhe
2.7 Zellen

¢ BxPC3-Zellen: Zellen vom humanen Pankreaskarzinom (Adenokarzinom)

Die Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. llhan Celik, Experimentelle Chirurgie

Philipps-Universitat Marburg, zur Verfigung gestellt.
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3. Methoden

3.1 Zellkulturtechniken

3.1.1 Auftauen von Zellen

Fir die nochmalige Kultivierung wurden die in -196°C flissigem Stickstoff
aufbewahrten BxPC3-Zellen (pankreatische Tumorzellen, Adenokarzinom) in einem
37°C warmen Wasserbad langsam aufgetaut. Danach wurden die BxPC3-Zellen in ein
schon vorher mit RPMI 1640 Vollmedium, zugesetzt mit 1mM Natriumpyruvat, 10%
FCS und jeweils 1% Penicillin, Streptomycin und Glutamin, vorbereitetes steriles 15 ml
Roéhrchen langsam Uberfuhrt. AnschlieRend wurde es bei 2000 rpm 5 min mit Bremse
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt. Das
Zellsediment (Pellet) wurde erneut mit RPMI 1640 Vollimedium aufgenommen und auf
einer 10 cm Petrischale ausplattiert. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C in

einer Atmosphare von 5% CO, aufbewahrt.

3.1.2 Splitting von Zellen

Die Subkultivierung der Zellen wurde im Abstand von 3 Tagen vorgenommen. Nach
zweimaligem Waschen mit 10 ml 1xHBS wurden die Zellen flr 10 s mit 2 ml Trypsin-
EDTA-L6sung behandelt. Nach dem Absaugen der Losung wurden die Zellen erneut
mit 2 ml Trypsin-EDTA-L6sung behandelt und flr 5 min in den Brutschrank bei 37°C in
einer Atmosphéare von 5% CO, aufbewahrt. Durch leichtes Klopfen l6sten sich die
Zellen von der Platte ab. Zum Neutralisieren des Trypsins und zum Stoppen des
Trypsinverdaus wurden 8 ml RPMI 1640 VM in die Petrischale gegeben, die gelbsten
Zellen in ein 15 ml Réhrchen dberflhrt und bei 1000 rpm 5 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 10 ml RPMI 1640 VM gemischt und in einer 1:5 Verdinnung jeweils auf eine

neue Petrischale ausplattiert.
3.1.3 Stimulation und Praparation von Zellen

Der konfluente Monolayer wurde einmalig mit 3 ml RPMI 1640 SF-Medium (BxPC3)
und mit Endothelial Cell Basal Medium gewaschen. Anschlielfend wurden erneut 3 ml

SF-Medium auf die Zellen gegeben. Durch die Zugabe von SF-Medium werden die

zellularen  Stoffwechselaktivititen reduziert, sowohl Wachstums- wie auch
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Produktivitatseigenschaften auf ein Basalniveau minimiert. Zur Stimulation der Zellen
wurden die Testsubstanzen jeweils auf die Zellen gegeben und im Brutschrank bei
37°C in einer Atmosphare von 5% CO, 24 h aufbewahrt. Die BxPC3-Zellen wurden
folgendermalden stimuliert:

Die Monolayer wurden mit 10 ug/ml scFSAP, 10 ug/ml FSAP-Puffer (HE = High-
End-Puffer, Kontroll-Puffer) und der Positivkontrolle (100 ng/ml PMA) tber Nacht bei
37°C inkubiert. Eine Negativkontrolle ohne Stimulation ist mitgelaufen.

Nach der Inkubation wurde jeweils der Uberstand und der Extrakt getrennt. Dabei
wurde der Uberstand durch Zentrifugation, Konzentrationsverfahren mit amicon
concentrated tubes und 4xSDS-Probenpuffer vorbereitet. Dem Extrakt wurde nach
zweimaligem Waschen mit HBS einmalig 4xSDS-Probenpuffer hinzugegeben. Nach
Beendigung dieser Prozedur wurde der Uberstand und der Extrakt in zwei

verschiedene Eppendorftuben Uberflihrt und bei -20°C aufbewahrt.

Nach dem Splitting (1:5) der BxPC3-Zellen wurden jeweils 450 ul RPMI 1640 VM
und 50 ul Zellsubstanz in die zentralen 8 Vertiefungen (inner wells) einer 24 well-Platte
hineinpipettiert. Nach vier Tagen Wachstumszeit wurden die Zellen mit 500 ul RPMI
1640 SF-Medium gewaschen und fur die Stimulation erneut 300 ul RPMI 1640 SF-
Medium hinzugegeben. ScFSAP und HE-Puffer wurden in einer absteigenden
Konzentration (20-10-5-2-0,5-0,2 ug/ml) hinzugegeben und fir 24h bei 37°C inkubiert.
Nach 24 h wurden die Uberstande (300 ul) in die beschrifteten Eppendorftuben
Uberflhrt und mit 4x SDS-Probenpuffer (100 ul) versetzt.

50 ul der jeweils vorbereiteten Proben wurden zum Schluss in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und fir Proteaseaktivitatstests (Zymographie) bzw. Western Blot

verwendet.

Um die MAPK- und die Tyrosin-Phosphorylierung der BxPC3-Zellen nach der
Stimulation durch verschiedene Substanzen zu zeigen, wurden erneut wie oben
beschrieben 2 mal 24-well Platten vorbereitet. Eine Eppendorftube (Endvolumen 450
ul) wurde mit RPMI 1640 SF-Medium, 10 ug/ml Heparin und 0,1%igem BSA versetzt
und anschlielend jeweils mit einem Stimulus fir 1 h bei 37°C vorinkubiert. Nach der
einstindigen Vorinkubation der Stimuli wurde das Medium der Zellen abgesaugt und
200 pl pro Vertiefung (8 inner wells) hineinpipettiert. Die Platte 1 wurde fir 10 min, die
Platte 2 fur 30 min bei 37°C inkubiert. Hier wurde eine FSAP-Konzentration von 12
ug/ml gewahlt.
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Nach Ablauf der Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt, 100 ul 1x SDS-
Probenpuffer und 1 mM Orthovanadate in eine Vertiefung hineinpipettiert.
Orthovanadate hemmt die Phosphorylierung zellularer Proteine. Anschlielend kamen
die Platten fur 30 min bei 4°C auf den Schwenktisch. Vor der Durchfihrung von

Western Blot wurden die Proben fur 10 min gekocht.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) fur Casein- und Gelatine-

Zymographie sowie Western Blot

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) ist eine analytische Methode zur Trennung von Proteinen im
elektrischen Feld. Als Trennmedium wird ein Gel auf Polyacrylamidbasis verwendet,
das 10 cm breit, 4,5 cm hoch und 1 mm dick ist. Zu den einzelnen Proteinproben
wurde jeweils 1x SDS-SB (Probenpuffer) hinzugegeben und bei 95°C erhitzt. SDS-SB
dient zur Trennung von Wasserstoffbricken (Denaturierung) und fur eine einheitliche
negative Ladung der Proteine. Die vorbereiteten Gele werden in den Laufpuffer
(Laemmli 1970) eingelegt. Die denaturierten Proben werden im Anschluss in separate
Kammern des Polyacrylamidgels geladen. Zusatzlich wird zur Bestimmung des
Molekulargewichts ein GréRenmarker zur eindeutigen ldentifizierung der Proteine nach
Molekulargewicht (kDa = Kilodalton) aufgetragen (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Fermentas). Nach angelegter elektrischer Spannung mit einer konstanten
Stromstarke von 50 mA pro Gel fur 90 min findet die Wanderung der negativ
geladenen Proben in Richtung des Plus-Pols statt. Das Ende der vertikal gerichteten
Auftrennung der Proteine zeigt das Erreichen des Indikators Bromphenolblau am
unteren Rand des Gels an. Die aufgetrennten Proteine auf den Gelen wurden
anschlielend fir Casein-Zymographie, Gelatin-Zymographie und Western Blot-

Analyse verwendet.

3.2.2 Detektion von Proteinen mit der Western Blot Methode

Neben Silber- und Coomassie-Blau-Farbung kénnen elektrophoretisch getrennte

Proteine auch immunologisch sichtbar gemacht werden. Die Methode Western Blot
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(Burnette 1981) bezeichnet den Transfer (Blotten) von Proteinen auf einer Membran.
Dabei werden die negativ geladenen Proteine zum Gel angelegter Spannung auf eine
Membran transferiert (Towbin et al. 1979). Die Transferrichtung erfolgt von der
Kathode zur Anode.

Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, wurden die stimulierten Zellen (BxPC3-Zellen)
auch immunologisch mittels Western Blot untersucht.

Als erstes wurden die bendtigten PVDF-Transfermembrane (Hybond-P) in
Methanol getrankt, mit ddH,O ausgewaschen und anschlieRend in eine Schale mit
Blot-Puffer eingelegt. Nach vorgeschriebener Reihenfolge wurde jeweils ein Gel, auf
der sich durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteinproben befinden, zusammen mit einer
Transfermembran, zwei Blot-Papieren und zwei Blot-Schwammchen zu einem
.Blotsandwich® luftblasenfrei zusammengeflgt. Dieses Blot-Halterungsgitter wurde in
eine Transferkammer eingesetzt und die Transferierung bei einer konstanten
Spannung von 100 V (Power Pac 1000) fr 90 min durchgefuhrt.

Direkt nach dem Transfer der Proteine wurden die PVDF-Membrane 1 h mit 5%
Milchpulver (skim milk powder, Fluka) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blocken, da sonst die Problematik besteht, dass die hinzugegebenen Antikorper sich
an nicht gesattigte Bindungsstellen binden und dadurch die Sensitivitat und die
Spezifitat der Methode erheblich reduzieren. Nach dem Blocken wurde der
Primarantikorper hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Roller inkubiert.
Nach dreimaligem Waschvorgang und einmaliger Spllung auf dem Schwenktisch mit
TBS-Tween wurde der Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte Sekundarantikdrper
hinzugegeben und eine Stunde konstant gerollt. Nach drei weiteren Waschschritten mit
TBS-Tween wurde die spezifische Bindung der Antikdrper an die Epitope mit dem
ECL-Kit (enhanced chemi lumineszenz) sichtbar gemacht. Das Chemilumineszenz-
Substrat fur das Enzym HRP (Horse-Radish-Peroxidase) ist Luminol. Dabei katalysiert
HRP die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, so dass anschliel3end eine
Lumineszenz detektiert werden kann. Das erzeugte Licht ist dann in der Lage, einen
Roéntgenfiim zu schwéarzen und dadurch die spezifischen Bindungsstellen der

hinzugegebenen Antikorper optisch sichtbar zu machen.

3.2.3 Stripping von Western Blot-Membranen (fir die Zweit-Detektion)

Vor der Detektion von anderen Antigenen missen die PVDF-Membrane vorher

behandelt werden. Zur Entfernung von Primar- und Sekundarantikérpern bzw. anderen

Lésungsresten wurden die Blot-Membrane in 100 ml Stripping buffer (pH-Wert 2.8) flr
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30 min auf dem Schwenktisch inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-Tween
wurden sie erneut mit 100 ml Stripping buffer (pH-Wert 9.0) fir 30 min inkubiert. Das
Blocken wurde mit 5% Milchpulver durchgefuhrt.

3.3 Untersuchungen der Proteasenaktivitat

3.3.1 Casein-Zymographie

Mit Hilfe der Zymographie lasst sich die Aktivitdt von Proteasen (Zymogen =
inaktive Enzymvorstufen) bildhaft (griechisches Verb ,graphein® = schreiben)
darstellen. Dieses Verfahren setzt aber eine SDS-PAGE voraus, wobei die
Proteingemische nach ihrer Grofie elektrophoretisch aufgetrennt sein missen.

Casein ist ein in Milch vorkommendes Eiweils. Mit der Casein-Zymographie wurde
anhand der Proteinverdauung die Aktivitat der Plasminogenaktivatoren uPA
(,urokinase-type plasminogen activator”) und tPA (,tissue type plasminogen activator”)
bestimmt. Dabei wird durch die Hydrolyse einer Arginin-Valin-Bindung das
Plasminogen (PSG) zu Plasmin katalysiert. Die Endopeptidase Plasmin ist jetzt in der
Lage, u.a. das Substrat Casein, ein phosphorhaltiges Milchprotein, abzubauen (Abb.
6). Dieser Prozess ist als eine dunkle Bande auf dem Gel bzw. auf der Casein-
Unterlage makroskopisch zu sehen. Mit der Dunkelfeld-Beleuchtung (dark field
illumination) hat man die Moglichkeit diese dunklen Banden (,presence of zones of
lysis®, Lysehof) vor der eigentlichen Dokumentation (Transluminator, Gel Doc 2000,
BioRad) zu betrachten. Die Zusammensetzung fur zwei Gele ist in der Tab. 6

dargestellt.

Tab. 6: Zusammensetzung fir zwei Gele (Casein-Zymographie und Western Blot).

10% Trenngel 5% Sammelgel

3,75 ml Trenngelpuffer (4x) 1,25 ml Sammelpuffer (4x)
5,02 ml Acrylgel (30%) 0,83 ml Acrylgel (30%)
6,22 ml ddH,0 2,85 ml ddH,0

100 ul APS 50 ul APS

10 ul Temed 5 ul Temed

33




3 Methoden

PSG-Aktivatoren (PA)

Intrinsische PA: F XI, F XII, Prakallikrein
Extrinsische PA: uPA (Urokinase), tPA (Gewebe-PA)
Therapeut. PA: Streptokinase, rt-PA

Plasminogen (PSG, Bildungsort:Leber)

_ Casein
Plasmin
@ Abbau

PSG-Aktivator-Inhibitoren (PAI)

Extrinsische Hemmstoffe: PAI-1, PAI-2
Intrinsische Hemmstoffe: o2-Makroglobulin, C1-
Esteraseinhibitor

Synthet. Hemmstoffe: Epsilonaminocapronsaure

Abb. 6: Plasminogenaktivierung und -hemmung. Das Plasminogen wird in der Leber gebildet.
Im Rahmen der Casein-Zymographie konnen die Aktivatoren (z.B. uPA) Plasminogen in die
aktive Form Plasmin Uberfihren, welches das Casein abbaut. Die PSG-Aktivator-Inhibitoren

(zB. PAI-1) unterbinden diesen Prozess.

Zur Durchfuhrung der Casein-Zymographie wurden stimulierte Zellen verwendet.
Die Proteinproben wurden nach der Stimulation (Kap. 3.1.3) bei -20°C gelagert.

Nach der Auftrennung der Proteinproben mit SDS-PAGE wurden die Gele zuerst
zweimal mit 2,5%igem Triton X-100 fr 10 min zur Entfernung von SDS aus dem Gel
und anschliefsend zweimal mit PBS flr 10 min gewaschen. Wahrenddessen wurde die

Casein-Plasminogen-Matrix vorbereitet (Tab. 7).

Tab. 7: Zusammensetzung der Casein-Plasminogen-Matrix (Underlay).

underlay
8% Milchpulver in PBS
500 U/ml Penicillin

200 pg/ml Streptomycin
1xPBS
2,5% Agar Noble (Difco) in H,O

40 pg/ml humanes Plasminogen
10% Natriumazid (NaN3;)

Unter sterilen Bedingungen wurde eine 8%ige Milchldsung vorbereitet. Zusatzlich
wurde in die Milchlésung Penicillin und Streptomycin zur Keimreduzierung

hinzugegeben. Die Tuben wurden wahrend der ganzen Prozedur in ein 43°C
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erwarmtes Wasserbad gestellt. AnschlieRend wurden nacheinander 2,1 ml 1xPBS,
100 pl Natriumazid, 2,4 ml Plasminogen und zum Schluss das in der Mikrowelle zum
Kochen gebrachte 2,5%ige Agar Noble (3 ml) in die 15 ml-Falcon-Tuben
hinzugegeben. Auf die 40°C vorgeheizte und mit einer Libelle geeichten Platte wurde
ein GelBond Film® (agarose gel support medium) gelegt. Direkt danach wurde die
Lésung schnell und gleichmafig mit einer 10 ml Einwegpipette horizontal auf den
GelBond Film® aufgetragen. Nach 5-10 min ist die aufgetragene Losung bei
Raumtemperatur polymerisiert. Nach dem Waschvorgang wurde ein Gel auf die
Casein-Plasminogen-Matrix (Underlay) gelegt und in einer Schale mit feuchten
Tuchern aufbewahrt. Diese Schale wurde mit einer Klarsichtfolie (Saran Wrap) bedeckt
und danach bei 4°C uUber Nacht inkubiert, so dass die Plasminogenaktivatoren (UPA
und tPA) langsam vom Gel in die darunterliegende Matrix bzw. Underlay diffundieren.
Am darauffolgenden Tag wurde die Schale bei 37°C inkubiert, und die langsam
auftretenden Lysebanden regelmafig am gleichen Tag mit einem Transluminator

dargestellt und mit dem Gel Doc 2000 Software dokumentiert.

3.3.2 Gelatine-Zymographie

Mit der Gelatine-Zymographie wurden anhand der Verdauung von Gelatine die
Aktivitaten von MMP-2 und MMP-9 (Matrixmetalloproteasen) bestimmt. Im Gegensatz
zur Casein-Zymographie enthalt das Gel zusatzlich als Substrat 0,2%ige Gelatine.

Die in Kapitel 3.1.3 erwahnten stimulierten pankreatischen Tumorzellen wurden auf
ihre  MMP-Aktivitat untersucht. Analog zur Casein-Zymographie mussten vor
Durchfuhrung der Gelatine-Zymographie die Proteinproben elektrophoretisch getrennt
werden. Um die MMPs zu aktivieren, wurden die Gele mit den getrennten Proteinen
dreimal fur 1 min in ddH,O gewaschen. Dann wurden sie erneut dreimal flr 15 min in
Triton-Wasch-Puffer gespilt und anschlieRend fur 2 Tage im Inkubations-Puffer bei
37°C inkubiert. MMPs sind langsam aktivierbare Proteasen. Nach der Inkubation
wurden die Gele zur Sichtbarmachung der Proteine mit Coomassie brilliant blue R-250
fur 1 h auf dem Schwenktisch gefarbt. Im Anschluss wurden die blau gefarbten Gele
mit einem Entfarber fur 2-3 h entfarbt. Unter dem Transluminator wurden die weifen
Zonen (zones of clearing) des Gels dargestellt und mittels Gel Doc 2000 Software

dokumentiert. Die Tabelle 8 zeigt die Zusammensetzung der Gele.
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Tab. 8: Zusammensetzung fiur zwei Gele (Gelatine-Zymographie).

8% Trenngel 5% Sammelgel

3,75 ml Trenngelpuffer (4x) 1,25 ml Sammelpuffer (4x)
4 ml Acrylgel (30%) 0,83 ml Acrylgel (30%)

5,8 ml ddH,0O 2,85 ml ddH,0

1,5 ml Gelatine (Stocklésung 2%) 50 ul APS

100 ul APS 5 ul Temed

10 pl Temed

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA-Isolation (BxPC3) : quantitative Genexpressionsanalyse

Die Isolation der Gesamt-RNA nach den Angaben des Herstellers (RNeasy Mini
Kit) wurde aus konfluenten Schalen mit den BxPC3-Zellen durchgefihrt. Die
quantitative Analyse soll die Genexpression der stimulierten Zellen zeigen.

Vor der RNA-Isolation wurden die pankreatischen Tumorzellen stimuliert. Die
Zellen wurden zweimal mit HBS gewaschen. AnschlieRend wurde 10 ml RPMI 1640
SF-Medium fir die Tumorzellen in die Petrischale hineinpipettiert. Nach 24 h im
Inkubationsschrank bei 37°C wurden die Zellen fur 2,5 bzw. 5 Stunden mit FSAP (10
ug/ml), PMA (100 ng/ml) und mit dem FSAP-Puffer stimuliert. Eine Negativkontrolle

ohne Stimulation ist mitgelaufen.

Aus den stimulierten Zellen wurde das biologische Ausgangsmaterial (Zellpellet)
verwendet und zur RNA-Isolation, RNA-Quantitatsmessung, RNA-Qualitdtsmessung
und RT-PCR eingesetzt. Das Pellet wurde durch Zugabe von RLT-Puffer und -
Mercaptoethanol lysiert und mit QlAshredder Spinsaule homogenisiert. Durch die
Zugabe von 1 Volumen 70%igem Ethanol zum homogenisierten Lysat wurden optimale
Bindungsbedingungen der RNA an die RNeasy Silicagel-Membran hergestellt.
AnschlieRend wurde die gewonnene Probe auf eine RNeasy Mini-Saule aufgetragen
und 15 s bei > 10.000 rpm in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Die Gesamt-RNA
bindet dabei an die Silicagel-Membran (selektive Bindungseigenschaften), wahrend
nicht erwlinschte Materialien durch die Zentrifugation effektiv ausgewaschen werden.
Far die Elution der gebundenen RNA wurde 40 ul RNAse-freies Wasser direkt auf die
RNeasy Silicagel-Membran pipettiert und nach 10 min Wirkdauer fur 1 min bei Uber

10.000 rpm zentrifugiert.
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3.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration mit dem GeneQuant-Photometer

Die Bestimmung der RNA-Konzentration (ng/ul, Quantitdtsmessung von totalem
RNA) wurde bei 260 nm und bei 280 nm mit dem GeneQuant-Photometer
durchgefuhrt. Zur Verdinnung der RNA (1:40) wurde steriles Wasser (Ultra pure
Water) genommen. Die photometrisch gemessene optische Dichte (O.D.) bei 260 nm
ist ein Maf fur den Nukleinsduregehalt und bei 280 nm ein Mal} fur den Proteingehalt.
Eine Klvette mit sterilem Wasser diente dabei als Referenzwert. Das Verhaltnis
OD2¢o/OD,gq wurde zur Reinheitsprifung der RNA-Losung bestimmt. Dieser sollte

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.4.3 RNA-Qualitatsmessung

Um die Reinheit der RNA sichtbar darzustellen, wurde eine Horizontal-
Gelelektrophorese angewendet. Hierdurch lassen sich zusatzliche Informationen Uber
etwaige Kontaminationen mit RNA- oder DNA-Abbauprodukten gewinnen. Vor
Benutzung der Gel-Apparaturen fir die Gelelektrophorese wurden sie alle mit
Wasserperoxid gereinigt. Als Trennmedium diente ein 2%iges Agarose-Gel (Agarose
NEEO Ultra-Qualitat, Roth). Hier wurden 2 g Agarose in einer Flasche mit 100 ml TAE-
Puffer in der Mikrowelle zum Kochen gebracht, davon 50 ml in ein Gefald gegossen
und nach sehr kurzer Abkuhlung 5 pl Ethidiumbromid (1 wl/10 ml Puffer)
hinzugegeben. Diese wurde sofort in die horizontale Vorrichtung gegossen. Nach 25
min Wartezeit bis zum Polymerisieren des Gels wurde es komplett mit dem TAE-Puffer
Uberdeckt und direkt danach 1 ul der Gesamt-RNA mit 1 ul RNA-Probenpuffer (zum
Sichtbarmachen der Probe wahrend der Trennung) und 4 ul sterilem Wasser verdunnt.
Davon wurden 5 ul in eine Geltasche mit einer Pipette gespritzt. In eine andere Tasche
wurden 5 pl RNA-Marker (RNA Ladder High Range) pipettiert. Eine konstante
elektrische Spannung von 90 V (nach Lange der Elektrophoresekammer: 5 Volt/cm)
trennte die aufgetragenen Proben auf. AnschlieBend konnten mittels UV-Licht
Ethidiumbromid-gebundene Nukleinsauren sichtbar gemacht werden. Hierbei zeigen
sich klar abgegrenzte Banden mit jeweils den 18 und 28 Svedberg Untereinheiten der
rRNA.
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3.4.4 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion: Prinzip der RT-PCR

Bei der RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion) werden zwei
verschiedene Methoden der Molekularbiologie kombiniert, um auf Transkriptionsebene
die Genexpression nach Stimulation von Zellen oder Geweben zu analysieren. Da bei
der Transkription RNA aus DNA synthetisiert wird, muss zuerst eine reverse
Transkriptase, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, eingesetzt werden, um die RNA
in cDNA (complementary DNA) umzuschreiben. Die cDNA dient danach als Matrize fur
die Amplifikation von spezifischen Sequenzen. Nach der Vervielfaltigung werden die
RT-PCR-Produkte elektrophoretisch in einer Horizontal-Gelelektrophorese nach ihrer
GroRe aufgetrennt und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid unter dem
Transluminator (UV-Licht) sichtbar gemacht.

Die Gesamt-RNA aus den pankreatischen Tumorzellen wurde mit RNeasy Mini
Kit (Quiagen) isoliert. Die Stimulation der Zellen wurde bereits in Kapitel 3.1.3 erwahnt.
Mit dem SuperSript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) wurde
nach Herstellerinformation aus RNA cDNA synthetisiert.

Alle RNA-Proben wurden zuerst durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
gemischt und kurz abzentrifugiert. Tab. 9 zeigt die benutzten Substanzen und deren
Mengenangaben. Die Endkonzentration der Gesamt-RNA in einer sterilen PCR-
Eppenddorftube fliir die cDNA-Synthese war abhangig von deren Ausbeute und wurde
jedes Mal neu berechnet. Das berechnete Volumen der Gesamt-RNA, 1ul 10 mM
dNTPmix und 1ul Oligo(dT)s,.1s als Primer wurde in eine PCR-Eppendorftube
hineinpipettiert und mit DEPC-behandeltem Wasser auf insgesamt 10 ul aufgefullt. Die
reverse Transkriptase benotigt einen Primer, ein kurzes DNA-Stick. Daflir verwendet
man ein Oligo-d(T)-Primer, mehrere Thymin-Basen, die komplementar zum Poly(A)-
Schwanz am 3’-Ende der mRNA sind. Nachdem die Probe durch Auf- und
Abpipettieren gemischt wurde, wurde sie in der PCR-Vorrichtung (PCR MWG Primus)
bei 65°C 5 min inkubiert und anschlieend 2 min auf Eis gekuhlt.

Tab. 9: Ubersicht der RNA-Primer-Mischung.

Reagenz Menge fiir eine Probe

Gesamt-RNA Endkonzentration abhanging von der RNA-Ausbeute
jeweils neu berechnet

10 mM dNTPmix 1u

Oligo(dT)42.1gPrimer (0,5ug/ul) 1l

DEPC-behandeltem Wasser auf 10 pl Endvolumen aufgefuillt
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Wahrendessen wurde die in der Tab. 10 gezeigte Mischung fur die nachfolgende
cDNA-Synthese vorbereitet.

Tab. 10: Ubersicht der Master-Mix fir die cDNA-Synthese.

Reagenz Menge fiir eine Probe
10x RT buffer 2ul
25mM MgCl, 4 ul
0,1 MDTT 2 ul
RNaseOUT™ (rec. RNase Inhibitor) |1 ul

Dabei wurden 9 ul vom Mastermix jeweils in jede RNA-Primer-Mischung
hinzugegeben, vorsichtig gemischt und kurz abzentrifugiert. Die Inkubation wurde bei
42°C 2 min im PCR MWG Primus durchgefihrt. Anschlielend wurde 1 ul (50 units)
SuperScript™ I RT in jeden Ansatz hineinpippetiert, gemischt und bei 42°C fir 50 min
inkubiert. Die cDNA-Synthese wurde nach 15 minutiger Inkubation bei 70°C terminiert.
Zum Schluss wurde 1 ul RNase H (gewonnen aus E.coli) hinzugegeben und bei 37°C
20 min inkubiert.

3.4.5 Primer

Die Primerauswahl ist fur einen erfolgreichen Abschluss der PCR sehr wichtig. Die
in Tab. 11 aufgelisteten Primer wurden bei der PCR angewendet. Alle Gen-
spezifischen Primer wurden 1:10 vorverdunnt. Bei jeder Amplifikation lief jeweils ein
Leerwert mit, d.h. alle Reagenzien auflier der Matrize (cDNA) wurden in ein PCR-

Eppendorftube hineinpipettiert. Anstelle der Matrize wurde 1 ul dH,O verwendet.

Tab. 11: Humane Primer.

Primerbezeichnung Sequenz (5’— 3’)

Actin forward 5-ATT GCC GAC AGG ATG CAG GAA-3’
Actin reverse 5’-GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA-3
uPA forward 5-CGG GGG GGC TCT GCA CCT AC-3’
uPA reverse 5-CGG CCC AGC TCACAATTCC-3
PAI-1 forward 5-GGG AAA GGA GCC GTG GAC CAG-¥
PAI-1 reverse 5-GGG GCAGCC TGG TCATGT TG-3
tPA forward 5-GCT ACG TCT TTA AGG CGG GGA A-3
tPA reverse 5-GTG GGC GGC AGA GAG AAT CC-3’
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MMP?2 forward 5-TTG ACG GTA AGG ACG GAC TC-3
MMP2 reverse 5-ACT TGC AGT ACT CCC CAT CG-3
MMP9 forward 5-TTG ACA GCG ACA AGA AGT GG-3

MMP9 reverse

5’-CCC TCA GTG AAG CGG TAC AT-3

3.4.6 Durchflihrung der PCR

Fiar die Durchfihrung der PCR wurden die stimulierten Zellen in Kapitel 3.4.1

verwendet. Alle bendtigten Reagenzien wurden in einem sterilen Eppi vorbereitet (Tab.

12).

Tab. 12: Master-Mix fir PCR.

Reagenz Menge fiir eine Probe
Matrize (cDNA) 1ul

10x Puffer-taq 2 ul

Primer (vorverdinnt 1:10) Tul

10 mM dNTPmix 1ul

dH,O (Aqua ad iniectabilia, Braun) 14,9 ul

HotStart Tag-Polymerase 0,1 w

Zum Schlufd wurde die thermostabile Hot Star Taqg DNA Polymerase hinzupipettiert.

Die Vervielfaltigung erfolgte in dem PCR MWG Primus (Thermocycler) nach folgendem

Programm (auRer MMP9-Amplifizierung), wobei die Schritte 2 bis 4 30 mal wiederholt

wurden (30x-Zyklus):

1. Aktivierung der HotStart Tag-Polymerase : 15 min bei 95°C
2. Denaturierung : 30 s bei 94°C
3. Annealing (Primer-Anlagerung) : 30 s bei 55°C
4. Elongation (Verlangerung) : 45 s bei 72°C
5. Beendigung : 5 min bei 72°C

Die MMP9-Amplifizierung erfolgte als ,Touchdown“PCR in PCR Biometra

(Thermocycler, T-Gradient) nach folgendem Schema, wobei die Schritte 3 bis 5 35 mal

wiederholt wurden (35x-Zyklus):

1. Aktivierung der Hot Star Taq Polymerase : 15 min bei 95°C

2. Zyklusweise Anndherung der Annealing-Temperatur:

- jeweils 30 s mit 5 Zyklen
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- 95°C - 61°C - 60°C — 59°C — 58°C — 57° — 72°C (1 min)

3. Denaturierung : 30 s bei 95°C
4. Annealing : 45 s bei 56°C
5. Elongation : 60 s bei 72°C
6. Beendigung : 5 min bei 72°C

Durch die Anwendung der , Touchdown*“-PCR wird die Spezifitat der MMP9-Primer-
Bindung durch die schrittweise durchgefiihrte Anndherung an die zu erwartende

Schmelztemperatur des Primers erhoht.

Nach Ablauf der Amplifikation wurden die PCR-Produkte in einem 2%igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde 1 ul DNA-Probenpuffer
(Sichtbarmachung) mit 5 ul der PCR-Probe vermischt, kurz abzentrifugiert und in eine
Geltasche hineinpipettiert. Ein DNA-Marker (Mass Ruler DNA Ladder, low range)
wurde in eine andere Tasche pipettiert. Bei 90 V konstanter elektrischer Spannung
wurden die Amplikons nach ihrer Grofie aufgetrennt. Durch die Bindung von
Ethidiumbromid an die Nukleinsduren konnten daraufhin die aufgetrennten Produkte
auf dem Gel mit dem Transluminator sichtbar gemacht und anschlieffiend mittels

GelDoc-System digital dokumentiert werden.

3.5 In-vivo Angiogeneseversuche

3.5.1 Tiergut, Tierherkunft und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten 8-12 Wochen junge, weibliche Wildtyp- und transgene
Mause (Stamm: C57BL6), die zwischen 18 und 24 g wogen. Es handelte sich dabei um
Inzuchtmause. Alle Tiere wurden vor der subkutanen (s.c.) Injektion und eine Woche
spater vor der Matrigelplugentnahme gewogen. Hier zeigte sich partiell eine geringe
Zu- und Abnahme ohne Relevanz hinsichtlich der Angiogenese. Die Mause wurden im
hauseigenen Tierstall von einem Tierpfleger artgerecht gepflegt und geflttert.

Da die Angiogenese bzw. die Neoangiogense bei jungen Mausen ausgepragter ist
als bei alteren Mausen (Pili et al. 1994), wurden sie fir die Versuche verwendet. Des
Weiteren ist nach Erfahrung von Passaniti et al. (Passaniti et al. 1992) die

GefaRaussprossung bei weiblichen Mausen deutlich besser als bei mannlichen
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Mausen. Somit wurden die Experimente ausschlief3lich mit jungen, weiblichen Mausen
durchgefuhrt.

Herkunft der Tiere: Alle Tiere werden eigens flur Tierexperimente gezlchtet. Die

Zuchtpaare wurden von bekannten Tierhandlern bezogen.

¢ Charles River Deutschland GmbH ¢ Jackson Laboratory
Sandhofer Weg 7 600 Main Street
D-97633 Sulzfeld Bar Harbour
Maine 04609-1500
USA

Zu Untersuchung der Wirkung von uPA oder uPAR auf die Angiogenese wurden

folgende Knockout-Mause verwendet:

¢ UPA” und uPAR transgene Mause:
Dr. Thomas Bugge, National Institute of Health, 30 Convent Drive, Room 211,
Bethesda, Maryland 20892-4340.

3.5.2 Matrigelvorbereitung und subkutane Injektion

Fir die Untersuchung der Angiogenese in einem Maus-Matrigel-Modell wurde die
etablierte Methode von Passaniti et al. (Passaniti et al. 1992) dbernommen. Matrigel
(growth factor reduced Matrigel™ Basement Membrane Matrix, BD Biosciences) ist
eine Extrazellularmatrix, die aus dem basalmembranreichen Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) Tumor der Maus extrahiert wurde, hierbei handelt es sich dabei um ein Sarkom.
Es enthalt einerseits Laminin, Kollagen IV und Heparansulfat (Kleinman et al. 1982),
andererseits auch geringe Mengen TGF-B, bFGF, EGF, IGF-1, PDGF und tPA
(McGuire & Seeds 1989). Wachstumsfaktor reduziertes Matrigel ist im Vergleich zu
normalem Gel deutlich weniger mit Wachstumsfaktoren belastet. Zur Durchfihrung der
in-vivo Experimente wurden u.a. zusatzlich Wachstumsfaktoren in das Matrigel
hinzugegeben, um die Neoangiogenese innerhalb des Matrigels zu induzieren.

Die Matrigelflasche wurde bei -80°C aufbewahrt und bei Bedarf Uber Nacht bei 4°C
langsam aufgetaut. Am nachsten Tag wurden 0,5 ml Aliquots in sterilen

Eppendorftuben vorbereitet. Vor dem Arbeiten mit dem Matrigel mussten alle
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Utensilien (Eppendorftuben, Pipettenspitzen, Nadeln und Spritzen) fur mindestens 30
min in -20°C aufbewahrt werden, um eine schnelle Konsistenzadnderung bzw.
Verhartung des Gels zu vermeiden. Dabei ist das Matrigel bei 4°C flissig und unter
Raumtemparatur innerhalb von 5 bis 10 Minuten irreversibel polymerisiert. Aus diesem
Grund wurden alle Matrigelaliquots auf Eis aufbewahrt, um eine flliissige und somit
verwendbare Situation zu schaffen.

Standardmafig wurde nach Optimierung in jede Matrigel-Eppendorftube 200 pug/ml
Heparin hinzugegeben, da nach eigenen Voruntersuchungen sowohl die Konzentration
als auch Heparin an sich fur die Neoangiogenese eine bedeutende Rolle spielen.
Daneben wurden in das Matrigel Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGFs, PDGF-BB),
FSAP bzw. PPACK-FSAP, der FSAP-Puffer sowie Aprotinin beigemischt.

Bei den Knockout-Mausen wurden jeweils eine alleinige Behandlung mit bFGF (400
ng/ml) und VEGF (400 ng/ml) sowie eine kombinierte Gabe von bFGF und VEGF
(jeweils 200 ng/ml und 200 ng/ml) durchgefiihrt. Kano et al. (Kano et al. 2005) konnten
nachweisen, dass die kombinierte Applikation von bFGF und VEGF im Rahmen der

Neoangiogenese die endogene Kaskade von PDGF-B - PDGFRbeta deutlich fordert.

In jeder Serie wurden generell zwei Mause zeitgleich behandelt, bei den Knockout-
Mausen wurde bei der Kombination von bFGF und VEGF jeweils nur eine Maus
behandelt. Einzelne Tiere sind leider in beiden Gruppen verstorben (4 in der Wildtyp-

Gruppe und jeweils 2 in den uPA- und uPAR-Knockout-Gruppen).

Alle genannten Substanzen wurden unter sterilen Bedingungen dem Matrigel
beigemischt, zweimal kurz gevortext und dann auf Eis aufbewahrt. Mit der gekihlten
und sterilen Spritze sowie Nadel wurde jeweils ein vorbereitetes Matrigel-
Eppendorftube vorsichtig luftblasenfrei aufgenommen und erneut auf Eis gestellt.
Damit direkt nach der Injektion das Matrigel unter der Haut eine gelartige Substanz
bildet und nicht subkutan auslauft sowie flachige Masse bildet, wurde die Spritze fur 5
min bei Raumtemperatur auf den Tisch gelegt. Vor der subkutanen Verabreichung des
Matrigels wurden die Tiere mit Isofluran® (Inhalationsnarkotikum) narkotisiert. Jeder
Maus wurden zwei Matrigelplugs (Applikationsvolumen = 0,5 ml) direkt unter die Haut
in beide Seiten der Leistenregion injiziert, die rechte Seite enthalt nur das Matrigel mit
den Wachstumsfaktoren sowie dem Kontroll-Puffer und die linke anstatt des Kontroll-
Puffers FSAP. Dadurch sollten individuelle Unterschiede zwischen den Mausen
vermieden werden. Die Neoangiogenese innerhalb der Matrigelplugs ist an der Leiste

deutlich besser als am Rucken.
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3.5.3 Entnahme der Matrigelplugs

Nach 7 Tagen wurden die Tiere entsprechend dem Versuchsplan durch
Genickbruch geopfert und die Matrigelplugs mit einem Praparationsbesteck vorsichtig
und sorgfaltig entnommen. Mit einer Digitalkamera wurden die Matrigele fir den
makroskopischen Vergleich abgelichtet. Diese wurden in einem kleinen Becher mit

PBS gewaschen und auf Eis gestellt. Die Abb. 7 zeigt die Matrigelplugs.

Wachstumsfaktor
+ HE-End Puffer

Wachstumsfaktor
+ FSAP

e

Abb. 7: Makroskopische Darstellung der subkutan injizierten Matrigelplugs. Im Seitenvergleich

kommt das mit FSAP behandelte Matrigel ausgepragt hypovaskularisiert zur Darstellung.

Zudem ist die lokale Gefalinjektion deutlich vermindert.

Allein makroskopisch lassen sich Unterschiede in der Neoangiogenese innerhalb
der Matrigelplugs abgewinnen. Je heller sich die Plugs darstellen, desto weniger
Gefalde sind vorzufinden.

3.5.4 Matrigelvorbehandlung: Fixierung und Einbettung

Die entnommenen und in PBS gewaschenen Matrigelplugs wurden anschlielend in
3,5-3,7%igem Formaldehyd fir 1 h fixiert, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert und zum Schluss mit n-Butylacetat behandelt. Das Intermedium n-
Butylacetat soll einerseits den Alkohol, der sich nicht mit Paraffin vermischen lasst, und
andererseits die letzten Wasserreste entziehen, damit der Plug nicht wahrend der

Praparation (Mikrotomschnitte) bricht. Der vorbehandelte Plug wurde in Papier
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eingewickelt, in ein Einbettkdrbchen gegeben und Uber Nacht bei 46-48°C in Paraffin
eingebettet. Am nachsten Tag wurden die Einbettkorbchen in einen zweiten
Paraffinbehalter fur 2 h umgetopft. Danach wurden die Matrigelplugs aus dem
Einbettkérbchen entnommen und mit Hilfe eines Einbettautomaten (Tissue Embedding

Center, Tissue Teck Il, 6300) in Paraplast eingebettet.

3.5.5 Rotationsmikrotomschnitte mit BioCut 2030

Die eingebetteten Matrigelplugs wurden mit einem Rotationsmikrotom (Biocut
2030) 7 um dinn geschnitten und im Wasserbad (36°C) auf Super Frost® Plus
Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Matrigelschnitte aufgezogen auf einem Super Frost® Plus Objekttrager verhindern
unerwinschte Hintergrundfarbungen. Die beschichteten Objekttrager binden durch
elektrostatische Anziehungskraft die im Wasserbad (ddH,O) schwimmenden
histologischen Praparate ohne jegliche Zusatze. Bei Objekttrdgern ohne diese
Eigenschaft muss man zusatzlich 1 ml Eiweildglycerin ins Wasserbad (1,5 | ddH,0)
geben. Das Eiweil’glycerin dient hierbei als Haftstoff zwischen dem Schnitt und dem
Objekttrager. Nach eigener Durchfuihrung bestétigte sich die Vermutung, dass nach
Gebrauch von Eiweil3glycerin eine zu starke Hintergrundfarbung zustande kommt, und
dieses Verfahren eher ein Hindernis flr eine gute immunhistologische Analyse

darstellt.

Beim Schneiden der Matrigelplugs wurde auf die Schnittebene (Abb. 8) geachtet,
da sich die GefalRneubildung in jeder Ebene anders darstellen kann. Die Analyse der
immunhistochemisch gefarbten Praparate wurde auf zwei Ebenen (1. und 2. Ebene)
begrenzt. Pro Objekttrager wurden vier bis fiunf Schnitte aufgezogen, die eine
Gesamtdicke von 28-35 um ergaben. Die Objekttrager wurden zur genauen

Identifizierung der Schnittebene durchnummeriert.
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Matrigelplug

auaq3

Abb. 8: Einbettkbrbchen mit Matrigelplug in Paraffin. Hier werden die Schnittebenen

schematisch dargestellt. Eine Ebene zeigte dabei eine Breite von ca. 200 um.

3.6 Immunhistochemische Methoden

3.6.1  Fluoreszenzmikroskopie

Die Auflicht-Beleuchtungsoptik im Leica-Mikroskop DMR (Digital-Modul-R) HC
schafft ein harmonisches Zusammenwirken von Beleuchtungs- und Abbildungsoptik (J.
Schoénenborn, Leica Microsystems Wetzlar, ,Mitteilungen flr Wissenschaft und
Technik®, 1998). Sowohl Fluoreszenz- als auch Durchlichtmikrosopie wurden mit Leica
DMR durchgefuhrt. Fur die Fluoreszenzmikroskopie war das Mikroskop mit DAPI-
(Blaufluoreszenz = Zellkernfarbung), FITC- (Grunfluoreszenz = Endothelzelle) und

Rhodamin-Filtersatzen (Rotfluoreszenz = glatte Muskelzellen) ausgestattet.

3.6.2 Grundlagen der Immunhistochemie

Unter  Immunhistochemie  (Synonyme: Immunfarbung, Immunhistologie,
Antikérperfarbung) wird in der Medizin ein Verfahren bezeichnet, das nach dem Prinzip
der Antigen-Antikorper-Reaktion ablauft. Man hat dadurch die Mdglichkeit Proteine, die
als Antigene dienen, mit Hilfe von Antikdrpern zu farben und diese dann anschlielRend
unter einem Immunfluoreszenzmikroskop zu betrachten. Durch diese Methode kann

ermittelt werden, ob das Protein exprimiert und translatiert wurde (z.B. intrazellular,
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extrazellular). Sodann besteht die Mdglichkeit, einen Vergleich mit anderen Proben
durchzufihren.

Am Anfang eines solchen Verfahrens steht die Auswahl des Antikérpers, der
spezifisch gegen das zu visualisierende Protein gerichtet sein muss.

Es gibt verschiedene Methoden der immunhistochemischen Farbung (Boenisch,
Th., DakoCytomation, ,Farbemethoden-Detektionssysteme®, 2003). Die alteste
Methode ist die direkte Methode. Dabei reagiert ein enzymmarkierter Primarantikdrper
mit einem Antigen (z.B. Protein im Zellkern, im Zytoplasma oder auf der Zellmembran).
Nach der Bindung des Antikorpers an die Antigenstelle besteht die Mdglichkeit unter
einem Fluoreszenzmikroskop die fluoreszierenden Antikérper zu sehen.

Die indirekte Methode, oder auch Zwei-Schritt-Methode genannt, erfordert, wie der
Name schon sagt, zwei Schritte. Im ersten Schritt wird ein unmarkierter
(unkonjugierter) Primarantikorper auf das Gewebe bzw. Zellen gegeben. Nach der
Bindung und einem Waschvorgang wird im zweiten Schritt ein enzymmarkierter
Sekundarantikdrper aufgetragen. Der enzymmarkierte Sekundarantikdrper reagiert
jetzt mit dem unmarkierten Primarantikorper, der an ein Antigen gebunden hat.

Die indirekte Methode gibt es auch als Drei-Schritt-Methode. Dabei wird zusatzlich
noch ein weiterer enzymmarkierter Tertidrantikorper, der an den enzymmarkierten
Sekundarantikorper bindet, zugegeben. Mit diesem letzten Schritt wird eine
Signalverstarkung im Gewebe bzw. in oder auf den Zellen erreicht. Die Drei-Schritt-
Methode spielt dann eine Rolle, wenn Antigene mit wenigen Epitopen (antigene
Determinante) dargestellt werden sollen (Signalamplifikation) oder in geringer

Konzentration vorhanden sind.

Die (Strept)Avidin-Biotin-Methode (Hsu & Raine 1981, Hsu et al. 1981) nennt man
die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) oder auch SABC-Methode (Streptavidin-
Biotin-Complex). Diese Farbemethode basiert auf der hohen Affinitat (K,=10"° M) von
Streptavidin (Streptomyces avidinii) und Avidin (Hihnereiweil3) fir Biotin. Streptavidin
und Avidin besitzen vier Bindungstellen fir Biotin, wobei auf Grund der molekularen
Ausrichtung der genannten vier Bindungsstellen jedoch weniger als vier Biotinmolekule
binden. Die Abfolge der Reagenzien lautet demnach: unmarkierter (unkonjugierter)
Primarantikrper + biotinmarkierter (biotinylierter) Sekundarantikérper + Avidin-Biotin-
Enzymkomplex + Substrat = Fluoreszenz.

Es besteht auch die Mdglichkeit der Doppelfarbung (Doppel-Immunmarkierung). So
kénnen simultan zwei verschiedene Antigene in einem Gewebeschnitt oder an
isolierten Zellen gefarbt werden. Das erste Antigen kann in einer Zelle (z.B.

Transkriptionsfaktoren) sein und das zweite Antigen auf der Zelle (z.B. Rezeptoren).
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Hierbei sollte darauf geachtet werden, dass die beiden Antikdrper spezifisch nur gegen
ein Antigen gerichtet sind, aus verschiedenen Spezies stammen und jeweils ein
anderes Fluoreszenzmolekul tragen.

Auler der Drei-Schritt-Methode wurden alle Methoden angewandt, um die wahrend

der Arbeit aufgetretenen Fragen adaquat zu beantworten.

3.6.3 Antigendemaskierung: Epitope-Retrieval-Methode

Auf die Qualitdt immunhistochemischer Farbungen haben viele verschiedene
Komponenten einen Einfluss, wobei die Schnittqualitat eine Ausgangsvorraussetzung
ist. Einerseits haben Antikorpertiter, andererseits haben Inkubationszeit und
Inkubationstemperatur und auch die Fixierungsart des Gewebes bzw. der Zellen einen
erheblichen Einfluss. Auch der Waschvorgang spielt eine Rolle. Eine gute Farbung
ermdglicht auch eine gute Analyse. So sollte eine klar begrenzte Farbung mit guter
Fluoreszenz angestrebt werden.

Die aus der Maus entnommenen Matrigelplugs wurden in 3,5-3,7%igem
Formaldehyd (Fischar) fixiert und anschliefsend in Paraffin (Merck) eingebettet. Diese
Methode der Formalinfixierung wurde zufallig von F. Blum 1893 entdeckt.
Formalinfixiertes und paraffineingebettetes (FFPE) Gewebe tragt erheblich bei der
Erhaltung der Morphologie bei, wobei es auch durch Formalinfixierung bei
formalinsensitiven Epitopen zu Proteinkonformationsanderungen kommen kann
(Puchtler & Meloan 1985, Werner et al. 2000). Einige formalinresistente Epitope
Uberstehen diese Prozedur unverandert. Dabei werden die durch die spezielle
Proteinstruktur determinierenden Antigene in ihrer Antigenitat verandert. Ursachlich fur
die Veranderung der Epitope ist die formalininduzierte Bildung chemischer
Quervernetzungen, die sowohl zwischen den verschiedenen Proteinen
(intermolekulare Cross-Links) als auch innerhalb eines Proteins (intramolekulare
Cross-Links) stattfindet. Diese strukturelle Anderung der Antigene (,Maskierung der
Epitope“) bringt eine Antigendemaskierung mit sich (Macintyre 2001). Mit
Antigendemaskierung oder Antigen-Retrieval (AR) wird in der Biochemie und
Immunhistochemie ein Verfahren bezeichnet, mit der die reduzierte Immunreaktivitat
von formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewebe bis zu einem gewissen
Prozentsatz wiederhergestellt wird. Der Mechanismus der Demaskierung ist nach wie
vor weitgehend ungeklart. Es gibt viele verschiedene Methoden der
Antigendemaskierung: Mikrowellenmethode mit Citratpuffer (Brown & Chirala 1995,
Pellicer & Sundblad 1994, Shi et al. 1991), proteolytische Vorbehandlung mit
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Proteinase K, Pronase, Pepsin oder Trypsin (Huang et al. 1976), Hitzebehandlung im
Schnellkochtopf (Norton et al. 1994), Hitzebehandlung im Autoklav (Bankfalvi et al.
1994), Wasserbadmethode mit Citratpuffer (Kawai et al. 1994), hitzeinduzierte
Antigendemaskierung mit Wasserdampf und die Kombination von Methoden (Trypsin-
oder Proteinase K-Vorbehandlung und Erhitzen im Mikrowellengerat). Taylor et al.
verglichen die verschiedenen hitzeinduzierten Antigendemaskierungsmethoden (Taylor
et al. 1996). Dabei wurden die Mikrowelle- und Schnellkochtopf- sowie Autoklav- und
Dampfkochtopfmethode untereinander verglichen. Nach ihrer Studie bringen alle
hitzeinduzierten Verfahren die gleichen Resultate. Nach der Einfuhrung der
Antigendemaskierung konnten nun verschiedene Proliferationsmarker (z.B. Ki-67,
Topoisomerase ll-alpha), Hormonrezeptoren (ER, Ostrogenrezeptor und PR,
Progesteronrezeptor), Wachstumsfaktor-Rezeptoren (HER2/neu) und auch bis dahin in
FFPE Gewebe als nicht-reaktiv eingestufte Antigene, bzw. ihre nicht paraffingangigen
Antikérper, nachgewiesen werden. Bei der vorliegenden Arbeit wurde die

hitzeinduzierte Antigendemaskierung vorgezogen.

3.6.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung nach Mayer (H&E-Farbung) der Matrigelschnitte

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung nach Mayer (H&E-Farbung) ist eine
Ubersichtsfarbung, die Zellkerne, Erythrozyten und andere Gewebebestandteile
mikroskopisch darstellt. Hamatoxylin, bzw. das industriell aufbereitete Hamalaun
(basischer Hamateinlack, Mayer's Hamalaun, Merck), ist ein positiv geladener
Farbstoff, der alle negativ geladenen Strukturen (saure, basophile Strukturen) blau
farbt (DNA/ Zellkern, RNA des rauen endoplasmatischen Retikulums). Eosin G (Eosin
G Certistain®, Merck) ist ein negativ geladener Farbstoff (saurer Farbstoff), der zur
Gegenfarbung der vorhandenen Strukturen benutzt wird. Dabei werden alle
azidophilen, eosinophilen und basischen Bestandteile rot gefarbt (Zytoplasma,
Bindegewebe, Erythrozyten).

Die auf Objekttrager aufgezogenen Schnitte des Matrigelplugs wurden zuerst, wie
alle anderen Schnitte, in Roti®-Histol entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydratisiert, anschlieRend wurden sie fir 3 min in dH,O aufbewahrt.
Das Farben in Mayer's Hamalaunlésung flir 5 min war der nachste Schritt der H&E-
Farbung. Nach dem Farben wurden die Schnitte flr 2 s mit 0,1%igem HCI (Salzsaure)
gespult. Um die charakteristische blau-violette Farbe der Schnitte zu bekommen,
wurden die Objekttrager unter Leitungswasser fur 8 min geblaut. Dadurch wird der ph-

Wert erhdht, um das Umschlagen der Farbe zu gewahrleisten. Alle H-gefarbten
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Objekttrager wurden einmal mit dH,O gespult und mit 0,1%igem wassrigem Eosin G
(Gruppe: Xanthenfarbstoff) fur 4 min gegengefarbt. Im Anschluss wurden sie erneut fur
30 s mit Leitungswasser und kurz mit dH,O gespllt. Mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe wurden die Schnitte entwassert und mit dem organischen Lésungsmittel
Roti®-Histol geklart. Das Eindecken der Objekttrager wurde mit DePeX mounting
medium luftblasenfrei durchgeflhrt. Zum Trocknen wurden alle Objekttrager unter dem
Abzug fir 24 h aufbewahrt. Uberschiissiges DePex wurde mit Alkohol entfernt. Nach
der Farbung wurden die Schnitte mit dem Mikroskop HC (20x/0,50) dargestellt und
digital dokumentiert.

3.6.5 Immunhistochemie der Matrigelschnitte (Wildtyp-Mause)

Bevor die immunhistologische Farbung mit Lektin (Bandeiraea simplicifolia-1, BS-1)
und anti-o-Glattmuskel-Aktin (o-smooth muscle actin, a-SMA) durchgeflhrt werden
konnte, muften die Objekttrager adaquat vorbereitet werden. Als erstes mussten die
Super Frost® Plus Objekttrager in einem Warmeschrank bei 58 - 60°C fur 1 h inkubiert
werden. Diese Prozedur gewahrleistet eine bessere Haftbarkeit des histologischen
Schnittes auf dem Objekttrager. Direkt im Anschluss wurden die histologischen
Schnitte in Roti®-Histol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. AnschlieBend wurden die Objekttrager in einem Glaskasten mit TBS fur
15 min aufbewahrt. Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurden alle
nachfolgenden Schritte in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Objekttrager
wurden von unten mit einem Diamantstift umrandet, um spater die histologischen
Schnitte besser finden zu kénnen. Zur Permeabilisierung der Schnitte wurde 0,1%
Triton X-100 verwendet. Dabei wurde zuerst 0,1 g Triton X-100 in 10 ml 1xTBS auf
einem Roller aufgeldst. Von dieser 1%igen Losung wurde 1 ml Volumen enthommen
und mit 9 ml 1xXTBS vermischt, sodass wir zum Schluss eine 0,1%ige Triton X-100
Lésung zur Verfugung hatten. 200 ul dieser 0,1%iger Triton X-100 Lésung wurde pro
Objekttrager verwendet. Nach 15 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Objekttrager dreimal je 5 min in TBS ausgewaschen. Dabei wurde darauf geachtet,
dass das Triton komplett ausgewaschen wurde, um mogliche Nebeneffekte, bedingt
durch Tritonreste, zu verhindern. Um unspezifischen Bindungen der Antikérper
vorzubeugen, wurden die Schnitte mit 3%igem BSA in TBS aufgel6st und fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS wurden die Antikdrper

aufgetragen, um eine Doppelfarbung durchzufihren. Lektin (BS-1, Sigma, FITC
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konjugiert, 1:50) und anti-a-Glattmuskel-Aktin (o-SMA, Sigma, Cy3 konjugiert, 1:500),
aufgeldst in 1%igem BSA, inkubierten 3 h bei Raumtemperatur. Alle Objekttrager
wurden zur Entfernung ungebundener Antikdrper erneut mit TBS gewaschen und
danach mit dem Eindeckmedium (Vectashield mit DAPI) eingedeckt. Die Abdichtung
der Objekttrager wurde mit einem Nagellack durchgeflihrt, um einerseits das
Austrocknen und andererseits das Auslaufen von zusammengepressten DAPI zu
verhindern. Bei der Lektinhistochemie handelt es sich um eine spezifische Farbung des
murinen Endothels. Lektine sind Proteine, welche die Eigenschaft besitzen,

zuckerhaltige Molekile zu binden.

3.6.6 Immunhistochemie der Matrigelschnitte (uPA™”- und uPAR"-Mé&use)

Eine Vergleichsstudie von Espersen et al. mit TrissEDTA-Puffer, ph-Wert 9.0, zeigte
bei einer Vielzahl von Primarantikbrpern (n= 121) sehr gute Farbeergebnisse
(Espersen C et al. Heat-induced epitope retrieval in immunohistochemistry. Virchows
Arch 2003; 443(3): 473). Auch Torlakovic et al konnten mit dieser Methode bei der
Detektion von Cyclin D1 bei Mantelzellymphom (MCL, mantle cell lymphoma)
reprasentative Ergebnisse erzielen (Torlakovic et al. 2005). Auflerdem wurde im
Datenblatt von DakoCytomation vor der Anwendung von Polyclonal rabbit anti-human
VWEF eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung vorgeschrieben.

Zur Herstellung dieses Puffers wurde 1,21 g Tris (10 mM) und 0,37 g EDTA (1 mM)
in 1 | destilliertem Wasser aufgelost, auf einen pH-Wert von 9.0 eingestellt und
anschlieRend 0,5 ml Tween 20 (0,05%) beigemischt.

Nach Entparaffinieren mit Roti®-Histol und Reyhdrieren in einer absteigenden
Alkoholreihe wurden die Objekttrager zur weiteren Rehydratation in einem Glaskasten
mit ddH,O fur 20 min aufbewahrt. Diese zusatzliche Rehydratation dient der besseren
Entfaltung der Proteine und unterstitzt die Detektion der Antigene. Im Anschluss
wurden die Objekttrager in ein 95°C vortemperiertes Wasserbad, gefullt mit Tris-EDTA-
Puffer, Gberfihrt und 10 min lang inkubiert. Gearbeitet wurde nahe dem Siedepunkt
des Wassers (95-99°C). Die wassrige Losung wird auch ,Retrieval-Lésung“ oder -
puffer® genannt. Durch die anhaltende Hitzeeinwirkung auf die Objekttrager wurde die
Wiederherstellung der Immunreaktivitat bewirkt. Diese ist wiederum von der Dauer der
Inkubation und der erreichten Temperatur abhangig. Nach einer 20-minutigen
langsamen Abkuhlung in einem Glaskasten mit ddH,O wurden die Objekttrager

zweimal mit TBS gewaschen, mit einem Diamantstift von unten markiert und
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anschlieBend mit 3%iger BSA in TBS-Losung 30 min lang geblockt. Um ein
Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurden die Objekttrager in eine feuchte
Kammer Uberfihrt und bis zum Eindecken mit DAPI alle Schritte darin ausgefuhrt. Auf
die kurze Spulung mit TBS folgte eine zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur
mit a-smooth muscle actin («-SMA, 1:200, Cy3 konjugiert) und polyclonal rabbit o-
human vWF (1:100). Nach zweimaligem Waschen wurde der sekundare Antikdrper
gegen den VWF (anti-rabbit IgG: FITC, Dianova, 1:200) fir 1 h in Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal gespullt und direkt im
Anschluss mit dem Eindeckmedium (Vectashield mit DAPI) eingedeckt. Die Abdichtung

der Objekttrager wurde mit einem herkdmmlichen Nagellack durchgefuhrt.

3.6.7 Densiometrische Analyse der immunhistochemisch gefarbten Matrigelschnitte

mit Metamorph (Software) und mittels manueller Bestimmung

Die densiometrische Analyse der immunhistochemisch gefarbten Schnitte sowie
die mikrovaskulare Dichte (density and microvascular density) mit a-SMA, Lektin, vVWF
und DAPI wurde  einerseits mit  der  Software Metamorph am
Immunfluoreszenzmikroskop HC (Leica DMR Microsysteme Vertrieb, Wetzlar)
durchgefuhrt. Hierbei wurden die unterschiedlich gefarbten und somit fluoreszierenden
Schnitte durch die entsprechenden Filter betrachtet. Somit registrierte die Software je
nach Filtereinstellung die fluoreszierenden Schnitte; konsekutiv konnte die Menge bzw.
die Dichte der gefarbten Antigene quantitativ bestimmt und dokumentiert werden. Das
Ergebnis wurde dann prozentual zur Gesamtflache angegeben.

Andererseits wurde durch das manuelle Auszahlen der GefalRe auf einem Schnitt
die mikrovaskulare Dichte bestimmt. Dabei wurden jeweils Areale mit hochster
GefaRdichte ausgewahlt. Zuerst wurde das Areal des Schnittes berechnet (Flache=
3,14 x r?) und anschlieBend wurden alle GefaRe jeweils auf einem Schnitt gez&hlt. Um
die GefaRanzahl pro mm? zu bekommen, wurden die ausgezahlten GefaRe durch die
Flache dividiert. Das Ergebnis zeigte die Anzahl der GefaRe pro mm?® Die
mikrovaskulare Dichte korreliert mit der antiangiogenen Wirkung von FSAP und findet
in vielen Tumormodellen seine Anwendung.

In den Diagrammen sind die Mittelwerte mit deren Standardfehler (SEM = standard

error of mean) abgebildet.
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3.7 Statistische Analyse und Auswertung (ANOVA)

Die statistische Auswertung erfolgte mit one-way analysis of variance (ANOVA) mit
Bonferroni’'s post-hoc test (Prism Software, GraphPad, USA). Hier wurden Werte
p<0,05 als signifikant, p<0,01 als hoch und p<0,001 als héchst signifikant eingestuft.
Dargestellt sind Mittelwerte mit standard error of mean (SEM).
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4. Ergebnisse

4.1 In-vitro Effekte von FSAP auf BxPC3-Zellen

4.1.1 Plasminogen-Aktivierungs Aktivitat im Extrakt vs. Uberstand in BxPC3-Zellen
nach Stimulierung mit FSAP

Die Casein-Zymographie zeigte die Aktivitat von uPA bzw. tPA im Extrakt und im
Uberstand der BxPC3 Zellen nach Stimulierung mit FSAP bzw. seinem Kontroll HE-
Puffer (Abb. 9). Daneben konnte als weiterer Effekt gezeigt werden, dass der uPA-
PAI-1 Komplex (100 kDa) auch eine diskrete Aktivitat aufwies, wohingegen in der
Positivkontrolle PMA eine deutliche Aktivitat von uPA und uPA-PAI-1 Komplex
dokumentiert wurde. Die Wirkung von FSAP auf die uPA-Aktivitat war im Zellextrakt
sowie im Uberstand deutlich erkennbar, was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass FSAP

die Aktivitat von uPA in BxPC3-Zellen steigert.
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Abb. 9: Casein-Zymographie zur Darstellung der uPA/ tPA-Aktivitdt im Extrakt bzw. im
Uberstand der BxPC3-Zellen nach scFSAP-Gabe (10ug/ml) oder Kontroll HE-Puffer. PMA
(100ng/ml) diente als Positivkontrolle fir die Stimulation der zellularen uPA/ tPA-Aktivitat. Die
uPA-Aktivitdt (40 kDa) ist mit einem Pfeil markiert, tPA (60 kDa) war nicht detektierbar.
Normalerweise wird uPA durch seinen Inhibitor PAI-1 inaktiviert. Aber in diesem Verfahren zeigt
uPA einen Komplex mit der PAI-1-Aktivitdt (100 kDa, mit Pfeil markiert), weil der Komplex

denaturiert und dadurch uPA wieder aktiviert wird.
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4.1.2 Konzentrationsabhangige uPA/ tPA-Aktivitat im Uberstand der BxPC3-Zellen
nach FSAP-Gabe und Western Blot Analyse von uPA und PAI-1

In dieser Versuchsreihe wurden die BxPC-3 Zellen nach Behandlung mit FSAP
bzw. seinem HE-Puffer in unterschiedlichen Konzentrationen hinsichtlich der uPA/tPA-
Aktivitat im Uberstand getestet. Dabei nahm die uPA-Aktivitat mit zunehmender FSAP-
Konzentration (0,2 — 20 ug/ml) proportional zu (Abb. 10 links), wobei der uPA-PAI1
Komplex im Vergleich mit der Positivkontrolle PMA bei héheren FSAP-Konzentrationen
geringere Aktivitdt zeigte. Die Behandlung der BxPC3-Zellen mit dem FSAP-Puffer
(HE-Puffer, Abb. 10 rechts) zeigte keine Wirkung in der Casein-Zymographie, hier
kamen gleichmafRige Lysebanden zur Darstellung. Da die Konzentration des FSAP-
Puffers nicht quantifiziert werden kann, wurde ein Volumenaquivalent von 0,2 bis 20

ug/ml verwendet.
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Abb. 10: Effekt von FSAP (0,2 — 20 pg/ml) bzw. dem Kontroll-Puffer auf die BxPC3-Zellen bei
der Casein-Zymographie. Als Positivkontrolle diente 100 ng/ml PMA. Die Aktivitat von uPA bzw.
uPA-PAI-1 Komplex wird durch die dunklen Banden verdeutlicht.

Zur molekularbiologischen Darstellung von uPA (40 kDa), PAI-1 (47 kDa) und des

uPA-PAI-1 Komplexes (100 kDa) wurde zusatzlich eine Western Blot Analyse
durchgefihrt, um dadurch qualitativ und quantitativ die Proteine zu bestimmen. Hier
sollten ihre Expression nach FSAP-Gabe ermittelt werden.
Auf Proteinebene konnte in Relation zur Positivkontrolle PMA und zum HE-Puffer eine
deutlich verminderte Expression von uPA im Uberstand und keine Anderung im Extrakt
dokumentiert werden (Abb. 11 oben). Der Inhibitor von uPA, PAI-1, blieb bezlglich
Proteinmenge sowohl im Extrakt als auch im Uberstand unverandert (Abb. 11 unten).
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Abb. 11: Western Blot Analyse zum Nachweis von uPA (oben), PAI-1 (unten) und des uPA-
PAI1-Komplexes auf Proteinebene in BxPC3 nach Stimulierung mit FSAP. Die BxPC3-Zellen
waren stimuliert mit FSAP (10 ug/ml), HE-Puffer und PMA (100 ng/ml) fir 24 h, welche nach der
Inkubation als Extrakt bzw. Uberstand getrennt worden sind. Die Expression von uPA bzw. PAI-

1 sowie indirekt der Komplex uPA-PAI-1 wird mittels Antikbrpergabe visualisiert.

Bei Darstellung der uPA-Proteinmenge in einer FSAP-Konzentrationsreihe (0,2 —
20 ug/ml) nahm im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe (HE-Puffer) die Proteinexpression
mit absteigender Konzentration deutlich zu (Abb. 12 links). Die FSAP-Gabe flhrte zu
einer deutlichen Abnahme des uPA-PAI-1 Komplexes zwischen den Konzentrationen
von 0,5 und 20 ug/ml und einer ausgepragten Abnahme bei 0,2 ug/ml (Abb. 12 links).
Wie erwartet, zeigt PMA eine Stimulierung der Expression von uPA und uPA-PAI-1

Komplex in diesen Zellen, was die Richtigkeit der Experimente untermauert.

56



4 Ergebnisse
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Abb. 12: Western Blot Analyse zum Nachweis von uPA und des uPA-PAl1-Komplexes in
BxPC3-Zellen nach FSAP-Stimulierung (links). Die Zellen wurden mit einer FSAP-Konzentration
von 0,2 — 20 pg/ml fir 24 h stimuliert. Als Volumenaquivalent sind der Kontroll HE-Puffer

(rechts) sowie als Positivkontrolle 100ng/ml PMA mitgelaufen.

Weitere Untersuchungen zur PAI-1-Expression in BxPC3-Zellen nach FSAP-
Stimulierung in  einem Konzentrationsgefalle flhrten zu keinen signifikanten
Ergebnissen (Abb. 13). Die PMA-Stimulierung zeigte auch keine Veranderung in der
PAI-1 Konzentration.
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Abb. 13: FSAP-Konzentrationsabhangige Expressionsanalyse mittels Western Blot zum
Nachweis von PAI-1 in BxPC3-Zellen. Dabei wurden die BxPC3-Zellen mit einem
Konzentrationsgefalle von FSAP zwischen 0,2 und 20 ug/ml stimuliert. Der FSAP-Puffer als

Volumen&quivalent sowie die Positivkontrolle PMA (100 ng/ml) sind getestet worden.

Als Nachweis von FSAP in der jeweiligen Stocklésung wurde zur quantitativen und
qualitativen Kontrolle sowie der eindeutigen Identifikation eine Western Blot Analyse
durchgefluihrt. Dabei wurden die gleichen Proben verwendet wie in Kap. 4.1.1. Hierbei

zeigte sich eine ausgepragte Schwarzung im Uberstand nach Gabe des Antikdrpers
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gegen FSAP, das als Beweis fur das Vorhandensein von FSAP in den jeweiligen
Proben diente (Abb. 14).
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Abb. 14: Western Blot Analyse zum Nachweis von FSAP in der jeweiligen Stockldésung. Dabei
wurden die Proben aus Abb. 9 getestet. Durch die autokatalytische Aktivitdt von FSAP lassen
sich hier sowohl die intakten als auch die gespaltenen Formen nachweisen. Als

Ladungskontrolle wurde Aktin bestimmt, was eine gleiche Farbung in allen Proben aufweist.

4.1.3 Kein FSAP-Effekt auf Matrixmetalloproteasen in BXPC3-Zellen

Die Gelatine-Zymographie sollte die Aktivitdten von MMP-2 und MMP-9
(Matrixmetalloproteasen) im Extrakt und im Uberstand der BxPC3-Zellen nach
Stimulierung mit FSAP (10 ug/ml scFSAP) sowie dosisabhangig (0,2 bis 20 ug/ml
FSAP) zeigen.

Bei der Durchfiihrung der Zymographie mit dem Extrakt bzw. mit dem Uberstand
der BxPC3-Zellen zeigten MMP-2 und -9 keine Aktivierung (Abb. 15).
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Abb. 15: Gelatine-Zymographie zur Darstellung von MMP2- und -9 -Aktivitat in BxPC3-Zellen
nach FSAP-Stimulierung. Die Stimulierung durch scFSAP (10 pg/ml), dem Kontroll HE-Puffer
und der Postitivkontrolle PMA (100 ng/ml) erfolgte fiir 24 h.

Auch konnten keine Effekte hinsichtlich der Aktivierung von MMP-2 bzw. -9 bei

konzentrationsabhangiger Stimulation durch FSAP nachgewiesen werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Gelatine-Zymographie zur Darstellung von MMP2- und -9 -Aktivitdt in BxPC3-Zellen
nach FSAP-Stimulierung. Hierbei wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
FSAP zwischen 0,2 und 20 ug/ml bzw. mit einem Kontroll HE-Puffer stimuliert. Eine Positiv-

(PMA 100 ng/ml) sowie eine Negativkontrolle ohne Stimulation sind parallel mitgelaufen.
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Bei unklarem Bandenverlust sollte zusatzlich die MMP-2 und -9 Expression nach
Stimulierung Uber 24 h durch eine FSAP-Dosis von 10 pg/ml und durch aufsteigende
FSAP-Konzentrationen (0,2 — 20 ug/ml), hier nur MMP-9, mittels Western Blot Analyse
dargestellt werden. Hierbei konnte ebenfalls kein Effekt auf Aktivitat und Expression
von MMP-2 und -9 durch FSAP gezeigt werden (Abb. 17 Extrakt und Uberstand, Abb.
18 FSAP-Konzentrationsgefédlle). Die Positivkontrolle PMA zeigte in jeder
Versuchsreihe eine deutliche Stimulierung von MMP-9 Aktivitat und Zunahme der

Proteinmenge, aber keine Wirkung auf die MMP-2.
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Abb. 17: Western Blot Analyse zum Nachweis der MMP-2 und -9 Proteinexpression in BxPC3-
Zellen nach FSAP-Stimulation. Nach Stimulierung der Zellen mit scFSAP (10 pg/ml), dem
Kontroll HE-Puffer und der Positivkontrolle PMA (100 ng/ml) wurde der Extrakt sowie der
Uberstand hinsichtlich der MMP-2 und -9 untersucht.
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Abb. 18: Western Blot Analyse. Konzentrationsabhangiger Effekt von FSAP hinsichtlich der
MMP-2 und -9 -Expression in BxPC3-Zellen. Ein FSAP-Konzentrationsgefalle von 0,2 bis 20
ug/ml sollte demonstrieren, inwieweit die Genexpression von MMP-2 und -9 in BxPC3-Zellen
eine Korrelation zeigen. Parallele Durchfiihrung als Kontrolle mit dem HE-Puffer sowie einer
Negativ- bzw. Positivkontrolle (PMA 100 ng/ml).

4.1.4 Keine Anderung der Genexpression von uPA, PAI-1, tPA, MMP-2/-9 und TIMP-
1/-2 nach FSAP-Gabe

Mit der RT-PCR sollte dargestellt werden, in wieweit FSAP die Genexpression von
uPA, PAI-1, tPA, MMP-2/-9, TIMP1- und -2 auf Transkriptionsebene verandert. Sowohl
nach 2,5 als auch nach 5 h Inkubation zeigte uPA keine Anderung der mRNA-
Expression. In Korrelation mit der uPA-Aktivitdtszunahme nach FSAP-Gabe bei der
Casein-Zymographie lasst sich daraus schliellen, dass FSAP auf posttranskriptionaler
bzw. zellularer Ebene wirkt. Die Inhibitoren von MMP’s (TIMP1-/ -2) und uPA bzw. tPA
(PAI-1) wurden mit untersucht, um einen eventuellen Nebeneffekt von FSAP
aufzudecken. Diese zeigten ebenfalls keine Anderung ihrer Genexpression (Abb. 19).
Die einzige deutlich erkennbare Veranderung im Expressionsmuster war die
Stimulierung von MMP-9 mRNA mit PMA nach 5 h Inkubation. Diese positive Kontrolle
entspricht der deutlichen Zunahme von MMP-9 Protein und Aktivitat unter dem Einfluss
von PMA. Dies bekraftigt die Schlussfolgerung, dass FSAP keine Wirkung auf die

Expression von diesen Genen hat.
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Abb. 19: RT-PCR zum Nachweis eines FSAP-Effektes auf Transkriptionsebene bei uPA, PAI-1,
tPA, MMP-2/-9, TIMP1- und -2 in BxPC3-Zellen. Nach der Stimulation von BxPC3—Zellen mit
scFSAP (10ug/ml) Gber 2,5 und 5 h bei 37°C wurden unterschiedliche Primer zur Darstellung
der Expression von uPA, PAI-1, tPA, MMP-2/-9, TIMP1- und -2 mRNA verwendet. Der Kontroll-
Puffer wurde mituntersucht. Die Ladungskontrolle wurde in diesen Experimenten die Aktin-
mRNA. Eine RT-PCR Reaktion mit Wasser schliesst eventuelle Artefakte im
Amplifikationsprozess aus. Eine Negativkontrolle ohne Stimulation sowie eine Positivkontrolle
mit PMA sind mitgelaufen.

4.1.5 Geringe Aktivierung der Signaltransduktion durch FSAP in BxPC3-Zellen
Anhand der Western Blot Analyse sollte zudem gezeigt werden, inwieweit FSAP in

der Lage ist, eine Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kaskade (MAPK) ERK1/2

(extracellular-signal regulated kinases) im Sinne einer Phosphorylierung zu induzieren.
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MAPKs spielen sowohl bei der physiologischen als auch bei der malignen
Genregulation im Zellkern eine wichtige Rolle, indem sie Einfluss auf die
Zellproliferation, -differenzierung und -tod nehmen. Um die MAPK- und die
Tyrosinphosphorylierung der BxPC3-Zellen nach der Stimulation durch FSAP und
anderen Substanzen zu zeigen, wurde eine entsprechende Versuchsreihe aufgebaut.
Dabei sollten die Wachstumsfaktoren IGF-1 (insulin-like growth factor-1) und PDGF-BB
die Phosphorylierung positiv beeinflussen und in Relation zum FSAP-Effekt verglichen
werden. Hier zeigte FSAP nach 10-minatiger Inkubation bei 37°C in Relation zum
Kontroll-Puffer bzw. Kontroll-Puffer und IGF-1 eine geringe Phosphorylierung von
p42/44 MAPK (Abb. 20 links). Nach 30-mindtiger Inkubation konnte kein FSAP-Effekt
abgegrenzt werden (Abb. 20 rechts). PDGF-BB hat eine geringfligige Wirkung auf die
Phosphorylierung von MAPK, aber der Einfluss von IGF-lI war groRer und nicht mit
FSAP modifizierbar.
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Abb. 20: Western Blot Analyse zum Nachweis einer ERK1/2-Phosphorylierung uber MAPK in
BxPC3-Zellen nach FSAP-Gabe (links nach 10 und rechts nach 30 min Inkubation). Es fand
eine Vorinkubation von RPMI 1640 (serumfreies Medium), Heparin und BSA fir 1 h bei 37°C
statt, anschlieRend wurden HE-Puffer, FSAP (12 pg/ml), FCS (5%), IGF-1 (50 ng/ml) und
PDGF-BB (20 ng/ml) hinzupipettiert und fir 10 min bzw. fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Stimulierung wurde mit SDS Puffer und Orthovanadate (100 uM) gestoppt. Die totale MAPK
zeigt eine gleichmaRige Beladung der Proben.

Weiterhin wurde untersucht, ob FSAP U(ber eine Aktivierung von Kinasen eine
Tyrosinphosphorylierung bewirken kann, welche einen intrazellularen Effekt im Sinne
einer Signaltransduktionskaskade in Gang setzt. Die aktivierte Kaskade ware somit in

der Lage z.B. Transkriptionsfaktoren zu bilden oder zu aktivieren, welche weitere
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Effekte mit sich bringen. Nach 10 Minuten konnte eine signifikante Aktivierung nach
FSAP-Gabe festgestellt werden (Abb. 21). Die Tyrosin phosphorylierte Bande, der
haufigste Unterschied liegt bei etwa 170 kDa und deutet darauf hin, dass das eine
Protein von der Rezeptor-Tyrosin Kinase Familie entstammt, wurde hinsichtlich dieses
Punktes in der jetzigen Studie nicht weiter untersucht. FSAP zeigt somit einen
schwachen Einfluss auf die Tyrosinphorylierung in den BxPC3-Zellen, die Wirkung von
IGF-1 wurde durch FSAP nicht beeinflusst.
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Abb. 21: Western Blot Analyse zum Nachweis einer Tyrosinphosphorylierung in BxPC3-Zellen
nach FSAP-Gabe (links nach 10 und rechts nach 30 min Inkubation). Nach Vorinkubation der
Grundsubstanzen fir 1 h bei 37°C fand eine Inkubation fir 10 min bzw. fir 30 min bei 37°C
nach Gabe der Ubrigen Substanzen statt. Ein phosphoryliertes Protein am Tyrosinrest lag bei
170 kDa und ein anderes bei 15 kDa.

4.2 In-vivo Effekt von FSAP auf die Angiogenese in einem Maus-
Matrigel-Modell

4.2.1 Optimierung der Matrigelversuche

Die autokatalytische Zustandsveranderung von FSAP wird durch polyanionische
Molekiile wie Heparin beschleunigt (Altincicek et al. 2006). Allerdings spielt Heparin
auch eine wesentliche Rolle bei der (Neo-) Angiogenese, welcher durch zahlreiche
Publikationen belegt werden konnte (Fujita et al. 1988, Quyyumi et al. 1993, Taylor &

Folkman 1982). Aus diesem Grund wurden zur Optimierung der Heparindosis vorab
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mehrere Matrigelversuche durchgefihrt. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen
von Wachstumsfaktoren (20 — 200 ng/ml) gewahlt und mit verschiedenen
Heparindosen (100, 200 und 628 ug/ml) durchgefuhrt. Hierbei wurden die
Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF verwendet.

Bereits in-vivo nach Freilegung der subkutan liegenden Matrigelplugs zeigten die
vaskularisierten Plugs makroskopisch einen Unterschied. Die mit der hoéchsten
Heparindosis behandelten Plugs (628 ug/ml, Abb. 24) flihrten zu einer ausgepragten
Neoangiogenese, die mit der niedrigsten Dosis (100 pg/ml) deutlich zu einer
verminderten Gefal3neubildung (Abb. 22 links und 23 oben).

VEGF 100ng/ml
bFGF 100ng/ml

VEGF 100ng/ml
bFGF 100ng/ml

VEGF 200ng/ml VEGF 200ng/m|

bFGF 200ng/ml B g

+ jeweils
100 ug/ml Heparin

Abb. 22: Matrigelplugs nach wachstumsfaktorinduzierter Stimulation der Neoangiogenese mit
jeweils 100 (links) bzw. 200 ug/ml Heparin (rechts). In das Matrigel wurden bei kombinierter
Gabe jeweils 100 ng/ml VEGF und bFGF und bei alleiniger 200 ng/ml VEGF bzw. bFGF
hinzupipettiert. Die Testung erfolgte flir Heparin mit einer Konzentration von 100 (links) bzw.
200 pg /ml (rechts). Die Matrigelplugs wurden nach 7 Tagen aus der subkutanen Region

komplett entfernt.
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Die Heparindosis von 200 pug/ml und 200 ng/ml Wachstumsfaktoren zeigten dabei
eine adaquate Gefalisprossung sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch (Abb.
22 rechts und 23 unten).

VEGF 100ng/mi
bFGF 200 ng/ml VEGF 200ng/ml bFGF 100ng/m
Heparin 100 ug/m| Heparin 100 jg/ml Heparin 100 ug/m

bFGF 200 ngin VEGF 200ngi VEGF 100ngm
Heparin prgiml Heparin 200 g/ bFGF mmgml
Heparin 200 g/

Abb. 23: H&E-Ubersichtsfarbung der Matrigelplugs bei unterschiedlicher Vorbehandlung, hier
zur Testung der Heparindosen von 100 und 200 ug/ml. In das Matrigel wurden bei kombinierter
Gabe jeweils 100 ng/ml VEGF und bFGF und bei alleiniger 200 ng/ml VEGF bzw. bFGF
hinzupipettiert. Die Testung erfolgte fiir Heparin mit einer Konzentration von 100 (oben) bzw.

200 ug/ml (unten).
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VEGF 100ng/ml VEGF 100ng/ml

bFGF 100ng/ml bFGF 100ng/ml
Heparin 628ug/ml
VEGF 50ng/ml
bFf_'-:-F 2_Bngfmi VEGF 50ng/mil
Heparin 628ug/mil bFGF 20ng/ml
VEGF 50ng/ml nur Matrigel

bFGF 100ng/ml nur Heparin 628ug/ml

Abb. 24: Matrigelplugs mit unterschiedlicher Vorbehandlung, hier zur Testung der Heparindosis
von 628 ug/ml. Es wurde die kombinierte Gabe von VEGF (100 bzw. 50 ng/ml) und bFGF (100
bzw. 20 ng/ml) mit und ohne Heparin (628 ug/ml) getestet. Daneben Gabe von nur
Wachstumsfaktoren (VEGF 50 und bFGF 100 ng/ml) und Heparin (628 ug/ml) sowie Matrigel

(growth factor reduced) alleine ohne Gabe irgendwelcher Substanzen.

Die kombinierte Stimulation mit den Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF (jeweils
100 ng/ml bzw. 50 und 20 ng/ml) ohne Heparingabe zeigte makroskopisch eine
geringe Gefalneubildung (Abb. 24), mittels H&E-Farbung und der Immunhistochemie
konnte das makroskopische Ergebnis untermauert werden (Abb. 25 und 27).

Nur das Matrigel (growth factor reduced Matrigel) zeigte eine minimale
Gefalneubildung (Abb. 24, 25 und 27), wobei die alleinige Gabe von Heparin mit der
hdchsten Dosis von 628 ug/ml makroskopisch eine ausgepragte ,Neoangiogenese”

zeigte (Abb. 24). Dieser Effekt konnte mikroskopisch widerlegt werden, da hier keine
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fassbare Neoangiogenese stattfand. Lediglich die die Migration von zahlreichen Zellen
konnte beobachtet werden (Abb. 25 und 27).

bFGF 100ng/ml

Abb. 25: H&E-Ubersichtsfarbung der Matrigelplugs bei unterschiedlicher Vorbehandlung, hier
zur Testung der Heparindosis von 628 ug/ml. Es wurde die kombinierte Gabe von VEGF (100
bzw. 50 ng/ml) und bFGF (100 bzw. 20 ng/ml) mit und ohne Heparin (628 pg/ml) getestet,
daneben allein die Gabe von Wachstumsfaktoren (VEGF 50 und bFGF 100 ng/ml), Heparin
(628 pg/ml) und Matrigel (growth factor reduced).
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VEGF 100ng/mi
bFGF 200 ng/ml VEGF 200ng/ml bFGF 100ng/mi
Heparin 100 ug/ml Heparin 100 ug/mi Heparin 100 pug/mi

bFGF 200 ng/ VEGF 200ng/ml \éggg :ggngjmll
' Heparin 200 pg/ml ngm
Heparin 200 ug/ml p g a2 gl

Abb. 26: Immunhistochemische Farbung der Schnitte der Matrigelplugs. Der oberen Reihe
wurden 100 und der unteren 200 pug/ml Heparin zugesetzt. Durch die Uberlappung von Rot- und
Grunfluoreszenz erscheint eine gelbliche Fluoreszenz, was bedeutet, dass die Endothel- und
glatten Muskelzellen in unmittelbarer Nachbarschaft sind. Die Uberlappung von Blau- und
Griunfluoreszenz fuhrt zu einer hellblauen Farbung. DAPI/Blau = Zellkerne, griin = Bandeiraea

simplicifolia-1 Lektin/ Endothelzellen und rot = a-smooth-muscle actin/ glatte Muskelzellen.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse und Vorarbeiten durch andere
Arbeitsgruppen wurden die in-vivo Versuche mit Matrigel jeweils mit 200 pg/ml Heparin
durchgeflhrt.
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VEGF 100ng/mi
bFGF 100ng/ml
Heparin 628g/ml

VEGF 100ng/ml
bFGF 100ng/ml

C e
VEGF S0ng/ml VEGF S0ng/ml
bFGF 20ng/mi ‘ bFGF 20ng/mi
Heparin 628ug/ml "y

VEGF S0ng/m|

o .

nur Matrigel

nur
Heparin 628ug/mi

Abb. 27: Immunhistochemische Farbung der Schnitte der Matrigelplugs, Gabe von 628 ug/ml
Heparin. Daneben nur Gabe von Wachstumsfaktoren, Heparin und Matrigel. Blau = Zellkerne,

grin = Endothelzellen und rot = glatte Muskelzellen.
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DAPI: cell nucleus

SMA- emooth mieoke anti
- 2UVIA. SMOooth muscie acti

00U

Lectin: endothelial cell 63x

20x DAPI: cell nucleus
a- SMA: smooth muscle actin

Lectin: endothelial cell

63x

Abb. 28: Immunhistochemische Farbung mit Darstellung eines Gefalles, welche im Rahmen der
Neoangiogenese innerhalb des Matrigelplugs entstanden ist. Die 20-, 40- und 63-fache

VergréRerung werden demonstriert.

Um quantitativ und qualitativ die Neoangiogenese zu ermitteln, wurde manuell

optisch die GefalRdichte pro Quadratmillimeter bestimmt, indem vollstandig
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abgrenzbare Gefalle mit den Komponenten Zellkerne, Endothelzellen und glatte
Muskelzellen (a-smooth muscle actin) als ein neu gebildetes Gefald betrachtet wurden
(Abb. 28). Alle Daten wurden dann ausgewertet und in einem Diagramm mit dem SEM

gegenubergestellt.

4.2.2 Ausgepragte Abnahme einzelner Gefallkomponenten durch FSAP

Nach der Optimierung der Matrigelversuche und der Etabilierung von Methoden
zum Nachweis von Angiogenese wurde die Wirkung von FSAP getestet. Die
Kombination von FSAP bzw. seinem Kontroll HE-Puffer, Aprotinin und
Wachstumsfaktoren zeigen den Einfluss von FSAP auf die Neoangiogenese.

Fur die quantitative Untersuchung hinsichtlich der antiangiogenen Wirkung von
FSAP im Maus-Matrigel-Modell wurden folgende Anzahl (n) von Mausen fir jede
Gruppe (FSAP vs. Kontroll-Puffer) verwendet: bFGF: n= 7, VEGF: n= 8, bFGF-VEGF:
n= 8, bFGF-VEGF-PDGF-BB: n= 5, bFGF-VEGF-PPACK-FSAP: n= 8, bFGF-VEGF-
Aprotinin: n= 2. Die Abb. 29 zeigt die Matrigelplugs unmittelbar nach der Entnahme aus
dem subkutanen Gewebe der Mause.

Die Gabe von FSAP zu den Matrigelplugs flihrte zu einer deutlichen Reduzierung
von Zellinfiltration und Strukturbildung innerhalb der Matrigelplugs. Das am aktiven
Zentrum inhibierte Phe-Pro-Arg-Chloromethylketon (PPACK-) FSAP zeigte hierbei
keine hemmende Wirkung auf die Gefalineubildung. Die Kombination von Aprotinin mit
dem Kontroll-Puffer sowie Wachstumsfaktoren fuhrte zur einer deutlichen und die mit
FSAP zur einer ausgepragten, am ehesten synergistischen Hemmung der

Neoangiogenese (Abb. 29).
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HE-Puffer

bFGF

VEGF

bFGF - VEGF

bFGF — VEGF — P-Pack-FSAP

bFGF — VEGF — PDGF-BB

bFGF — VEGF - Aprotinin

Abb. 29: Maus-Matrigel-Modell zum Nachweis des FSAP-Effektes auf die Angiogenese. Dabei
wurden FSAP (12 pg/ml) und sein Kontroll-HE-Puffer (Volumenaquivalent) getestet. In jede
Matrigeltube (500 pl) wurde jeweils 200 pg/ml Heparin hineinpipettiert. Danach wurde bFGF
(200 ng/ml) und VEGF (200 ng/ml) alleine, bFGF in Kombination mit VEGF (jeweils 100 ng/ml)
sowie bFGF (100 ng/ml), VEGF (100 ng/ml) und PDGF-BB (50 ng/ml) zusammen dem Matrigel
beigemischt. Die enzymatisch inaktive Form von FSAP (P-Pack-FSAP, 12 ug/ml) und Aprotinin
(14 pg/ml) sind mitgelaufen.

Mit dem Maus-Matrigel-Modell sollte die antiangiogene Wirkung von FSAP auf die
Gefallneubildung in-vivo naher untersucht und charakterisiert werden. Die Abb. 30
zeigt die mit den Antikdrpern inkubierten Matrigelschnitte. Dabei wurden die
Endothelzellen mit Lektin, die glatten Muskelzellen mit anti-o-smooth muscle-Aktin und

die Zellkerne mit DAPI gefarbt. Hierbei zeigt sich in der Gruppe mit dem Kontroll-Puffer
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plus Wachstumsfaktoren bei unterschiedlichen Konzentrationen eine ausgepragte
Neoangiogenese, wobei einerseits die Gefalmorphologie und andererseits alle
Bestandteile eines Gefalles, namlich Zellkerne, Endothelzellen sowie glatte
Muskelzellen, eindeutig identifiziert werden konnten (Abb. 30 oben rechte vertikale
Reihe).

In Relation zu PPACK-FSAP, also der inaktivierten Form von FSAP, sowie der
Versuchsreihe mit dem HE-Puffer zeigen die Matrigelschnitte nach einer FSAP-Gabe
von 12 ug/ml auf mikroskopischer Ebene eine signifikante Reduktion der
Neoangiogenese (Abb. 30 oben linke vertikale Reihe). Bei mikroskopischer
Betrachtung der einzelnen GefalBkomponenten im Vergleich mit dem Kontroll-Puffer
bzw. PPACK-FSAP kamen die Differenzen deutlicher zur Darstellung. Dabei wurde die
densiometrische Analyse der immunhistochemisch gefarbten Schnitte mit o-SMA,
Lektin und DAPI mittels der Software Metamorph am Immunfluoreszenzmikroskop HC
(Leica DMR Microsysteme Vertrieb, Wetzlar) bestimmt. Hierbei wurden die einzelnen,
unterschiedlich gefarbten Schnitte durch die entsprechenden Filter betrachtet. Erst
dann konnten die fluoreszierenden Antikdrper mittels der Software erkannt und
quantitativ ermittelt und dokumentiert werden. Das Ergebnis wurde dann prozentual zur
Gesamtflache angegeben.

Das wachstumsreduzierte Matrigel zeigte kaum eine Angiogenese (Abb. 30 rechts

unten).
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FSAP 12 ug/ml Kontroll-Puffer

bFGF 100 ng/mi

VEGF 100 ng/mi

bFGF 100 ng/ml
VEGF 100 ng/ml

bFGF 100 ng/ml
VEGF 100 ng/ml
PDGF-BB 50 ng/ml

bFGF — VEGF - PPACK-FSAP nur Matrigel

Abb. 30: Immunhistochemische Farbung der Matrigelschnitte bei der Wildtyp-Maus zur Analyse

des FSAP-Effektes auf die Angiogenese. Gabe von verschiedenen Wachstumsfaktoren (bFGF,
VEGF und PDGF-BB) mit unterschiedlichen Konzentrationen (50 — 200 ng/ml). Die enzymatisch
inaktive FSAP (P-Pack-FSAP, 12 ug/ml) sowie das Matrigel alleine wurden mitgetestet. Blau =

Zellkerne, griin = Endothelzellen und rot = glatte Muskelzellen.
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Dabei stellte sich heraus, dass die glatten Muskelzellen nach FSAP-Gabe in
Korrelation mit dem HE-Puffer eine signifikante Reduktion zeigten (Abb. 31, p<0.05).
Im Einzelnen betrachtet, zeigte sich nach VEGF-Stimulation eine geringe und nach
bFGF- bzw. in Kombination der Wachstumsfaktoren bFGF-VEGF eine relevante
Reduktion der glatten Muskelzellen. Die Kombination der drei Wachstumsfaktoren,
bFGF, VEGF und PDGF-BB, flihrte einerseits zur deutlich vermehrten Bildung der
glatten Muskelzellen, andererseits zeigte hier FSAP im Gegenzug auch eine umso
starkere, hoch signifikante Abnahme der Dichte (Abb. 31, p<0.01).

12_ *k
—~—
$ 10 -
[1+]
s e .
'§ - * O Puffer
w6 - = @ FSAP
S 4 0 PPACK-FSAP
> 4
7]
g 2-
° i
0. S |
bFGF VEGF bFGF-VEGF  PDGFbb-
bFGF-VEGF *p<0.05
**p<0.01

Abb. 31: Prozentuale Dichte der glatten Muskelzellen nach unterschiedlicher Behandlung bei
Wildtyp-Mausen. Nach Gabe von FSAP, seinem Kontroll-Puffer und der inaktiven Form des
FSAP (PPACK-FSAP) in Kombination mit verschiedenen Wachstumsfaktoren kommt hier die
prozentuale Dichte der glatten Muskelzellen in den Matrigelschnitten zur Darstellung. Auf der x-
Achse befinden sich die unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF und PDGF-BB)
und auf der y-Achse die prozentuale Dichte der glatten Muskelzellen. Dargestellt sind
Mittelwerte mit SEM (standard error of mean). bFGF n= 7, VEGF n= 8, bFGF-VEGF n= 8,
bFGF-VEGF-PPACK-FSAP n= 8 und bFGF-VEGF-PDGF-BB n= 5.

Auch die prozentuale Dichte der Endothelzellen zeigten nach FSAP-Gabe eine
signifikante Reduktion in der Versuchsreihe VEGF sowie in der kombinierten
Stimulation der Neoangiogenese durch bFGF und VEGF (Abb. 32, p<0.05). Des
Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die Dreifach-Stimulation durch bFGF,
VEGF und PDGF-BB zur GefalBneubildung durch die FSAP-Gabe eine hoch
signifikante Abnahme der Endothelzellen zur Folge hat (Abb. 32, p<0.01).
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Abb. 32: Prozentuale Dichte der Endothelzellen nach unterschiedlicher Behandlung bei Wildtyp-
Mausen. Quantitative Gegenuberstellung der Endothelzellen nach Behandlung des Matrigels
mit FSAP versus Kontroll-Puffer bzw. PPACK-FSAP. Auf der x-Achse befinden sich die
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF und PDGF-BB) und auf der y-Achse
prozentuale Dichte der Endothelzellen. Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM. bFGF n= 7, VEGF
n= 8, bFGF-VEGF n= 8, bFGF-VEGF-PPACK-FSAP n= 8 und bFGF-VEGF-PDGF-BB n= 5.

Nur die Zellkerne in der Versuchsreihe bFGF, VEGF und PDGF-BB zeigten eine
signifikante Reduktion der prozentualen Dichte nach FSAP-Gabe (Abb. 33, p<0.05).

Die alleinige Gabe von bFGF bzw. VEGF sowie die kombinierte Gabe bFGF und
VEGF fihrten zu keinen relevanten Veranderungen der prozentualen Dichte der

Zellkerne.
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Abb. 33: Prozentuale Dichte der Zellkerne nach unterschiedlicher Behandlung bei Wildtyp-
Mausen. Die Gabe von Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF sowie PDGF-BB, y-Achse) mit und
ohne FSAP im Rahmen der Angiogenese wird hier anhand der Dichte der Zellkerne (x-Achse)
dargestellt. Die enzymatisch inaktive Form (PPACK-FSAP) wurde mit untersucht. Dargestellt
sind Mittelwerte mit SEM. bFGF n= 7, VEGF n= 8, bFGF-VEGF n= 8, bFGF-VEGF-PDGF-BB
n= 5 und bFGF-VEGF-PPACK-FSAP n= 8.

4.2.3 Signifikante Reduktion der mikrovaskularen Dichte durch FSAP im WT-Maus

Nachdem die einzelnen Gefallkomponenten nach der FSAP-Behandlung betrachtet
wurden und diese insgesamt eine deutliche Reduktion zeigten, sollte die
mikrovaskulare Dichte einerseits einen Gesamteindruck Uber die Neoangiogenese in
Relation zu dem Kontroll-Puffer und andererseits die angiogene Wirkung der einzelnen
Wachstumsfaktoren im Zusammenspiel mit FSAP verdeutlichen. Wie in Kap. 3.6.7
erklart, wurde die mikrovaskulare Dichte optisch manuell bestimmt. Hierbei wurden die
Gefalle gezahlt und in Relation zu ihrer Gesamtflache gesetzt.

Das Maus-Matrigel-Modell verdeutlichte, dass die Wachstumsfaktoren eine
unterschiedlich stimulierende Wirkung auf die Gefalineubildung haben. Dabei flhrten
die kombinierte Gabe von bFGF, VEGF und PDGF-BB sowie die alleinige Gabe von
bFGF einerseits zur einer ausgepragten Zunahme der mikrovaskularen Dichte,

andererseits zeigte FSAP eine hoch bis hdchst signifikante Abnahme der
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mikrovaskularen Dichte (Abb. 34). Sowohl bei alleiniger Stimulation der
Neoangiogenese mit VEGF oder in Kombination mit bFGF reduzierte FSAP hoch
signifikant die Gefaldichte. Die enzymatisch inaktive FSAP (PPACK-FSAP) zeigte
diesen Effekt nicht. Eine hdchstsignifikante Reduktion der mikrovaskularen Dichte
erreichte FSAP in der Versuchsreihe PDGFBB, bFGF und VEGF.

5 _
44 A -~
E . *%
£3, o O Puffer
[ FSAP
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0 21 PPACKFSAP
S
1 |
0 il |
bFGF VEGF  bFGF-VEGF PDGFBB- s
bFGF-VEGF p<0.0]
***p<0.001

Abb. 34: Mikrovaskulare Dichte innerhalb der Matrigelplugs nach Behandlung mit
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (x-Achse: bFGF, VEGF und PDGF-BB) sowie mit und
ohne FSAP. Die y-Achse zeigt die mikrovaskuldre Dichte im Rahmen der Angiogenese.
PPACK-FSAP (enzymatisch inaktives FSAP) ist mitgelaufen. Dargestellt sind Mittelwerte mit
SEM. bFGF n= 7, VEGF n= 8, bFGF-VEGF n= 8, bFGF-VEGF-PPACK-FSAP n= 8 und bFGF-
VEGF-PDGF-BB n= 5.

4.3 In-vivo Effekt von FSAP auf die Angiogenese beim uPA- und uPAR-
Knockout Maus

Da FSAP in der Lage ist, die pro-Urokinase zu aktivieren (Romisch et al. 1999b),
sollte durch gezielte Ausschaltung der uPA sowie seines Rezeptors, uPAR, ein
Knockout-Tiermodell verdeutlichen, in welchem Zusammenhang diese beiden Faktoren
fur die Angiogenese bzw. Neoangiogenese eine Rolle spielen. Einen Einfluss auf die

Angiogenese von uPA und uPAR wurde bereits gezeigt (Raghu et al. 2010). Der
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Verdacht liegt nahe, dass sich die Wirkung von FSAP Uber Urokinase bzw. Uber seinen

Rezeptor entfaltet.

Die Matrigelplugs waren identisch wie bei den vorherigen Versuchen subkutan
eingesetzt und danach bearbeitet worden. Lediglich wurde zur immunhistochemischen
Farbung der Endothelzellen polyclonal rabbit o- human vVWF (1:100) verwendet, da die
Farbung mit Lektin unzureichend, schwach kontrastiert und nicht sicher messbare
Ergebnisse lieferte. Die Farbung der glatten Muskelzellen (o-SMA, 1:200, Cy3
konjugiert) sowie der Zellkerne (DAPI) anderte sich nicht. Aufgrund der bekannten
Ergebnisse bezlglich der Beteiligung von uPA und uPAR bei der Gefalbildung wurde
die doppelte Konzentration von bFGF (400 ng/ml), von VEGF (400 ng/ml) und bei
Kombination bFGF-VEGF (200 ng/ml-200 ng/ml) zur Stimulierung der Neoangiogenese
verabreicht.

Folgende Anzahl (n) von Knockout-Mausen wurden jeweils flr die uPA- bzw. fir die
uPAR-Gruppe (FSAP vs. Kontroll-Puffer) verwendet: bFGF: n= 3, VEGF: n= 3 und
bFGF-VEGF: n= 2.

4.3.1 Abnahme der GefaRdichte nach FSAP-Behandlung beim uPA™ -Mausen

In den immunhistochemisch gefarbten Schnitten der uPA” -Mause kam es
insgesamt im Vergleich mit der WT-Gruppe zur einer reduzierten Neoangiogenese
innerhalb  der Matrigelschnitte, obwohl die doppelte Konzentration an
Wachstumsfaktoren  verabreicht  wurde. Dabei  konnten die  einzelnen
Gefallkomponenten Zellkerne, Endothelzellen und glatte Muskelzellen teilweise nicht in
Géanze abgegrenzt werden. Obwohl die Zellkerne eine Gefaldformation zeigten, fehlten
entweder die Endothelzellen, die glatten Muskelzellen oder beide Komponenten. Somit
wurde die Information zur Gefallneubildung zwar weitergetragen, diese zeigte sich
primar in der morphologischen Formation, sekundar bei der Bildung von glatten
Muskelzellen und Endothelzellen, bis ein vollkommenes, in sich geschlossenes
.,Rohrsystem*, die Blutleiter, entsteht (Abb. 35 oben). Das legt nahe, dass die
Gefalbildung u.a. mit dem Vorhandensein von uPA als ,Mitgestalter* angesehen
werden muss.

Daneben fiel auf, dass die alleinige Gabe von VEGF zu einer hoéheren
mikrovaskularen Dichte flhrte als bFGF allein oder die Kombinationsgabe bFGF mit
VEGF (Abb. 35 unten). Der Verdacht liegt nahe, dass VEGF teilweise Uber einen

anderen Mechanismus zur Angiogenese beitragt.

80



4 Ergebnisse

bF GF- Puffer VEGF - Puffer bFGF-VEGF - Puffer

bFGF- FSAP VEGF - FSAP bFGF-VEGF - FSAP
2,5 1 _—
'
2,0 L
NE "=
% 1,5 1 O Puffer
% 1.0 4 FSAP
g
0,5
0,0 .
bFGF VEGF bFGF-VEGF "p<0.01
***p<0,001

Abb. 35: Immunhistochemische Farbung (oben) sowie mikrovaskulare Dichte (unten) der
Matrigelschnitte bei uPA”-Mausen nach unterschiedlicher Gabe von Wachstumsfaktoren sowie
FSAP (12 pug/ml) und seinem Kontroll-Puffer. Die verabreichte Konzentration der
Wachstumsfaktoren in das Matrigel betragt bei alleiniger Gabe bei bFGF und VEGF 400 ng/ml
und bei kombinierter (bFGF-VEGF) jeweils 200 ng/ml. Die untere Abbildung zeigt die

mikrovaskulare Dichte nach FSAP-Behandlung in Relation zu seinem Puffer. Blau = Zellkerne,
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grin = Endothelzellen und rot = glatte Muskelzellen. Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM
(bFGF n= 3, VEGF n= 3 und bFGF-VEGF n= 2).

Die mit Wachstumsfaktoren stimulierten Matrigelschnitte unter Kontroll-Puffer Gabe
fuhrten in den uPA-Knockout Mausen zwar vermindert, aber noch deutlich abgrenzbar
zur Neoangiogenese. Im Vergleich mit der FSAP-Gruppe konnten allerdings erneut
deutliche Differenzen bezuglich der mikrovaskularen Dichte nachgewiesen werden.
Dabei zeigte die mikrovaskulare Dichte in allen Behandlungsgruppen mit bFGF, VEGF
oder der Kombination bFGF-VEGF eine hoch bis héchst signifikante Reduktion (Abb.
35 unten). Dies aulRerte sich besonders nach VEGF und nach bFGF-VEGF
Behandlung.

4.3.2 Abnahme der GefaRdichte nach FSAP-Behandlung bei uPAR * -Mausen

Bei den uPAR-Knockout Mausen stellte sich im Vergleich mit den uPA-Knockout
Mausen heraus, dass die GefaBmorphologie an sich mit Darstellung der
Gefallkomponenten Zellkerne, Endothelzellen und glatten Muskelzellen mikroskopisch-
anatomisch regelrechter abgrenzbar waren. Hier lielen sich mehrere, eindeutig
identifizierbare Gefalle nachweisen.

Daneben zeigte sich im Vergleich mit der uPA-Knockout Maus in Relation mit den

anderen Behandlungen eine vermehrte Gefallbildung nach bFGF (Abb. 36 unten).
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Abb. 36: Immunhistochemische Farbung (oben) und mikrovaskulare Dichte (unten) der
Matrigelschnitte bei uPAR™-Mausen nach unterschiedlicher Gabe von Wachstumsfaktoren
sowie FSAP (12 ug/ml) und seinem Kontroll-Puffer. Es erfolgte sowohl die alleinige Gabe von
bFGF bzw. VEGF bei einer Konzentration von jeweils 400 ng/ml als auch die Kombination

(bFGF-VEGF) bei Halbierung der Konzentration (jeweils 200 ng/ml). Die mikrovaskulare Dichte
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nach FSAP-Behandlung bzw. seinem Puffer wurde quantitativ ausgewertet. Blau = Zellkerne,
grin = Endothelzellen und rot = glatte Muskelzellen. Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM
(bFGF n= 3, VEGF n= 3 und bFGF-VEGF n= 2).

Die Bestimmung der mikrovaskularen Dichte zeigte auch hier eine Reduktion nach
FSAP-Behandlung in Relation zu seinem Kontroll-Puffer. Hier lieRen sich hoch bis

hochst signifikante Ergebnisse bezuglich der Gefalldichte nachweisen (Abb. 36 unten).
Insgesamt neigten die Knockout-Mause ohne FSAP-Behandlung zu einer deutlich

verminderten Gefalneubildung, wobei FSAP sowohl in der WT-Gruppe als auch in der

Knockout-Gruppe inhibierend auf die Neoangiogenese wirkte.
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5 Diskussion

Aus der Tatsache, dass FSAP einerseits im Rahmen der Hamostase sowie der
Fibrinolyse (Kannemeier et al. 2001, Romisch 2002) und andererseits bei der
Zellproliferation sowie —migration (Kannemeier et al. 2004) seine steuernden
Funktionen gezeigt hat, ergeben sich weitere Fragen und somit Untersuchungen zur
Angiogenese. Die Arbeiten von Sedding (Sedding et al. 2006b), Kanse (Kanse et al.
2008) und Parahuleva et al. (Parahuleva et al. 2008) demonstrieren die unmittelbare
Interaktion von FSAP mit dem kardiovaskularen System. Dabei wurden inhibitorische
Funktionen von FSAP auf die PDGF im Rahmen der Atherosklerose herausgearbeitet.
Weitere in-vitro Ergebnisse zeigten zudem, dass FSAP die Wachstumsfaktoren bFGF
und VEGF hemmt (Etscheid et al. 2004a, Jeon et al. 2006).

Mit der vorliegenden Arbeit sollten zum einen der in-vitro Effekt von FSAP auf die
pankreatischen Tumorzellen (BxPC3) und zum anderen in-vivo die antiangiogene

Wirkung in einem Maus-Matrigel-Modell ndher untersucht und charakterisiert werden.

5.1 In-vitro Effekte von FSAP auf pankreatische Tumorzellen

Die perizellulare Proteolyse durch das uPA- und MMP-System ist sowohl fir die
physiologische als auch fir die pathologische Angiogenese einer der wichtigsten
Aspekte. Bei der Tumorangiogenese kénnen anhand der Aktivierung dieser Systeme
prognostische Faktoren errechnet werden. Dabei zeigten die Vorarbeiten, dass hohe
Konzentrationen der uPA- und MMP-Systeme und deren Inhibitoren entweder mit einer
starken lokalen Invasivitat bzw. Aggressivitat oder einer hohen Rate an Metastasen
einhergingen (Duffy 2004, Mohanam et al. 1995). Somit ist die Interaktion zwischen
den Matrixmetalloproteasen und dem Plasminogen-Aktivator System wahrend der
tumorassoziierten Neovaskularisation hinsichtlich Remodeling der extrazellularen
Matrix ein wichtiger Aspekt. Sie flhren zu einer proteolytischen Zerstérung des
Zytoskeletts und der Basalmembran, konsekutiv sind sowohl die Zellverbande als auch
die extrazellulare Matrix aufgelockert. Durch diese ,Vorarbeit* kann die Anastomose
zwischen Tumor und bereits existierenden Kapillaren stattfinden. Die Arbeiten von
Foekens et al. beschrieben sogar die vom uPA-System abhangige Prognose bei
Mammakarzinom-Patientinnen (Foekens et al. 2000), dass die gesteigerte Aktivitat des
uPA-Systems mit einem schlechten Outcome einherging. Das uPA-System wird

heutzutage als einen prognostischen Faktorbetrachtet.
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Da FSAP pro-uPA aktiviert, haben wir die Hypothese erstellt, dass FSAP die
Aktivitdt und Expression von Mitgliedern der Plasminogen und MMP-Systemen
beeinflussen konnte. Als Testsystem haben wir BxPC3-Zellen genommen. Diese
fungieren haufig als Modellsystem. Die BxPC3-Zellen stammten aus einem humanen
Adenokarzinom des Pankreas. Die zunehmende Konzentration von FSAP flhrte zu
einer Zunahme der uPA-Aktivitat in BxPC3-Zellen. Allerdings zeigte die
molekularbiologische Untersuchung hinsichtlich der Proteinexpression eine deutliche
Abnahme. Ein ahnliches Phanomen ergaben auch die Untersuchungen von Paduch
(Paduch & Kandefer-Szerszen 2011). Im Gegensatz hierzu konnte in der vorliegenden
Arbeit eine Veranderung der Genexpression von PAI-1, dem Inhibitor von uPA, nach
FSAP-Behandlung weder mittels Western-Blot noch mittels RT-PCR festgestellt
werden.

Sowohl die Proteasenaktivitditsmessung mit der Gelatine-Zymographie als auch die
Genexpressionsanalyse (RT-PCR) flhrten bei den Matrixmetalloproteasen (MMP)
nach FSAP-Stimulierung zu keinem relevanten Ergebnis. Die FSAP zeigt in dieser
Arbeit keinen Effekt auf der Transkriptionsebene der Faktoren uPA und MMP. Somit
sind die FSAP-Effekte im posttranskriptionalen Bereich zu suchen.

Ein weiterer Aspekt meiner Arbeit betrachtete den direkten Einfluss von FSAP auf
die Tumorzellen sowie nach Stimulation von BxPC3-Zellen durch Wachstumsfaktoren.
Die Stimulation von BxPC3-Zellen mit FSAP flhrte Gber die MAPK-Phosphorylierung
sowie die Tyrosinphosphorylierung zu einem 170 kDa schweren Protein. Allerdings war
die Stimulation im Vergleich zu FCS oder IGF-1 sehr schwach. Die Stimulierung von
IGF-1 war, in beiden Analysen, durch FSAP nicht verandert. Kirzlich publizierten
Mambetsariev et al eine Studie, die postuliert, dass FSAP Zellen Uber Protease-
aktivierte Rezeptoren stimulieren kdnnen (Mambetsariev et al. 2010). Diese
Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die Uber Thrombin und andere
verwandte Proteasen aktiviert werden (Coughlin 2005).

Eine Steigerung der Aktivitdt der uPA ohne eine Absenkung in seiner Expression
bedeutet, dass FSAP uPA direkt aktiviert. Die ist identisch mit der bekannten Wirkung
von FSAP auf die pro-uPA Aktivierung. Schlussfolgernd kann postuliert werden, dass
FSAP mutmallich zu einer gesteigerten perizellularen Proteolyse mit Degradation nicht
nur der extrazellularen Matrix, sondern auch zu einer Regulation einzelner
Komponenten des vaskularen Systems beitragt. Die allgemeine Relevanz der direkten
Aktivierung von Tumorzellen mit FSAP muss weiter im Detail untersucht werden. Den
in-vivo Einfluss von FSAP hinsichtlich Outcome sollten weitere Untersuchungen an

einem Tiermodell mit primarem Tumor klaren.
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5.2 In-vivo Effekte von FSAP auf die Neoangiogenese

Im Matrigelmodell spielt die Zugabe von Wachstumsfaktoren wie bFGF, VEGF und
PDGF eine wichtige Rolle bei der Neoangiogenese. Nach der Optimierung der
Heparinkonzentration haben wir FSAP in Kombination mit Wachstumsfaktoren
getestet. Die Gabe von FSAP in das Matrigel hat zu einer deutlichen Reduzierung der
Neoangiogenese geflhrt. Alle Wachstumsfaktoren allein sowie in unterschiedlichen
Kombinationen wurden durch FSAP gehemmt. Das stimmt mit der bekannten
inhibitorischen Eigenschaft von FSAP auf Faktoren wie VEGF (Jeon et al. 2006), bFGF
(Etscheid et al. 2004a) und PDGF (Kannemeier et al. 2004) tUberein. Fur die Hemmung
der PDGF-vermittelten Migration und Proliferation ist der gesteigerte proteolytische
Abbau verantwortlich (Kannemeier et al. 2004) . Bei bFGF-vermittelten Prozessen
kommt ein komplexer Mechansimus teilweise basierend auf Bindung und teilweise
Abbau ins Spiel (Etscheid et al. 2004a). Die Hemmung von VEGF scheint unabhangig
von der proteolytischen Aktivitat von FSAP zu sein (Jeon et al. 2006).

Nach FSAP-Gabe reduzierte sich die Anzahl der glatten Muskelzellen und der
Endothelzellen deutlich. Da FSAP in der Lage ist, die Dichte der beiden Zellarten
signifikant zu reduzieren, ware es denkbar, dass FSAP inhibierend auf die
Endothelzellen wirkt und zusatzlich einen inhibitorischen Einfluss auf die Perizyten
ausubt (Stephan et al. 2011b). Somit ist die GefalRneubildung reduziert. Hier sollten
hinsichtlich des Signalweges zwischen Endothelzelle und Perizyt mit und ohne FSAP-
Gabe weitere Untersuchungen erfolgen. Daneben sollte in diesem Zusammenhang ein
FSAP-Knock-out Model weitere Anhaltspunkte lieferen. Hier wirde ein spezifischer
Perizytenmarker, RGS-5, weitere Informationen bezlglich der aktivierten Perizyten
liefern (Berger et al. 2005). Die in-vitro Ergebnisse von Nicosia et al. zeigte 1995, dass
die intimale bzw. subintimale Aorta (Ratte) eine kleine Untergruppe von glatten
Muskelzellen beherbergt und diese in der Lage sind, sich in Perizyten wahrend der
Angiogenese zu differenzieren (Nicosia & Villaschi 1995). Auf mikroskopischer Ebene
zeigen Perizyten sowie glatte Muskelzellen morphologische Ahnlichkeiten. Beide
Zellarten sorgen fir eine hdhere Gefalireife und —stabilitat. Somit ware insgesamt eine
Hemmung der Signalkaskade zwischen der Endothelzelle und dem Perizyt durch
FSAP denkbar. Frihere Studien in unserem Labor haben die Wirkung von FSAP nur
auf glatte Muskelzellen hin untersucht, aber es ist denkbar, dass durch die grof3e
Ahnlichkeit zwischen den beiden Zellarten auch die Perizyten durch FSAP gehemmt

werden.
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Studien von anderen Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass maligne Tumore in der Lage
sind, Angiogeneseinhibitoren durch Spaltung von vorhandenen Proteinen herzustellen.
Einer der bekanntesten sind Angiostatin (O'Reilly 1994) und Endostatin (O'Reilly et al.
1997). Hierbei wird zwischen Molekilen mit direkten antiangiogenen und zusatzlich
antiangiogen besitzenden Nebeneigenschaften unterschieden (Folkman 2004). Als
Beispiel sei Angiostatin genannt, ein Produkt, das nach proteolytischem Abbau von
Plasminogen ensteht. Angiostatin weist eine grosse Homologie zu FSAP auf. Auf
dieser Basis haben wir die Hypothese gestellt, dass FSAP Plasminogen unter Bildung
von Angiostatin spaltet. Unsere in-vitro Versuche zeigten jedoch keine Spaltung von
Plasminogen durch FSAP (nicht gezeigte Daten).

FSAP besitzt eine Kringle-Domane ahnlich wie Angiostatin. Proteine mit einer
Kringle-Domane prasentierten sich in den durchgefliihrten Untersuchungen als
antiangiogen. Diese und eigene Ergebnisse lassen vermuten, dass FSAP primar mit
seiner Kringle-Domane antiangiogene Eigenschaften besitzt. Daneben stellt sich die
Frage, ob FSAP, sei es durch seine Kringle- oder seine Serinprotease-Domane, direkt
Uber proteolytische und indirekt Gber Signalkaskaden eine Aktivierung bzw. Stimulation
der Synthese von endogenen Angiogeneseinhibitoren in Gang setzt. Auch eine
gesteigerte Tumorsuppressorgen-Funktion sollte in diesem Zusammenhang durch
FSAP in Betracht gezogen werden (Pan 2013). Die geringfligige Wirkung von
enzymatisch-inhibiertem FSAP auf die Angiogenese unterstitzt nicht die Idee, dass die
FSAP-Kringle-Domane in der anti-angiogenesen Wirkung eine Rolle spielt.

Zu Bedenken ist, dass das Matrigel aus einem Tumorextrakt gewonnen wurde.
Matrigel ist somit eine Basalmembranmatrix, welche aus Engelbreth-Holm-Swarm-
Maus-Sarkom extrahiert wurde und reich an extrazellularen Matrixproteinen ist. So
ware es auch denkbar, dass Bestandteile aus der extrazellularen Matrix nach FSAP-

Gabe aktiviert werden.

5.3 Position von uPA und uPAR sowie ihre Knockout-Modelle in der

Angiogenese

Da FSAP in der Lage ist, pro-uPA zu aktivieren (Romisch et al. 1999b), sollte durch
gezielte Ausschaltung des Urokinase-Plasminogen-Aktivators (uPA) sowie seines
Rezeptors (UPAR), ein entsprechendes Knockout-Tiermodell die Rolle der beiden

Faktoren fur die Angiogenese bzw. Neoangiogenese verdeutlichen.
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Aufgrund der Tatsache, dass FSAP in der WT-Maus eine Abnahme der
mikrovaskuldren Dichte zeigte und in der uPA"-Maus ohne FSAP-Behandlung
ebenfalls zu einer reduzierten mikrovaskularen Dichte flhrte, I&sst sich folgern, dass
die Kombination einer antiangiogen wirkenden Protease sowie der genetischen
Downregulation der Neoangiogenese Uber das uPA-System insgesamt synergistisch
wirkt. Dieses legt aber auch nahe, dass die Inhibition der Neoangiogenese durch FSAP
Uber eine andere Kaskade laufen muss.

Beim Vergleich der mikrovaskularen Dichte zwischen WT-Maus und den Knockout-
Mausen ohne FSAP Behandlung konnten hinsichtlich der Anzahl als auch der
Morphologie der Gefalle auf mikroskopischer Ebene Unterschiede festgestellt werden.
Bei der WT-Maus konnten eine hohe Anzahl und eine regelrechte Morphologie der
Gefalle dokumentiert werden. Die Anzahl der gebildeten Gefalze war bei den uPA- und
uPAR-Knockout-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen reduziert. Daneben zeigten
die GefalRe auf mikroskopischer Ebene Unterschiede in der Morphologie. Partiell
fehlten einzelne GefalRkomponenten, sowohl Endothelzellen als auch glatte
Muskelzellen.

Zwischen den beiden Knockout-Modellen konnte insgesamt eine regelrechte
GefalRmorphologie, vorwiegend bei den uPAR"-M&usen, nachgewiesen werden. Somit
spielt primar das uPA-System im Rahmen der Neoangiogenese eine wichtige Rolle.
Ein Unterschied in der Knockout-Gruppe zeigte sich zudem nach alleiniger Gabe der
Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF. Nach alleiniger Gabe von VEGF war die
mikrovaskulére Dichte bei der uPA”-Maus im Vergleich mit der uPAR"-Maus deutlich
hoéher. Andererseits war die mikrovaskuldre Dichte bei der uPAR”-Maus nach
alleiniger bFGF-Gabe deutlich hoher. Hier ware es denkbar, dass die
Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF Uber unterschiedliche Signalkaskaden ihre
Wirkung entfalten (Alexander et al. 2012, Breuss & Uhrin 2012). Eine Interaktion
zwischen bFGF und VEGF ist bekannt. Einerseits induziert b-FGF die Expression von
VEGF, andererseits ist nach systemischer Applikation eines VEGF-Antikoérpers und
somit Neutralisierung desselben die FGF-induzierte Angiogenese deutlich reduziert.
Die Effekte fuhren die Autoren auf den autokrinen Mechanismus von VEGF zurlck
(Seghezzi et al. 1998).
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5.4 Radiologisch-interventionelle Applikation von FSAP im Rahmen

einer antiangiogenen bzw. antitumoralen Therapie

Neben Operation, Bestrahlung und Chemotherapie gibt es weitere, in der klinischen
Anwendung etablierte Verfahren zur Behandlung benigner bzw. maligner
vaskularisierter Grunderkrankungen. Es gibt sowohl systemische als auch lokal
verwendete Verfahren zur antiangiogenen Behandlung. Diese sind wu.a. die
transarterielle Chemoembolisation (TACE) und die Embolisation mittels Mikrosphéren
(Kigelchen). Diese Verfahren sind bekannte und in Kliniken etabilierte Methoden bei
Behandlung von Patienten mit einem hypervaskularisierten Primartumor bzw.
Uterusmyomen. Die Verfahren zeigen eine lokale Wirkung, somit werden systemische,
unerwinschte Effekte umgangen und eine bessere Vertraglichkeit bzw. hohere Dosis
erzielt.

Die TACE ist ein radiologisch-interventionelles Verfahren zur Therapie von
Lebertumoren (z.B. hepatozellulares Karzinom, Karzinoid-Metastasen). Sie ist
minimalinvasiv und kombiniert die Applikation von unterschiedlichen Substanzen (z.B.
Chemotherapeutikum und Embolisat (6lhaliges Kontrastmittel Lipiodol)). Dabei wird
perkutan transarteriell Uber die A. femoralis communis die Leberarterie selektiv bzw.
ein Seitenast superselektiv sondiert, und die Substanzen Uber den eingebrachten
Mikrokatheter lokal in die Raumforderung appliziert (Vogl et al. 2007, Zangos et al.
2001). Einerseits wirkt das Chemotherapeutikum lokal, andererseits fuhrt das dlhaltige
Kontrastmittel Lipiodol zu einer Verstopfung der den Tumor versorgenden Gefalde
(arterielle Okklusion). Die Leber wird zwei Drittel von der V. portae versorgt, wahrend
maligne, hypervaskularisierte Tumore vorwiegend arteriell versorgt werden.

Die Embolisation von symptomatischen Uterusmyomen durch kleine Kigelchen
wird ebenfalls als ein minimal-invasives Verfahren in der Radiologie durchgefuhrt.
Hierbei werden selektiv bzw. superselektiv in die Uterusarterie kleine Kugelchen
gespritzt, welche die Gefalte verstopfen und so zu einer Unterbrechung der Blutzufuhr
fuhren (Ravina et al. 2000).

Nach Behandlung der Lasionen zeigen diese eine deutliche Reduktion der
Vaskularisation. Die kernspintomographische Verlaufskontrolle der Lasionen zeigt im
Vergleich mit der initialen Untersuchung vor allem zentral hypovaskularisierte bis
nekrotische Areale. Ziel ist es, die Vaskularisation der Lasionen komplett zu
unterbinden.

Der antiangiogene Effekt von FSAP kann einerseits die oben genannten Verfahren
unterstitzen oder andererseits als eigene Therapieoption etabliert und angewendet

werden. Somit kdnnte FSAP sowohl systemisch als auch nur lokal in das
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Tumorparenchym bzw. in das tumorversorgende Gefald appliziert werden. Mit der
zweiten Option wirde man den systemischen FSAP-Effekt umgehen und hatte zudem

lokal eine hohere Dosis.

5.5 Klinische Relevanz von FSAP

Die Angiogenese bzw. die Neoangiogenese ist ein  multifaktoriell
zusammenwirkender Mechanismus, der fir die antiangiogene Therapie ein breites
Spektrum hinsichtlich der Behandlungsmdglichkeiten bietet. Aus diesem Grund sind
bereits mehrere, sowohl direkt als auch indirekt antiangiogen wirkende Substanzen,
erforscht und teilweise entwickelt worden. Die Kombination von direkten (z.B.
Endostatin) mit indirekten (z.B. SU54216) Angiogenesehemmern zeigte einen
synergistischen, insgesamt antitumoralen Effekt (Abdollahi et al. 2003). Die in-vivo
Ergebnisse demonstrierten die antiangiogene Wirkung von FSAP. Ob FSAP direkt oder
indirekt die Angiogenese hemmt, missen weitere Untersuchungen die FSAP-Wirkung
klaren. Hierbeit kdonnten u.a. FSAP-Knockout Mause untersucht werden

Die klinische Relevanz solcher antiangiogenen Ansatze wurde schon bei der
Entdeckung des VEGF-Antikorpers Bevacizumab entdeckt, und somi ein Meilenstein
als eine weitere Saule der Krebstherapie etabliert. Im Vergleich mit der Chemotherapie
stellen solche antiangiogene Behandlungsmaoglichkeiten eine schonende Alternative
dar. Die von Chemotherapien ausgehenden Nebenwirkungen bzw. ihre Toxizitat
konnten vermieden werden. Dabei werden Resistenzen kaum, und Nebenwirkungen
selten dokumentiert. Allerdings zeigen neuere Studien, dass antiangiogene Mittel
(Sunitinib und Bevacizumab) bei Erzeugung einer intratumoralen Hypoxie in humanen
Brustkrebs-Xenotransplantaten einen Anstieg der Stammzellen hervorruft (Conley et al.
2012).

Eine antiangiogene Therapie durch FSAP legt zudem nahe, dass sie im Sinne einer
neoadjuvanten Therapie ein Downsizing und somit eine Operabilitat mit sich bringt.
Eine adjuvante Therapie kommt ebenfalls in Frage.

Insgesamt sollte festgehalten werden, dass antiangiogene Therapien primar
palliativ sind und das Tumorwachstum an sich reduzieren, aber den Tumor nicht
komplett eradizieren. Somit sollten antiangiogene Therapien mit konventionellen und

anderen antiangiogenen Verfahren kombiniert werden, um bessere Erfolge zu erzielen.
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Zusammenfassend stellt FSAP eine weitere, alternative Therapie zur
antiangiogenen  Behandlung  unterschiedlicher,  primar  hypervaskularisierter
Erkrankungen dar. Neben der systemischen Applikation von FSAP kann zum Erreichen
héherer Dosen eine lokale Gabe mit moglicherweise schnellem und wirkungsvollem
Eintritt durchgeflhrt werden. So kdnnte FSAP entweder supportiv zu den bekannten,
etablierten Verfahren wie transarterielle Chemoembolisation oder Embolisation dienen
oder als eigene Therapieoption in der klinischen Anwendung seinen Platz finden.

Die schematische Darstellung der FSAP-Funktionen (Abb. 37) musste somit durch

einen weiteren Effekt, namlich der antiangiogenen Wirkung, erganzt werden.
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Abb. 37: Schematische Darstellung der FSAP-Funktionen (Kanse et al. 2008). FSAP zeigt nicht
nur eine duale Rolle bei der Hdmostase und Fibrinolyse, sondern sie zeigt auch eine Hemmung
von Serpinen bzw. eine Internalisierung von Rezeptoren. Nach dieser vorliegenden Arbeit in
einem Maus-Matrigel-Modell lasst sich eine zusatzliche Funktion der Faktor Vll-aktivierenden
Protease zuschreiben, namlich die antiangiogene Wirkung.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsche Version

Die Faktor VllI-aktivierende Protease (FSAP) ist ein Plasmaprotein, das in der Leber
als ein Zymogen synthetisiert wird. Im Gefallsystem spielt es eine duale Rolle; auf der
einen Seite wirkt es prokoagulatorisch, indem Faktor VII aktiviert und TFPI inaktiviert
wird, auf der anderen Seite fibrinolytisch, indem pro-uPA in die aktive Form
umgewandelt wird. Durch die spezifische Spaltung von PDGF-BB (platelet derived
growth factor-BB) hemmt es die Wachstumsfaktor-vermittelte Migration und
Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen. In dieser Arbeit wurden Aspekte in
Zusammenhang mit der Rolle der FSAP bei der Regulierung der perizellularen
Proteolyse sowie Angiogenese untersucht.

In Tumorzellen wird das Plasminogenaktivierungssystem durch FSAP reguliert, auf
die Matrix-Metalloproteinasen zeigt es allerdings keinen Effekt. Somit kdnnte FSAP
eine Rolle beim Umbauprozess der extrazelluldren Matrix im Rahmen des
Tumorwachstums eine Rolle spielen.

Um die Wirkung der FSAP auf die Angiogenese zu testen, wurde Matrigel (ein
Tumorextrakt) zusammen mit FSAP subkutan in beide Leisten der Maus implantiert.
Die Neovaskularisation im Matrigelplug wurde immunhistochemisch analysiert. FSAP
wurde mit Kontroll-Puffer, ihrer inaktiven Form (PPACK-FSAP) und nach Aprotiningabe
verglichen. Dariber hinaus wurden verschiedene Wachstumsfaktoren alleine oder in
Kombination mit Heparin in das Matrigel hinzupipettiert.

FSAP zeigte eine deutliche Abnahme der mikrovaskularen Dichte innerhalb der
Matrigelplugs. Die Anzahl von vaskularen Endothelzellen und glatten Muskelzellen
wurden signifikant reduziert. Die Angiogenese in der Kontrollgruppe blieb unverandert.
Im Gegensatz dazu zeigten Aprotinin als auch die enzymatisch inaktive Form von
FSAP, PPACK-FSAP, eine vollstdndige Neutralisierung des FSAP-Effektes.

Die Angiogenese in der uPA” und uPAR”-M&usen (urokinase-type plasminogen
activator receptor) war im Vergleich mit der Wildtyp-Gruppe reduziert. Die
mikrovaskulére Dichte innerhalb der Matrigelplugs war im Vergleich mit den uPAR™-
Mé&usen bei den uPA”-Mausen deutlich verringert. FSAP reduziert die Angiogenese
sowohl in den uPA™ als auch in den uPAR” -Mausen.

Die Ergebnisse zeigen FSAP als einen endogenen Angiogenesehemmer und somit

als eine weitere mogliche Option in der Tumortherapie.
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6.2 Englische Version (Summary)

The factor Vll-activating protease (FSAP) is a plasma protein that is synthesized by
the liver as a zymogen. In the vascular system, it plays a dual role, on the one hand it
activates factor VIl and inactivates TFPI and thus promoting coagulation and secondly
it converts pro-uPA into the active form and thus supports fibrinolysis. By specifically
cleaving PDGF-BB (platelet derived growth factor-BB) it inhibits the growth factor-
mediated migration and proliferation of vascular smooth muscle cells. In this thesis
aspects relating to the role of FSAP in regulating pericellular proteolysis as well as
angiogenesis have been investigated.

In tumor cells the plasminogen activation system was regulated by FSAP but this
was not the case for the matrix metalloproteases tested. Thus, FSAP could play a role
in the remodeling of the extracellular matrix in the context of tumor growth.

To test the effect of FSAP in angiogenesis it was added to Matrigel (a tumor
extract) which was implanted subcutaneously in both inguinal regions of the mouse.
Neovascularization in the matrigel plug was analyzed by immunohistochemistry. FSAP
was compared with its control-buffer, its inactivated form (PPACK-FSAP) and after
aprotinin administration to inhibit its proteolytic activity. In addition, various growth
factors were added alone or in combination with heparin to the matrigel plugs.

FSAP significantly reduced microvascular density in matrigel plugs. The number of
vascular endothelial cells as well as smooth muscle cells was significantly reduced.
Angiogenesis in the control group was unaffected. In contrast, aprotinin as well the
enzymatically inactive form of FSAP, PPACK-FSAP, completely neutralized the effect
of FSAP.

Angiogenesis in the uPA” and uPAR” mice (urokinase-type plasminogen activator
receptor) was generally reduced in comparison to the wild-type group. Microvascular
density in matrigel plugs was lower in uPA”-mice compared with the uPAR™-mice.
FSAP reduced angiogenesis in both uPA™ and uPAR” -mice.

The results demonstrate that FSAP is an endogenous angiogenesis inhibitor that

could be useful in tumor therapy.
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