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1 Einleitung

Die Tumorpathogenese stellt keinen isolierten Prozess einzelner entarteter Zellen dar.
Vielmehr muss jeder Tumor als ein funktionelles, eng mit der unmittelbaren Umgebung
verbundenes Gewebe betrachtet werden, dessen Struktur und Funktion durch dynamische
Interaktionen mit der Mikroumgebung - der Extrazelluldren Matrix (EZM) - aufrechterhalten
und moduliert wird (125).

Die EZM ist definiert als ein komplexes Geflecht aus Makromolekiilen, Proteinen,
Proteoglykanen und adhidsiven Glykoproteinen, die von den in ihr befindlichen Zellen
synthetisiert und sezerniert werden. Prinzipiell sind Faserproteine, die entsprechend ihrer
Funktion weiter in Strukturproteine (z.B. Kollagen und Elastin) und Adhésionsproteine
(Fibronektin und Laminin) unterteilt werden und die Proteoglykane (z.B. Aggrecan und
Perlecan) zu unterscheiden. Bei letzteren handelt es sich um stark geladene, kovalent an
Proteine gebundene Glykosaminoglykane, die jedoch auch in einer ungebundenen Form
vorkommen konnen (z. B. Heparin, Hyaluronséure).

Neben der strukturellen und mechanischen Unterstiitzung der Zellen und Gewebe fungiert die
EZM auch als Speicherort zahlreicher, von den Zellen sezernierter, biologisch aktiver
Molekiile wie Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Proteasen und ist hieriiber an der
auto- und parakrinen rdumlichen und zeitlichen Steuerung verschiedener Zellvorginge
beteiligt.

Somit kann die EZM als eine Art ,zellulires Gedichtnis* angesehen werden, dessen
Zusammensetzung und Eigenschaften die zellbiologische Aktivitdt der in ihr lokalisierten
Zellen widerspiegelt. Die Bestandteile der EZM wiederum interagieren mit den
Zelloberflachenrezeptoren der Zellen/Tumorzellen wodurch unterschiedliche physiologische
und pathophysiologische Prozesse (z.B. Informationsweitergabe und Stoffwechselprozesse,
Adhésion, Motilitét, Transformation, Invasion und Metastasierung) kontrolliert und moduliert
werden (125).

Daneben besteht auch eine enge Interaktion und Kooperation zwischen der Tumorzelle und
den Stromazellen. So werden angrenzende Stromazellen durch verschiedene Signalmolekiile
zur Expression zahlreicher aktiver Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine,
angiogenetischer Faktoren und Proteasen stimuliert, welche ihrerseits die umliegende EZM
aktivieren und Verhalten bzw. Eigenschaften der Tumorzellen regulieren und modulieren

(39).



Eines unter den vielen Molekiilen, die aktiv an der Modulation des extrazelluliren Milieus
und der Beeinflussung zelluldrer physio- und pathophysiologischer Funktionen beteiligt sind,
ist das Matrixstrukturprotein  Thrombospondin-1  (TSP-1). Diese modulierenden
Eigenschaften werden auch von einigen anderen, funktionell dhnlichen Proteinen (z.B.
Osteopontin, Tenascin C) geteilt und flihrten zur Bezeichnung der matrizelluldiren Proteine
(22).

Eine Beteiligung des TSP-1 an der Pathogenese maligner Tumoren ist in den zuriickliegenden
Jahren mehrfach beschrieben worden; iiber dessen Bedeutung liegen jedoch widerspriichliche
Daten vor. Hierfiir werden, neben moéglichen methodischen Problemen (z.B. unterschiedliche
Darreichungsformen des TSP-1), die komplexen Wirkungsmechanismen dieses
multifunktionellen Glykoproteins verantwortlich gemacht (147).

Ein pathogenetischer Mechanismus wird in der Modulation des perizelluldren fibrinolytischen
Systems/Plasminogenaktivator (PA)-Systems gesehen. Neben der direkten Interaktion des
TSP-1 mit Komponenten des PA-Systems konnten einige Studien auch eine Modulation

einzelner Faktoren auf der Expressionsebene nachweisen (141).

1.1 Perizelluléires fibrinolytisches System

Um- und Abbau der extrazelluldren Matrix spielen in der Tumorpathogenese eine zentrale
Rolle. Phdnomene wie Zellmigration, Tumorinvasion und Metastasierung wiren ohne eine
rdumlich und zeitlich kontrollierte Degradation der unmittelbar an den Tumorzellen
angrenzenden EZM nicht moglich. Hierfiir bedient sich der Tumor einer Vielzahl
proteolytischer Enzyme, die von den Tumorzellen selbst und/oder den ortsstindigen
Stromazellen in Kooperation mit der Tumorzelle gebildet werden.

Inzwischen = wurden  zahlreiche  Proteasen und  Proteasesysteme  beschrieben
(Matrixmetalloproteinasen, Aspartyl- und Zysteinproteasen), die direkt oder indirekt in die
Tumorentwicklung involviert sind (41, 149). Unter diesen proteolytischen Systemen kommt
dem perizelluldren fibrinolytischen System eine dominierende Stellung zu. Zahlreiche Studien
bestitigen dessen Bedeutung in tumorbiologischen Prozessen wie Zellinvasion,
Metastasierung und Angiogenese (7, 32, 130). Zentrales Substrat dieses komplexen Systems
ist das Plasminogen (PIg), dessen Aktivierung zu und Wirkung als Plasmin durch zahlreiche
Faktoren (u.a. tPA, uPA, uPAR, PAI-1 und PAI-2) moduliert und reguliert wird.
Zusammengenommen bilden sie das Plasminogenaktivator-System (PA-System).

Die Expression und Funktion der Komponenten des PA-Systems unterliegen komplexen

Regulationsmechanismen, an denen eine Vielzahl von Faktoren (Wachstumsfaktoren,



Zytokine, Endozytoserezeptoren, Integrine und extrazelluldre Matrixproteine) beteiligt sind
(110).

Es muss jedoch betont werden, dass eine klare funktionelle Abgrenzung zwischen den
einzelnen Proteasen bzw. Proteasensystemen wegen der komplexen und teilweisen
gegensitzlichen Aufgaben nicht moglich ist. Zudem weisen die verschiedenen Proteasen eine
vielfiltige, teils iiberlappende Substratspezifitit auf und konnen sich hdufig direkt oder

indirekt gegenseitig aktivieren bzw. inhibieren (39).
1.1.1 Komponenten des Plasminogenaktivator-Systems

Plasminogen, ein einkettiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ~ 92 kDa wird
hauptséchlich in der Leber produziert und ist sowohl im Plasma (1,5 2 pmol/L) als auch in
der interstitiellen Fliissigkeit vorzufinden.

Die beiden wichtigsten physiologischen Plasminogenaktivatoren (PA) sind tPA und uPA. Der
bedeutendste physiologische Inhihibitor des Plasmins ist das a-2-Antiplasmin. Als
Zelloberflachenrezeptoren dienen dem Plasminogen Proteine mit einem carboxyterminalen
Lysin-Rest. Unter anderem wurden o-Enolase, Amphoterin und Annexin II als
Plasminogenrezeptoren identifiziert (61, 105). Die Aktivierung des Plasminogens beinhaltet
die Hydrolyse einer Peptidbindung (Arg561-Val562) und geschieht in einem geringen
Umfang durch pro-uPA, wesentlich effizienter jedoch durch den an der Zelloberfliche
lokalisierten uPA. Voraussetzung hierfiir ist ebenfalls die Bindung des Plasminogens an der
Zellmembran (48). Das fithrt zu einer potenten, zellvermittelten sowie lokal begrenzten
perizelluldren Fibrinolyse. Plasminogen kann selbst pro-uPA in uPA umwandeln und hieriiber
seine eigene Aktivierung beschleunigen (49). Auch tPA katalysiert die Umwandlung von
Plasminogen in proteolytisch aktives Plasmin. Dies geschieht jedoch primir
zelloberflichenunabhingig und spielt bei der intravasalen Fibrinolyse eine wichtige Rolle.
Die aktive Serinprotease Plasmin besteht aus zwei tiber Disulfidbindungen verbundenen
Polypeptidketten. Die katalytisch aktive Serinproteinase-Domine ist in der C-terminalen B-
Kette lokalisiert. Plasmin zeichnet sich durch eine breite Substratspezifitidt aus und spaltet
eine Vielzahl von (Matrix-)Proteinen wie Aggrecan, Fibronektin (FN), Laminin, Vitronektin
(VN), Proteoglykane und Fibrin (8, 28, 90, 106). Zusitzlich aktiviert Plasmin andere
Proteasen wie die Matrixmetalloproteinasen (MMP) -1, -2, -9 und 13, was u. a. den Abbau der
EZM weiter verstirkt (130, 8). Studien der vergangenen Jahre konnten eine enge Kooperation
sowie funktionelle Uberlappung beider Systeme (Plasmin- und MMP-System) in zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen nachweisen (39, 103, 110). Durch den



Abbau der EZM werden diverse biologisch aktive Molekiile wie TGF-B3, bFGF oder VEGF
freigesetzt, die ihrerseits Prozesse wie Zellproliferation, Adhésion und Invasion beeinflussen.
Freigesetzte, aber noch inaktive Faktoren konnen durch Plasmin direkt oder indirekt (z. B.
iiber MMPs) aktiviert werden (98, 130, 155). Neben dessen zentraler Rolle bei der
intravasalen Fibrinolyse ist Plasmin iiber die Modulation und den Abbau zahlreicher Proteine
an einer Vielzahl physiologischer sowie pathophysiologischer Prozesse wie Ovulation,
Embryonalentwicklung, entziindlichen Prozessen, Wundheilung, Angiogenese,

Tumorinvasion und Metastasierung beteiligt.

uPA ist eine Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 53 kDa. Er wird durch
unterschiedliche Zellen (z.B. Nierentubulizellen, Monozyten, Pneumozyten Keratinozyten,
Fibroblasten, Tumorzellen) als einkettiges Proenzym (pro-uPA) mit geringer intrinsischer
enzymatischer Aktivitdit exprimiert und sezerniert. Pro-uPA kann anschlieBend mittels
proteolytischer Spaltung an Position Lys158-1le159 durch verschiedene Proteasen wie
Cathepsin B/L, Kallikrein, Tryptase, Wachstumsfaktoren etc. in die enzymatisch ca. 250fach
aktivere zweikettige Form, den HMW-uPA (high-molecular-weight) prozessiert werden. Der
bedeutendste physiologische Aktivator des pro-uPA scheint jedoch Plasmin selbst zu sein.
HMW-uPA besteht aus zwei, durch Disulfidbriicken miteinander verbundenen Ketten. Die
Tertidrstruktur setzt sich aus drei unterschiedlichen Doménen zusammen. Die N-terminale A-
Kette beinhaltet eine Wachstumsfaktor-Doméne, gefolgt von einer Kringel-Domine. Beide
zusammen bilden das inaktive Amino-Terminale-Fragment (ATF). Die Wachstumsfaktor-
Domine vermittelt {iber eine Sequenz von 13 Aminosduren die Bindung an uPAR. In der
karboxyterminalen Region der B-Kette ist die Serin-Protease-Doméne lokalisiert. Sie stellt
die enzymatisch aktive Region des Proteins dar und ist fiir die Generierung des Plasmins
verantwortlich (17, 94, 110, 130).

Sowohl pro-uPA als auch zweikettiges uPA binden spezifisch an uPAR, was eine starke
Zunahme ihrer enzymatischen Aktivitdt zur Folge hat. Aus der Interaktion des pro-uPA/uPA
mit uPAR resultiert bei gleichzeitiger Zellmembranbindung des Plasminogens eine effiziente
und fokussierte Plasmingenerierung in unmittelbarer Umgebung der Zellmembran. Plasmin
wiederum katalysiert dann die Umwandlung des pro-uPA in den aktiveren uPA, wodurch der
Prozess weiter beschleunigt wird. Freier uPA bzw. l6sliche uPA/uPAR-Komplexe besitzen
eine deutlich niedrigere enzymatische Aktivitit (48, 49, 123).

uPA kann uPAR zwischen den Doménen 1 und 2 spalten. Das findet verstdrkt an der

Zelloberfliche statt und wird als ein negativer Feedbackmechanismus im komplexen



Regulationsprozess der Plasminogenaktivierung angesehen (70). Durch die Spaltung wird
auch die Assoziation des uPAR mit den Integrinen beeinflusst.

Loslicher und rezeptorgebundener uPA bilden spezifische Komplexe mit den Inhibitoren PAI-
1 und -2. Das fiihrt nicht nur zur uPA-Hemmung, sondern nach Bindung der Komplexe an
membranassoziiertem uPAR, zu deren Internalisierung und lysosomalen Degradation. Beide
Mechanismen regulieren direkt und indirekt sowohl die Plasminaktivierung als auch die
Zelladhédsion (37, 50).

Durch die Bindung an uPAR moduliert uPA unabhéngig von seiner enzymatischen Aktivitét

weitere Prozesse wie Zelladhdsion, Migration, Proliferation und Chemotaxis.

Die Serinprotease tPA wird als einkettiges, ~70kDa schweres Glykoprotein synthetisiert.
Durch Proteolyse einer einzelnen Polypetidbindung wird es in die, durch eine Disulfidbriicke
verbundene, 10-50fach enzymatisch (fibrinolytisch) aktivere zweikettige Form tiberfiihrt. Die
katalytisch aktive Serin-Protease-Domine ist in der B-Kette lokalisiert. Uber die A-Kette wird
u. a. die Fibrinbindung vermittelt (7, 110).

Viele normale und neoplastische Zellen sind zur Bildung von tPA befihigt. Physiologischer
Hauptsyntheseort ist jedoch die GefiBlendothelzelle. Die Regulation der tPA-Aktivitit ist
komplex. Neben den bekannten PAI sind u. a. verschiedene Matrixproteine wie Fibrin, FN
und TSP daran beteiligt. Im Blut ist PAI-1 der bedeutendste tPA-Inhibitor. Die Clearance der
tPA-PAI-1-Komplexe findet {iber das LRP (lipoprotein receptor-related protein) in
Hepatozyen statt (83, 110).

tPA bindet an Zelloberflichenrezeptoren wie Annexin II und Amphoterin. Ein
zellmembrangebundener Rezeptor mit hoher tPA-Affinitdt konnte jedoch bislang nicht
nachgewiesen werden (61, 110).

tPA spielt eine zentrale Rolle bei der intravasalen Fibrinolyse. Die hohe Affinitdt zum
Fibrinogen/Fibrin begiinstigt seine lokale Anreicherung und fithrt zu einer gesteigerten
Affinitdt gegeniiber dem Plasminogen. Das ermoglicht eine gezielte und effiziente
Plasminogen-Aktivierung bzw. Fibrinolyse (110, 139).

Auch extrazelluldre Matrixproteine (u.a. Fibronektin, Laminin, Thrombospondin) kénnen tPA
und Plasminogen binden. Moglicherweise hat das regulatorische Bedeutung im Prozess der
perizelluldreren Fibrinolyse nach Fibrin(ogen)austritt aus dem GefidB3bett (139). Inzwischen
konnten weitere, von der enzymatischen Aktivitdt unabhidngige Funktionen des tPA

nachgewiesen werden (162).



uPAR (CD87) hat ein Molekulargewicht von ~55 kDa und ist als voll prozessiertes Protein
stark glykolysiert. Seine Tertidrstruktur wird durch drei homologe Repeats, den Doménen D1-
D3 mit je ca. 90 Aminosduren gebildet. Die uPA-Bindungsstelle ist in D1 und D3 lokalisiert.
Mit dem in der C-terminalen Region lokalisierten Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-
Anker) ist uPAR mit der &duBleren Zellmembran ohne direkten Kontakt zum Zytosol
verbunden (7, 20, 110, 123).

uPAR wird auch in l6slicher Form (suPAR) gefunden. Durch proteolytische Spaltung in Nihe
des GPI-Ankers oder Hydrolyse des GPI-Ankers durch Phospholipasen kann der Rezeptor als
intaktes Molekiil von der Zellmembran abgespalten werden. Das fiihrt zu funktionellen
Verdanderungen (u. a. Abnahme der Plasmingenerierung durch Verlust der Co-Lokalisation
zwischen Plasminogen und pro-uPA sowie Reduktion der uPA/PAI-1-Endozytose), alteriert
jedoch nicht die Bindungsfihigkeit zu VN oder uPA. Auch alternatives Splicing wurde als
Quelle 1slichen uPAR beschrieben (98). Uber die Interaktion mit Integrinen kann suPAR
weiterhin mit den Zelloberflichen sowie extrazelluldren Matrixproteinen assoziieren (7, 75).
Im Gegensatz dazu wird die Proteolyse des uPAR in der Verbindungsregion zwischen D1 und
D2 von einer vollstaindigen Verdnderung der biologischen Eigenschaften des Rezeptors
begleitet. Zahlreiche Proteasen wie uPA, Plasmin, neutrophile Elastase und verschiedene
MMPs konnen den Rezeptor in dieser Region spalten (7, 148). Die Abspaltung von D1 durch
uPA findet auf der Zelloberflache stark beschleunigt statt und setzt hier, im Unterschied zum
suPAR, die Bindung von uPA mit dem Rezeptor voraus (68). Der Prozess fiihrt zu einem
(fast) vollstdndigen Verlust der uPA-Bindungsaffinitdt und hemmt die Plasmingenerierung,
die Zelladhdsion sowie die uPAR/Integrin-Assoziation (15, 39, 107). Die loslichen D2D3-
Fragmente konnten als Chemotaxine eine Rolle in der Zellmigration spielen.

Zusammen mit membrangebundenem Plasminogen/Plasmin bilden uPA/uPAR ein sehr
effizientes, zelloberfldchenassoziiertes proteolytisches System, welches durch gezielte lokale
Degradation von EZM- und Zelladhidsionsmolekiile eine zentrale Rolle im Prozess der
Zellmigration und Tumorinvasion einnimmt (7, 8). Die spezifische Lokalisation des uPAR in
Zellmembrankompartimenten (wie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakt, Migrationsfront) wird

tiber die Assoziation zwischen uPAR, uPA, Integrinen und VN reguliert (148).

Inzwischen konnte eine Vielzahl weiterer Funktionen des uPAR iiber die Plasmingenerierung
hinaus nachgewiesen werden. uPAR und suPAR bindet an VN und vermittelt hieriiber die
Adhision vieler Zellen. Durch Bindung des uPA (bzw. des enzymatisch inaktiven ATF-
Fragments) nimmt die Affinitdt zu VN stark zu (43, 170, 171). Die Spaltung des uPAR



verhindert eine effiziente uPAR-Vitronektin-Bindung (69). PAI-1 kann diese
Adhésionsfunktion ebenfalls modulieren.

uPAR besitzt keine transmembrane Doméne. Die laterale Assoziation mit unterschiedlichen
transmembranen Proteinen ermoglicht jedoch eine transmembrane Signaltransduktion. Fiir
viele dieser Funktionen ist eine Komplexbildung mit uPA notwendig, ohne jedoch dessen
enzymatische Aktivitit vorauszusetzen (113). Inzwischen konnten unterschiedliche
transmembrane Partner identifiziert werden. Unter anderem bindet uPAR bzw. der
uPA/uPAR-Komplex an verschiedene Integrine (a3B1-, a581-, avB3- bzw. avB5-Integrin),
an GPCR (G-protein-coupled-recptor) und Caveolin. Diese Interaktion kann mit einer
Aktivierung diverser Kinasen (wie Tyrosin- und Serinproteinkinasen) einhergehen und
zahlreiche physiologische Prozesse wie Zellmigration, Adhésion, Differenzierung und
Proliferation modulieren (7, 20, 75, 113).

In Abhéngigkeit der Zellen und der EZM-Komponenten konnen uPA/uPAR/Integrin-
Komplexe an unterschiedliche Matrixmolekiile (VN, FN, Laminin und Kollagen) adhirieren
(7, 38). Durch die Assoziation des uPA/uPAR mit den Integrinen werden teilweise auch die
Funktionen der aktivierten Integrine modifiziert (108). PAI-1 kann diese Interaktionen
wiederum beeinflussen.

Pro-uPA-, uPA- und ATF-Gradienten iiben eine chemotaktische Wirkung auf uPAR
exprimierende Zellen aus. Die Bindung des uPA an seinen Rezeptor fiihrt zur Demaskierung
eines chemotaktischen Epitops zwischen der D2 und D3 Doméne. Es wird angenommen, dass
diese chemotaktische Sequenz dann mit FPFLI1, einem transmembranen Adaptor der GPCR-
Familie (G-protein-coupled receptor) interagiert und zur Induktion intrazelluldrer Signale und
Chemotaxis fiihrt. Spaltprodukte des suPAR, die das aktive D2D3-Fragment enthalten sind
durch direkte Interaktion mit FPRL1 ebenfalls zur Chemotaxis befihigt (20, 75, 110).

uPAR spielt in Assoziation mit dem LRP/alpha 2-MR-Komplex (alpha2-macroglobulin
receptor/low density lipoprotein receptor-related protein) und VLDL auch eine Rolle bei der

Endozytose der PA und PAI (34, 35, 110).

Unter den bekannten Serin-Proteinase-Inhibitoren (SERPINe) zidhlen PAI-1 und PAI-2 zu den
wichtigsten physiologischen PA-Inhibitoren.

PAI-1 ist ein einkettiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ~50 kDa, das von
unterschiedlichen Zellen (z. B. Endothelzellen, Thrombozyten, glatte Muskelzellen,
Adipozyten und Tumorzellen) synthetisiert wird. Als Hauptquelle des zirkulierenden PAI-1

wird die Leber angenommen. Die PAI-1-Genexpression kann durch zahlreiche Stimulatoren



wie Endotoxine, Wachstumsfaktoren, Entziindungsmediatoren, Hormone oder Hypoxie
beeinflusst werden (42, 101). Das reaktive Zentrum ist in der C-terminalen Region lokalisiert.
Der von den Zellen in einer aktiven Form sezernierte PAI-1 ist in Losung instabil und
konvertiert schnell durch spontane Konformationsdnderung in eine inaktive (latente) Form
mit einer Halbwertszeit von 1 bis 2 Stunden. PAI-1 bindet mit hoher Affinitdt an die
Somatomedin B-Region des VN. Diese Interaktion stabilisiert das Molekiil, alteriert aber auch
dessen Spezifitit (89, 100).

PAI-1 inhibiert durch Komplexbildung schnell und spezifisch die beiden PA, fungiert in
diesem Prozess aber selbst als Substrat und wird inaktiviert (114). PAI-1 bindet sowohl den
16slichen als auch uPAR gebundenen uPA, nicht jedoch pro-uPA. Die uPA-PAI-1-Komplexe
werden nach Bindung an uPAR in Assoziation mit dem LRP/alpha 2-MR internalisiert und
abgebaut (9, 170). Eine direkte Interaktion des PAI-1 mit dem uPAR ist nicht moglich (36).
PAI-1 spielt unabhédngig von seiner Funktion als PA-Inhibitor eine wichtige Rolle bei der
Zelladhdsion und Migration. Eine entscheidende Ursache hierfiir ist seine hohe Affinitit zu
VN. Die PAI-1 Bindungsstelle der Somatomedin B Doméne des VN iiberlappt sich mit der
des uPAR und befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zur einzigen RGD-Sequenz des
Molekiils. Die Folge ist eine kompetitive Inhibition der uPAR-abhédngigen Bindung der Zellen
an VN sowie sterische Blockade der angrenzenden RGD-Sequenz. Letzteres fithrt wiederum
zur Hemmung der Integrin vermittelten Zelladhésion (38, 42).

Die Zellinteraktion mit VN wird weiterhin durch uPA beeinflusst. Zum einen verstédrkt dessen
Bindung an uPAR die Affinitit des Rezeptors zu VN, zum anderen fiihrt die Komplexbildung
des uPA (und auch des tPA) mit PAI-1 zu dessen Affinitdtsabnahme gegeniiber VN (43).

Ein weiterer Mechanismus, iiber den PAI-1 als Anti-Adhdsionsmolekiil wirkt, ist dessen
Bindung an den uPA-uPAR-Integrin-Komplex. Hierbei wird das Integrin inaktiviert und der
gesamte Komplex nach Assoziation mit dem LRP internalisiert. uPA und PAI-1 werden
anschlieBend lysosomal degradiert, wihrend Rezeptor und Integrine erneut an die
Zelloberfliche gelangen. Uber einen polarisierenden Endozytosezyklus konnten die
,wiederverwerteten” uPAR bzw. Integrine an die Migrationsfront der Zelle gelangen und dort
als Adhisionsmolekiile die Migration weiter fordern. (7, 38, 42). Uber diesen Mechanismus
werden neben der Plasminogenaktivierung und der Zellbindung an VN auch die durch
uPAR/Integrin vermittelte Adhdsion zu anderen Matrixmolekiilen (z. B. FN, Kollagen)
beeinflusst (38, 42). Der anti-adhidsive Effekt des PAI-1 auf unterschiedliche Matrixmolekiile
ist somit auch vom Verhiltnis zwischen der uPAR- und Integrin-Konzentration abhéngig, da

nur die mit uPA/uPAR-assoziierten Integrine durch PAI-1 inaktiviert werden. Zelladhédsion



durch Integrine ohne uPAR-Assoziation werden (mit Ausnahme der VN-Bindung) hingegen
nicht durch PAI-1 beeinflusst (38).

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass PAI-1 neben seiner Rolle als PA-Inhibitor eine
wichtige Funktion als anti-adhdsives Molekiil ausiibt. Beide Funktionen beeinflussen die
Zellmotilitdt und Invasion, wobei in Abhédngigkeit zahlreicher Faktoren (wie Konzentration
und Relation von uPA, uPAR und PAI-1, Lokalisation, Funktion und Konzentration der
Integrine, Zusammensetzung der Matrix), sowohl pro- als auch anti-migratorische Effekte

resultieren konnen (7, 43, 151, 171).

Ein weiteres Mitglied der Serpin-Familie ist PAI-2. Das Zymogen wird hauptsédchlich als
intrazelluldres, 47kDa schweres, nicht-glykolysiertes Protein vorgefunden. Die sezernierte,
quantitativ seltenere Form des PAI-2 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
60 kDa. Unter bestimmten Umstidnden (z. B. bei Malignomen) kann glykolysiertes PAI-2
jedoch stark zunehmen. Auch zytosolischer (nicht-glykolysierter) PAI-2 wird gelegentlich
extrazelluldr vorgefunden (84, 99). Beide Formen konnen 16slichen und rezeptorgebundenen
uPA inhibieren, wenn auch mit geringerer Effizienz als PAI-1. Pro-uPA bildet hingegen keine
stabilen Komplexe mit PAI-2, und auch einkettiger tPA wird im Gegensatz zu seiner
aktiveren, zweikettigen Form kaum gehemmt (50, 52, 84). Durch Komplexbildung mit uPA
nimmt die Affinitdt des uPAR-gebundenen Aktivators zum LRP stark zu. Das fiihrt, dhnlich
wie bei PAI-1, zu einer uPA/uPAR-vermittelten Endozytose und lysosomalen Abbau des
Inhibitors sowie zu einer gesteigerten Clearance des uPA von der Zelloberflache (35, 37, 52).
Die PAI-2-Plasmakonzentrationen sind in der Regel unterhalb der Nachweisgrenze, konnen
jedoch wunter bestimmten physio- und pathophysiologischen Bedingungen erheblich
zunehmen. Wie bei PAI-1 sind zahlreiche Zellarten (z. B. Monozyten/Makrophagen,
Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, Mikroglia) zur PAI-2-Synthese befdhigt. Die
basale PAI-2-Expression ist in den meisten Zellen sehr gering, kann aber nach Stimulation
(z.B. durch Entziindungsreize) stark ansteigen. Viele unterschiedliche Faktoren (TNF-a, IL1,
cAMP, LPS, TGF-B, Hormone, Zytokine, vasoaktive Peptide, Toxine) konnen die PAI-2-
Expression (teilweise) zellspezifisch bzw. entwicklungsabhéngig regulieren (84, 99).

Die Funktion des PAI-2 ist nicht auf die Inhibition der PA beschrdnkt. Durch den
intrazelluldren PAI-2 werden Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung sowie die
Zellprotektion bei Virusinfektionen beeinflusst (99, 181). AuBlerdem scheint intrazellulédrer
PAI-2 die Apoptose unterschiedlicher Zellen zu modulieren. Moglicherweise werden hieriiber

benigne und maligne Prozesse beeinflusst (45, 183).



1.1.2 Rolle des PA-Systems in der Tumorpathogenese

Die zentrale Rolle des PA-Systems in den Prozessen der Tumorprogression, -invasion und -
metastasierung ist heute allgemein anerkannt.

Viele Tumorzellen sind in vitro zur Synthese und Sekretion von uPA, tPA, uPAR, sowie PAI-
1 und -2 befdhigt (110, 119, 129, 157) und Gewebeanalysen verschiedener invasiver
menschlicher Tumoren weisen meist signifikant hohere Konzentrationen einzelner oder
mehrerer Komponenten des PA-Systems als im korrespondierenden gesunden bzw. nicht
malignen Gewebe auf (18, 27, 119, 145, 156). Hohere Konzentrationen einzelner Faktoren
sind zudem auch im Serum von Karzinompatienten beschrieben worden (120, 152).

Durch zahlreiche Studien belegt ist auch eine Korrelation zwischen dem PA-System und der
Tumorprogression bzw. der Prognose. Erhohte uPA-, uPAR- und PAI-1-Expression ist
vielfach mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, hoheren Metastasierungsraten und
verkiirzten Gesamtiiberlebenszeiten assoziiert (56, 59, 62, 65, 77, 144), wiahrend zunechmende
PAI-2-Konzentrationen hédufig mit einem positiven Krankheitsverlauf korrelieren (23, 156,
180).

Die Expression der Komponenten des PA-Systems findet in den Tumor- und/oder
Stromazellen statt und variiert zwischen den Tumoren (7, 39). Differenzen bestehen auch
hinsichtlich des Expressionsmusters der PA-Faktoren. Diese konnen auch innerhalb gleicher
Tumorarten variieren, was moglicherweise auf unterschiedliche Differenzierungsstadien
zuriickzufiihren ist (7). Im Gegensatz zum Expressionsort korreliert das Expressionsmuster

mit der Tumorprogression bzw. Prognose.

Innerhalb des Karzinomgewebes sind die einzelnen Faktoren vorwiegend am
Tumorrand/Tumorinvasionsfront lokalisiert, was auf eine erhohte Tumorinvasion dieser

Regionen zuriickgefiihrt wird (54, 58, 112, 126, 136, 157).

Die Rolle des PA-Systems in der Tumorzellinvasion ist durch zahlreiche in vitro
Untersuchungen belegt. Als wichtigster Mechanismus wird die zelloberfldchen-assoziierte
perizelluldre Proteolyse/Fibrinolyse durch verstirkte Plasmingenerierung angenommen (5, 91,
103). Diese ermdoglicht die kontrollierte Degradation der EZM und ist Voraussetzung fiir die
gezielte Tumorzellinvasion und Metastasierung (8, 130). Daneben sind jedoch auch andere,
nicht-proteolytische Mechanismen, wie z.B. die Aktivierung und Modulation von
Integrinen/Integrinfunktionen oder die Beeinflussung der Zelladhdsion, Chemotaxis und
Zellproliferationsrate durch uPA/uPAR beschrieben worden, von denen ebenfalls ein Einfluss

auf die Tumorprogression angenommen wird (7, 20, 150).
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Wie oben aufgefiihrt, gehen neben uPA und dessen Rezeptor auch erhohte PAI-1-
Konzentrationen hdufig mit verstdrkter Tumorprogression und reduziertem Gesamtiiberleben
einher. Diese unerwarteten Ergebnisse waren Anlass zu weiteren Forschungen tiber Funktion
und Auswirkung des Inhibitors in der Tumorpathogenese.

Inzwischen sind zahlreiche weitere Funktionen des PAI-1 bekannt, die unabhingig von der
PA-Hemmung zellbiologische Eigenschaften wie Adhision und Invasion beeinflussen konnen
(7, 38, 42). Als wichtigste Ursache fiir die tumorférdernde Wirkung des Inhibitors wird
jedoch dessen Schutzfunktion vor exzessiver Degradation der umliegenden Matrix gesehen
(13).

Im Gegensatz zu PAI-1 ist eine gesteigerte PAI-2-Expression im Karzinomgewebe haufig mit
einem reduzierten Tumorwachstum, einer niedrigeren Metastasierungsrate sowie besserer
Prognose assoziiert (23, 97, 156, 180). Weiterhin lieBen sich durch in vitro Untersuchungen
eine Hemmung der Matrixdegradation sowie Tumorzellinvasion durch erhohte PAI-2-
Konzentrationen nachweisen (84, 85, 108). Einzelne Studien am Endometriumkarzinom
erzielten jedoch gegenteilige Resultate, was moglicherweise auf eine gewebespezifische
Wirkung des Inhibitors zurtickzufiihren ist (115, 117).

Unabhéngig von der PA-Hemmung koénnte PAI-2 auch tiber intrazelluldre Effekte eine Rolle
in der Tumorpathogenese spielen. So tiben hohe intrazelluldre Konzentrationen des Inhibitors
einen anti-apoptotischen Effekt auf Zellen aus, woriiber benigne und maligne proliferative
Prozesse beeinflusst werden konnten (45, 183). In Abhédngigkeit des Expressionsortes bzw.
der zelluldren Lokalisation konnten somit unterschiedliche Wirkungen des PAI-2 auf die

Tumorprogression resultieren (145).

Neben dem zellmembrangebundenen uPAR konnte auch die 16sliche Form des Rezeptors mit
der Tumorpathogenese assoziiert werden. Sowohl der gespaltene uPAR (D2D3-Fragment) als
auch der losliche, ankerlose uPAR (suPAR) werden im Kulturmedium verschiedener
Tumorzellen und in Korperflussigkeiten zahlreicher Tumorpatienten (in erhdhten
Konzentrationen) gefunden (146, 148, 152).

Uber die Bedeutung des suPAR in der Tumorpathogenese liegen jedoch widerspriichliche
Daten vor. Einige Studien berichten iiber eine negative Korrelation zwischen ansteigenden
suPAR-Konzentrationen und der Prognose (94). In anderen Untersuchungen hingegen fiihrten
erhohte Werte des 16slichen uPAR zu einer starken Reduktion der Tumorzellproliferation und
Plasminogenaktivierung/proteolytischen ~Aktivitit in vitro sowie einer signifikanten

Hemmung des Tumorwachstums und Metastasierung in vivo (146, 152). Ein moglicher
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Zusammenhang zwischen dem endogenen uPA-uPAR-Signalsystem, der relativen suPAR-

Konzentration und dessen pathophysiologischen Wirkung ist kiirzlich beschrieben worden

(75).

Die Funktionen des tPA in der Tumorpathogenese sind weit weniger erforscht als beim uPA.
Allgemein scheint tPA jedoch eine eher untergeordnete Rolle in diesem Prozess zu spielen.
Gleichwohl gibt es einige Publikationen, die auch tPA eine groBe Bedeutung in der
Tumorprogression zusprechen. Das konnte insbesondere fiir tumorbiologische Prozesse des
Pankreaskarzinoms zutreffen (119).

Uber die Funktion und Bedeutung des tPA in der Tumorpathogenese liegen jedoch
widerspriichliche Studienergebnisse vor (21, 65, 156).

Zellmigration Altivierung van hibiP Pla=min Plasminagen
Metaztasieruy Ablbau der EZM

Angiogenese - O ij
v Gy palpa)2
pro-uPL, é /
—

——— P&
Plazmin; Cathepsin
LPAR Kallikrein
A = e

L3

uPAs, & PAl1PAL2
UPAR Abbau

Tumorzelle

Abb. 1: Schematische Darstellung des Plasminogenaktivator-Systems (modifiziert nach 32)
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1.2 Thrombospondin-1

1.2.1 Struktur des TSP-1

Das Glykoprotein TSP-1 wurde erstmals 1971 von Baenzinger und Mitarbeiter als erstes
Mitglied der Thrombospondinfamilie nach Thrombinstimulation aus aktivierten humanen
Thrombozyten isoliert (11).

Bis heute sind neben dem TSP-1 noch drei weitere Vertreter dieser Proteinfamilie bekannt.
Aufgrund ihrer strukturellen Homologien werden sie in zwei Untergruppen eingeteilt. Der
Subgruppe A werden die zwei homotrimeren Proteine TSP-1 und TSP-2 und der Subgruppe B
die pentameren Proteine TSP-3, TSP-4 und COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein)
zugeordnet. Das Molekulargewicht dieser matrizelluldren Proteine variiert zwischen 420 und
520kDa.

Homotrimeres TSP-1 wird aus drei identischen, durch Disulfidbriicken miteinander
verbundenen Polypeptidketten (Untereinheiten) gebildet. Das Molekulargewicht betrigt ca.
450 kDa. Jede Untereinheit setzt sich aus zwei globuliren Doménen (N-terminal und C-
terminal) sowie einer langen und schmalen Verbindungsregion zusammen. Die Verknilipfung
der Untereinheiten zu Trimeren ist in einer 22 -50 Aminoséduren groflen, an der N-terminalen
Domine angrenzenden Region (Verbindungsregion) lokalisiert und tiber Disulfidbindungen
eng benachbarter Cysteinreste realisiert. Die N-Glykosylierung wird auf 10kDa je Kette
geschitzt (86, 147).

Jede Polypeptidkette setzt sich aus sechs unterschiedlichen Domédnen zusammen, die
nachfolgend kurz erldutert werden (Abbildung 2).

Die N-terminale Doméne ist etwa 200 Aminosduren gro und enthélt eine Vielzahl wichtiger

Sequenzen, die unter anderem Eigenschaften wie Zelladhdsion, Himostase, Chemotaxis und
Angiogenese beeinflussen (29, 158, 178). Hier sind Bindungsstellen fiir Heparin (HBD),
verschiedene Integrine (a3f1-, a4P1- und aS5P1-Integrin) und HSPG (heparan sulphate
proteoglycans) lokalisiert (172).

Die 97 Aminosduren umfassende Prokollagen Homologe Domiine befindet sich hinter der

kurzen Verbindungsregion. Peptidsequenzen dieses Abschnittes sollen die Angiogenese und
Chemotaxis hemmen (160).

Die Typ I Repeat Doméne enthélt drei repetitive Sequenzen. In ihr sind wichtige Funktionen

wie Zelladhésion, Aktivierung des latenten TGF- und Inhibition der Angiogenese lokalisiert

13



(87, 143, 167). Hier erfolgt die Bindung des CD36 Rezeptors und einer Vielzahl von
Proteinen wie Plasminogen, Thrombin, Fibronektin und Kollagen (31).

Die folgende Typ Il Repeat Doméne setzt sich ebenfalls aus drei sich wiederholenden

Motiven zusammen und besitzt Homologien zu EGF und vielen Oberflichen- und
Sekretionsmolekiilen. Die genaue Funktion dieser Doméne ist unbekannt.

Die Typ III Repeat Doméne ist reich an Aspartylresten, liber deren polare Hydroxylgruppen

Kalzium gebunden wird. Die Kalziumbindungsfihigkeit beeinflusst die Konformation und
diese wiederum die Funktion des Proteins (88). Diese Domine enthélt unter anderem die
RGD-Sequenz, welche die Bindung an Integrine vermittelt und eine wichtige Rolle in der
Zelladhédsion spielt (88). Bedeutung hat diese Domine auch in der Hemmung proteolytisch
aktiver Enzyme, wie der neutrophilen Elastase und Cathepsin G (67).

Die globuldre karboxyterminale Domine ist hochkonservativ und zeigt keine Homologien zu

anderen bekannten Proteinsequenzen. Diese Region ist in zahlreichen Zellinteraktionen
involviert. Von besonderem Interesse ist hierbei die Fahigkeit zur Interaktion mit dem IAP
(Integrin  Associated Protein, CD47), welches an der Regulierung verschiedener

Integrinfunktionen beteiligt ist (57).

1.2.2 TSP-1-Rezeptoren und Liganden

Die Multidoménstruktur des TSP-1 ermoglicht eine Vielzahl von Interaktionen mit
unterschiedlichen Bindungspartnern. Liganden des TSP-1 konnen andere Komponenten der
EZM wie die Strukturproteine Fibronektin, Laminin und Kollagen sein (31). Hieriiber
vermittelt ~ TSP-1 die  Wechselbeziehung  zwischen  (Matrix)Proteinen  und
Zelloberflachenrezeptoren.

Zahlreich sind auch die Interaktionen zwischen TSP-1 und unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, bFGF und TGF-B) sowie Proteasen (z.B. Cathepsin G,
Elastase, Plasminogen). Durch die Bindung mit TSP-1 werden deren Eigenschaften direkt
und/oder indirekt beeinflusst (140, 141).

Auch an der Zelloberflache verfiigt TSP-1 iiber verschiedene Bindungspartner. Einer der
wichtigsten Rezeptoren sind die Integrine und das Integrin Assoziierte Protein (IAP bzw.
CD47). Uber die RGD-Sequenz im Typ III Repeat bindet TSP-1 an das Integrin avp3.
Weitere Integrine, mit denen TSP-1 interagiert, sind a3p1, a4p1, a5B1, allbp3 oder a2f1.
Uber diese Interaktion werden zahlreiche biologische Prozesse moduliert (67). Das IAP
bindet an die VVM-Sequenz der C-terminalen Domine, wodurch Funktionen

unterschiedlicher Integrine beeinflusst werden (57).

14



Eine Vielzahl von Nicht-Integrin-Rezeptoren sind inzwischen beschrieben worden. Zu diesen
gehort der CD36 Rezeptor, ein Vertreter aus der Klasse B der Scavenger-Rezeptor-Familie.
Der CD36 bindet an die CSVTCG-Sequenz der Typ I Repeat Domine und beeinflusst
hieriiber wichtige Prozesse wie Zelladhdsion und Angiogenese (74, 153).

Ein weiterer Vertreter der Scavenger Rezeptoren aus der LDL-Rezeptorfamilie ist das LRP
(Low-density lipoprotein Receptor-related Protein). Der LRP-Rezeptor ist am Metabolismus
vieler Proteasen (u.a. MMPs) und Proteasen-Komplexe (u. a. uPA-PAI-1-Komplex) beteiligt
(66). Auch freies TSP-1 kann nach Bindung tiber seine amino-terminale Doméne an das LRP
schnell internalisiert und degradiert werden (104).

In den vergangenen Jahren wurde mit Angiocidin ein weiterer TSP-1 Rezeptor identifiziert.
Er wird von unterschiedlichen Tumorzellen sowie Endothelzellen exprimiert, interagiert mit
der CSVTCG-Sequenz des TSP-1 und spielt eine Rolle in der Zelladhdsion und
Tumorprogression (141, 174).

Uber die heparin-bindende Region in der amino-terminalen Domine und einer noch nicht
genau definierten Region im Typ I Repeat bindet TSP-1 mit hoher Affinitit an Heparin,
Sulfatiden und HSPG. Die Interaktion mit HSPG geschieht sowohl in der EZM als auch an
der Zelloberfliche und kann zu Modifikationen des Zellverhaltens fithren (169). Die
Bindungsfihigkeit an HSPG ist auch Voraussetzung fiir eine effiziente Endozytose des TSP-1
iiber das LRP-1.

Am%no- Procollagen Typ I Typ II Typ IIT Carb.oxy—
terminale homologe Repeat Reneats R ¢ terminale
Doméne Doméne epeats P epeats Doméne

Aminoterminale Domiine: Himostase, Zelladhision, Endozytose, Chemotaxis, Stimulation der Angiogenese

Prokollagenhomologe Doméine: Hemmung der Angiogenese, Hemmung der Chemotaxis

Typ I Repeats Doméine: Aktivierung des latenten TGF-f3, Zelladhidsion, Hemmung der Angiogenese

Typ III Repeats Domine: Zelladhision, Bindung von Kalzium

Carboxyterminale Doméne: Chemotaxis, Zellproliferation

Abb. 2:  Schematische Darstellung der Multidoménstruktur und Funktionen einer
Polypeptidkette des Thrombospondin-1 (modifiziert nach 147)
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1.2.3 Expression und Funktion des TSP-1

Seit seiner Isolierung aus Thrombozyten ist TSP-1 in weiteren Zellen und Geweben
beschrieben worden. Zahlreiche Zellarten wie Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen
und Gliazellen sind zur Synthese des TSP-1 befdhigt (73, 109, 131). Sezerniertes TSP-1 wird
in die EZM inkorporiert. Das Matrixmolekiil wurde im peritubuldren Bindegewebe der Niere,
in der Basalmembran der Driisenepithelien von Haut und Lunge, in der dermalen-epidermalen
Zone der Haut, in kleinen Blutgefilen und zwischen glatten Muskelzellen nachgewiesen
(177). Im Plasma gesunder Personen konnen mittlere TSP-1 Konzentrationen von 124 ng/ml,
unter pathologischen Bedingungen jedoch erheblich hohere Werte gemessen werden (165,
179).

Im adulten Gewebe ist die TSP-1-Konzentration geringer als im embryonalen Gewebe und
dessen Expression nimmt in proliferierenden Zellen zu (147). Das steht im Einklang mit der
Annahme, dass TSP-1 als matrizelluldres Protein primar modulierende Funktionen im Verlauf
akuter und subakuter Situationen ausiibt. Physio- und pathophysiologische Prozesse, die mit
einer Gewebeum- und Neubildung einhergehen (z.B. Wachstum, Entwicklung, Wundheilung,
oder Tumorprogression), sind mit einer erhohten TSP-1-Expression verbunden (51).

Wie andere matrizelluldre Proteine bindet TSP-1 an eine Vielzahl von Matrixproteinen und
Zelloberflachenrezeptoren. Diese Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen fithren zu
intrazelluldren Signalen, wodurch diverse Zellleistungen wie Adhédsion, Migration,
Chemotaxis, Proliferation und Apoptose (74, 88, 95, 122, 159) moduliert werden. TSP-1
spielt als Hauptbestandteil der Alpha-Granula in Thrombozyten auch eine entscheidende
Rolle in der irreversiblen Thrombusformation (51).

Auch Tumorzellen sind zur TSP-1-Expression befdhigt (140). Wahrend einige
Karzinomzelllinien eine erniedrigte Expressionsrate im Vergleich zu gesunden Zellen
aufweisen (140), sind die TSP-1-Konzentrationen im Tumorgewebe héufig erhoht.

Neben seiner Rolle in der Tumorpathogenese scheint TSP-1 auch in anderen

pathophysiologischen Vorgiangen involviert zu sein (51, 147).

16



1.2.4 TSP-1 in der Tumorpathogenese

Die komplexe und widerspriichliche Rolle des TSP-1 in der Tumorpathogenese wird durch
zahlreiche Studien belegt.

Im Blut vieler Tumorpatienten wurden erhdhte TSP-1-Konzentrationen gemessen und bei
Kolonkarzinompatienten waren die TSP-1-Serumwerte signifikant mit dem Tumorstadium
und der vendsen Tumorinvasion assoziiert (165, 179). Auch in den Geweben
unterschiedlicher Tumoren lieBen sich erhohte TSP-1-Werte nachweisen und viele dieser
Studien bestétigten eine positive Korrelation zwischen erhohter TSP-1-Expression und
klinischen Parametern wie Tumorstadium, Lymphknoten-Befall oder Metastasierung. Dabei
stellte sich das Matrixmolekiil als negativer prognostischer Marker in Bezug auf rezidivfreies
Intervall und Uberlebensrate heraus (124, 154, 161).

In weiteren in vitro- und vivo-Untersuchungen nahmen Zellmotilitit und Invasion von
Pankreas- und Mammakarzinomzellen in Anwesenheit von TSP-1 deutlich zu (124, 154,
161), wihrend Antikorper gegen den TSP-1-Rezeptor zu einer signifikanten Hemmung der

Tumorzelladhédsion und Ausbreitung fithrten (174).

Andere Studien wiederum erbrachten gegenteilige Resultate. So war der Verlust stromaler
TSP-1-Expression im duktalen Carcinoma in situ (DCIC) mit einem aggressiveren
histologischen Grad assoziiert (135) und beim Mamma- und Harnblasenkarzinom korrelierten
niedrige TSP-1-Expressionen signifikant mit hoheren Rezidivquoten und schlechterer
Prognose. Hier erwies sich TSP-1 als ein positiver unabhingiger prognostischer Faktor (60,
135). In einer weiteren Studie am squamdsen Hautkarzinom fithrte eine TSP-1-
Uberexpression zu extensiven Nekrosen, Abnahme der GefiBdichte und Inhibition des
Tumorwachstums, ohne jedoch die Tumorzellproliferationsrate sowie Apoptose zu
beeinflussen (153). Vergleichbare Ergebnisse zeigten auch Untersuchungen an
Mammakarzinomzelllinien (176), und im orthotopen Mausmodell konnten Tumorwachstum
sowie Angiogenese des Pankreas- bzw. Harnblasenkarzinoms {iber eine systemische

Behandlung mit TSP-1-Peptiden signifikant gehemmt werden (132, 182).

Die Herkunft des TSP-1 im Tumor kann von der malignen Zelle selbst und/oder von den
peritumoralen Stromazellen abstammen (55, 71, 164, 173), wobei der Expressionsort
interessanterweise fiir die TSP-Wirkung einiger Tumoren von Bedeutung zu sein scheint (71).
Gegenstand intensiver Forschung der vergangenen Jahre war auch der Einfluss des TSP-1 auf
die Angiogenese. Hierbei stellte sich das Matrixmolekiil als potenter Modulator der

Angiogenese heraus, der sowohl pro- als auch anti-angiogenetische Eigenschaften besitzt (78,
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79, 82, 128, 132, 158). Die Angiogenese ist eng mit der Tumorpathogenese verbunden und
zahlreiche Studien konnten eine positive Korrelation zwischen zunehmender GefiaB3bildung

und fortgeschrittenem Tumorstadium sowie schlechter Prognose nachweisen (24, 80, 142).

Im folgenden Abschnitt sollen die komplexen Funktionen des TSP-1 im Prozess der
Tumorprogression und Angiogenese kurz dargestellt und auf die moéglichen Ursachen der

kontrdren Studienergebnisse eingegangen werden.

In der Tumorpathogenese sind Zelladhdsion und Motilitdt von zentraler Bedeutung. Beide
Phinomene konnen durch TSP-1, welches adhidsive, haptotaktische und chemotaktische
Eigenschaften besitzt, beeinflusst werden (147). Vermittelt werden diese TSP-1-Wirkungen
unter anderem {iiber Integrinrezeptoren, mit denen das Matrixmolekiil direkt oder indirekt
interagieren kann (141).

Ein wichtiges Integrin in der Tumorpathogenese ist das avB3-Integrin (25). Uber diesen
Vitronektinrezeptor vermittelt TSP-1 die Adhision vieler Zellen (57, 163). Dariiber hinaus
bindet das Matrixmolekiil mit der VVM-Sequenz der C-Doméne an das Integrin-assoziierte
Protein (IAP bzw. CD47) wodurch die Funktionen dieses Integrins (aber auch anderer
Integrine wie z.B. a2B3-Integrin) moduliert werden konnen. Beispielsweise fiihrt diese
Interaktion bei menschlichen Melanomzellen zur Aktivierung diverser Kinasen sowie einer
Zunahme der Zellmigration und Invasion (163). Interessanterweise ist jedoch die
Uberexpression des intakten TSP-1 mit einer signifikanten und dosisabhingigen Reduktion
des Tumorwachstums und Metastasierung der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-435
verbunden, wogegen TSP-1 mit fehlender C-Doméne die Tumorprogression fordert (176).

In einer weiteren Studie an Mammakarzinomzelllinien wurde die pro-adhdsive und
chemotaktische Wirkung des TSP-1 tiber das a3p1-Integrin vermittelt. Hierbei spielte die
Konformation des Matrixmolekiils eine entscheidende Rolle, denn nur immobilisiertes, nicht
jedoch losliches TSP-1 war zur Interaktion mit diesem Integrin an der Zelloberfliche
befahigt. Die Aktivitdt des Integrins lieB sich wiederum durch unterschiedliche
pharmakologische und physiologische Signale beeinflussen, wobei gleiche Stimuli je nach
Zelllinie unterschiedliche Effekte zeigten (29).

Uber das gleiche Integrin werden auch Zellmigration und Proliferation beeinflusst. In einer
Studie an Endothelzellen wurden beide Prozesse durch immobilisiertes TSP-1 nach Verlust
der Zell-Zell-Kontakte gefordert, wéhrend 16sliches TSP-1 unabhéngig von der CD36-
Expression Zellmigration, Proliferation und Angiogenese - vermutlich iiber Interaktion mit

dem immobilisierten Matrixmolekiill - hemmten. Das bedeutet, dass neben dem
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Rezeptorexpressionsmuster und der Konformation des Molekiils auch die Zell-Zell-Kontakte

die Wirkung des TSP-1 modulieren kénnen (30).

Neben den Integrinen spielen weitere Rezeptoren in der Vermittlung der TSP-1-Wirkung eine
wichtige Rolle. Unter diesen ist CD36 von besonderer Bedeutung. Dieser
Zelloberflachenrezeptor wird von unterschiedlichen Zellarten exprimiert und ist in
Zellprozessen wie Adhdsion und Apoptose involviert. Auch einige Tumorzelllinien
exprimieren CD36 auf ihrer Zelloberfliche (33) und vermitteln hieriiber die Adhision an
TSP-1. Die genaue Funktion von CD36 auf den Tumorzellen ist noch unklar; moglicherweise

werden hierliber Invasions- bzw. Metastasierungseigenschaften beeinflusst (147, 153).

Durch zahlreiche Studien belegt ist der Zusammenhang zwischen der CD36-Expression auf
Endothelzellen und der anti-angiogenetischen Wirkung des TSP-1. Die Bindung des
Matrixmolekiils an diesen Rezeptor wird tiber die CSVTCG-Sequenz der Typ I Repeat
Doméne vermittelt und induziert die Zellapoptose iiber die Aktivierung verschiedener
intrazelluldrer Signalmolekiile. Die Folge ist eine Hemmung der Endothelzellmigration und
Angiogenese (40, 74, 140, 167). Die Suppression des Endothelzellwachstums/GeféaB3bildung
durch TSP-1 bzw. seiner Peptide wurde in vielen Studien mit einer signifikanten Inhibition
des Tumorwachstums assoziiert (132). Inzwischen sind noch weitere anti-angiogenetische

Regionen des TSP-1-Molekiils identifiziert worden (72, 160).

Beziiglich der Wirkung des intakten TSP-1 auf die Angiogenese besteht jedoch eine
kontroverse Datenlage. So {ibt immobilisiertes TSP-1 bei fehlender CD36-Expression einen
proliferations- und migrationsférdernden Effekt auf Endothelzellen aus (30). In einer anderen
Studie erhohte intaktes TSP-1 dosisabhéngig die Endothelzellinvasion im Matrixgel und die
Angiogenese in der Kornea (158).

Moglicherweise fungiert TSP-1 als Quelle pro- und anti-angiogenetischer Fragmente, die
durch definierte Proteolyse freigesetzt werden. So zeigte ein 25kDa grof3es Fragment aus der
N-terminalen-Doméne des TSP-1 einen pro-angiogenetischen Effekt, wéahrend ein anderes,
140kDa Fragment mit fehlender N-terminaler-Doméne die FGF-2 induzierte Angiogenese
hemmte. Demzufolge konnten in Abhingigkeit von Verfiigbarkeit und Funktionalitit
bestimmter Molekiilfragmente unterschiedliche Wirkungen auf die Tumorpathogenese
resultieren (158). Unbestritten ist heute jedoch die anti-tumorale bzw. -angiogenetische

Wirkung der isolierten Typ I Doméne aus TSP-1 (132, 167, 181).

19



Ein weiterer bekannter Nicht-Integrin-Rezeptor ist das Angiocidin. Dieser, mit der CSVTCG-
Sequenz des TSP-1 interagierende Zelloberflichenrezeptor wird von unterschiedlichen
Tumorzellen (sowie Endothelzellen) exprimiert und ist in der Tumorzelladhdsion, Invasion

und Metastasierung involviert (141, 174).

Die Wirkung des TSP-1 wird zusétzlich durch andere Faktoren beeinflusst. So wurden bi-
phasische, konzentrationsabhédngige Effekte des TSP-1 beschrieben. Demnach dominiert bei
niedrigen TSP-1-Konzentrationen die anti-angiogenetische Wirkung iiber CD36, wihrend
zunehmende Konzentrationen die Abnahme desselben an der Zelloberfliche fordern, was
einen tiberwiegend pro-angiogenetischen Stimulus des TSP-1 iiber LAP zur Folge hat (40).

Eine weitere interessante Beobachtung wurde anhand einer Studie eines Mammakarzinoms
gemacht. Nach initialer Hemmung der Angiogenese und des Tumorwachstums durch TSP-1
nahmen GefédBproliferations- und Tumorwachstumsraten wieder zu. Die Autoren fiithren dies
auf eine, durch TSP-1 begiinstigte, kompensatorisch gesteigerte VEGF-Synthese zuriick und
weisen dabei auf die mogliche Gefahr des TSP-1 als anti-angiogenetisches Therapeutikum

hin, welches zu Resistenzbildung sowie aggressiveren Tumoren fithren konnte (55).

TSP-1 interagiert auch auf vielfiltige Weise mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren (z.B.
PDGF, bFGF und TGF-B) (143, 170). Von besonderem Interesse ist hierbei die Aktivierung
des latenten TGF-3 durch TSP-1 (143).

TGF-B ist ein multipotenter Wachstumsfaktor, der in Abhéngigkeit vom Tumor bzw.
Tumorstadium sowohl tumorfordernde als auch tumorsuppressive Eigenschaften aufweist
(46). Die enge Verbindung zwischen TSP-1 und TGF-B und dessen mogliche Bedeutung fiir
die Tumorpathogenese ist inzwischen eingehend untersucht worden.

So konnte beispielsweise eine durch TGF-f indirekt vermittelte tumorhemmende Wirkung
des TSP-1 nachgewiesen werden (102). Im Gegensatz dazu forderte in einer anderen Studie
die Aktivierung des TGF-f durch TSP-1 die Tumorprogression (47).

Eine besondere Bedeutung scheint hierbei der Modulation des PA-Systems zuzukommen. In
mehreren Untersuchungen wurde unter dem Einfluss des TGF-3 bzw. TSP-1 ein deutlicher
Anstieg des uPAR, zelloberflichengebundenem uPA und der PAI-1-Expression bei
gleichzeitig signifikant zunehmender Tumorzellinvasion beobachtet. Es lie sich zumindest
bei einigen Zelllinien die indirekte Wirkung des TSP1 {iber eine verstirkte TGF-B-Aktivitit

nachweisen (1, 4, 10).
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Auch im Pankreaskarzinom ist der Einfluss des TGF-B auf die Tumorprogression mehrfach
beschrieben und ein Zusammenhang mit dem MMP- und PA-System in diesem Prozess
bestétigt worden (2, 3, 47).

Das PA-System ist fiir die Tumorpathogenese von zentraler Bedeutung. Wie bereits
dargestellt, werden einzelne Komponenten des PA-Systems iiber die TSP-1 vermittelte
Aktivierung des TGF-f beeinflusst.

Dariiber hinaus besitzt das Matrixmolekiil vermutlich auch eine direkte modulierende
Wirkung  auf das  PA-System.  Untersuchungen an  einer  transfizierten
Mammakarzinomzelllinie (MDA-MB-435) zeigten einen signifikanten Anstieg der uPAR-
und PAI-1-Expression bei den Zellen mit erhohter TSP-1-Synthese. Parallel dazu stieg auch
die Tumorzellinvasion deutlich an, wogegen die Tumorzelladhésion signifikant abnahm. Als
Ursache hierfiir konnte eine proportional zur TSP-1-Expression zunehmende zellassoziierte
uPA- bzw. Plasminaktivitit aufgrund erhohter zellgebundener uPAR-Konzentrationen
verantwortlich gemacht werden. Im Gegensatz zu den oben angefiihrten Studien wurde die
Wirkung des TSP-1 unabhingig von TGF-3 vermittelt (5). Ein moglicher Mechanismus wire
die Interaktion des TSP-1 mit dem avB33-Integrin. Die Stimulation dieses Rezeptors ist mit
einer erhohten uPAR- und PAI-1-Expression sowie der Konzentration des
zelloberflachenassoziierten Plasmins verbunden (81), dessen Hemmung hingegen fiihrt zu
einer Reduktion von Tumorwachstum und Angiogenese (25). Spezifische Untersuchungen

liegen jedoch derzeit nicht vor.

Neben dem PA-System spielen die MMPs eine essentielle Rolle in der Tumorpathogenese
(96) und auch dieses System wird durch TSP-1 beeinflusst. Das geschieht zum einen indirekt
tiber eine erhohte Plasminaktivitét, jedoch weisen einige Verdffentlichungen auch auf eine
direkte Modulation spezifischer MMPs (MMP-2 und MMP-9) bzw. TIMPs (TIMP-1 und -2)
durch TSP-1 hin (16, 127, 137, 158). Eine sichere Beurteilung ist wegen einer
unzureichenden Datenlage sowie sich hdufig widersprechender Studienergebnisse derzeit

nicht moglich.

AbschlieBend soll noch ein weiterer pathogenetischer Mechanismus des TSP-1 in Bezug zur
Metastasierung kurz dargestellt werden. Viele Tumorerkrankungen sind mit einer verstiarkten
Thrombozytenaktivierung und -aggregation assoziiert, was wiederum mit einem erhdhten
Metastasierungspotential einhergeht. Tumorzellen kdnnen sich in die Thrombozytenaggregate
einlagern und gelangen anschlieBend als Tumor-Pldttchen-Embolus in die Zielorgane der

Metastasierungswege. In diesem Prozess scheint auch dem TSP-1 eine wichtige Rolle
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zuzukommen. So induziert das Glykoprotein die (irreversible) Plattchenaggregation und
schiitzt dariiber hinaus {iber seine Anti-Plasmin-Aktivitit den Embolus vor dessen
fibrinolytischen Abbau (140).

Anhand tierexperimenteller =~ Studien konnte die Bedeutung des TSP-1 im

Metastasierungsprozess mehrfach bestétig werden (140).

1.3 Zielsetzung

Der kontrollierte Abbau der Tumorzell-assoziierten EZM ist ein essentielles Ereignis in den
komplexen Prozessen der Tumorprogression, -invasion und -metastasierung. Von zentraler
Bedeutung ist hierbei das PA-System, dessen Komponenten durch zahlreiche Faktoren
moduliert und reguliert werden.

In viele tumorpathologische Prozesse involviert ist auch das Matrixmolekiil TSP-1. Einige
Veroffentlichungen deuten auf eine Modulation des PA-Systems als einen der mdoglichen
pathogenetischen Mechanismen des TSP-1 hin. Systematische Daten zur Beeinflussung des
perizelluldren fibrinolytischen Systems an unterschiedlichen Karzinomzelllinien liegen jedoch

nicht vor.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll anhand fiinf unterschiedlicher
Pankreaskarzinomzelllinien und zwei Vergleichszelllinien eine systematische Untersuchung
tiber den Einfluss des TSP-1 auf die perizelluldre fibrinolytische Aktivitdt und die Expression
der Komponenten des PA-Systems durchgefiihrt werden.

Hierbei stehen folgende Fragen im Mittelpunkt:

1. Ubt TSP-1 einen Einfluss auf die perizellulire fibrinolytische Aktivitit der untersuchten
Zelllinien aus? Sind Differenzen zwischen den Zelllinien zu beobachten?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen (verdndertem) Expressionsmuster des PA-Systems
und der perizelluldren fibrinolytischen Aktivitét?

3. Findet eine Modulation des Expressionsmusters der PA-Komponenten unter dem Einfluss
des TSP-1 statt? Bestehen Unterschiede zwischen den Zelllinien?

4. Wirkt sich die Modulation des PA-Systems durch TSP-1 auch auf die sekretorischen
Leistungen der Zellen aus?

5. Sind Wirkunterschiede zwischen der l6slichen bzw. immobilisierten TSP-1-Stimulation

nachweisbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Als zelluldre Modelle wurden insgesamt fiinf Zelllinien humaner Pankreaskarzinome und eine

Zervixkarzinom- bzw. Mammakarzinomzellline verwendet.

Vergleichszelllinien

Als Vergleichszelllinien kamen die humane Zevixkarzinomzelllinie HeLa (DSMZ Nr. ACC
57) und die humane Mammakarzinomzelllinie MCF-7 (DSMZ ACC 115) zur Anwendung.

Die Zelllinie HeLLa wurde 1951 aus einem epithelialem Zervixkarzinom (Adenokarziom)
einer 31jdhrigen Patientin etabliert. Die Zelllinie MCF-7 stammt aus Zellen eines
Pleuraergusses einer 69jéhrigen Patientin mit metastasierendem Mammakarzinom und wurde
1970 etabliert. Beide Zelllinien bilden epitheldhnliche, adhédrente und als Monolayer

wachsende Zellen. Die Verdopplungszeit betrdgt ca. 50 Stunden.

Pankreaskarzinomzelllinien
Die folgenden fiinf humanen Pankreaskarzinomzelllinien wurden verwendet:

BxPC-3 (ATCC Nr. CRL-1687): Die Zelllinie entstammt einem Adenokarzinom des
Pankreas und bildet epitheliale, adhdrent wachsende Zellen. Im Nacktmausmodel entwickeln

die Zellen subkutane Tumoren. Die Verdopplungszeit betrdgt ca. 24 Stunden.

Panc-1 (ATCC Nr. CRL-1469): Die Zelllinie stammt aus dem Ductus eines epithelialen
Pankreaskarzinoms. Die epithelialen adhdrenten Zellen wachsen als Monolayer mit einer

Verdopplungszeit von ca. 52 Stunden.

ASPC-1 (ATCC Nr. CRL-1682): Die Zelllinie wurde aus dem Xenograft (Gewebe) einer
Nacktmaus gewonnen, dessen urspriingliche Abstammung Asciteszellen einer Patientin mit
metastasierendem Pankreasadenokarzinom sind. Die adhdarent wachsenden Zellen haben eine

Verdopplungszeit von ca. 34 Stunden.

Capan-1 (DSMZ Nr. ACC 244): Die Zelllinie wurde 1974 aus einer Lebermetastase eines
Adenokarzinoms des Pankreas etabliert. Die Zellen wachsen in Nacktmiusen, bilden
Metastasen und sind 5-FU resistent. Morphologisch zeichnen sich die Zellen durch ein
fibroblastisch, semi-konfluentes und adhdrentes Wachstum aus und bilden lockere adhirente

Zellfoci. Die als Monolayer wachsenden Zellen haben eine Verdopplungszeit von ca. 97
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Stunden. Die Herstellung einer Einzelzellsuspension gestaltete sich bei dieser Zelllinie

besonders schwer.

PaCa-44: Die Zelllinie entstammt einem Adenokarzinonom des Pankreas und wurde
freundlicherweise von Professor M. Lohr zur Verfiigung gestellt. Die Verdopplungszeit

betrdgt ca. 35 Stunden.

Zellkulturbedingungen
Samtliche Zelllinien wurden in Kulturflaschen (Greiner, Solingen) ausgesit.

Das Kulturmedium setzte sich wie folgt zusammen: 89 % RPMI (RPMI-1640 Medium, 2,0
g/l NaHCO3, 0,532 g/l N-Acetyl-l-alanyl-I-glutamin; Biochrom), 10 % fetales Kélberserum
(GIBCO BRL), 1 % Penicillin/Steptomycin 100 mg/ml (Biochrom). Die Zellen wurden in 75
cm® Polystyren Flaschen mit Mikrofilter bei 37°C und 5% CO, in einem befeuchteten
Begasungsbrutschrank inkubiert. Die Zellarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen in einer
Reinraumwerkbank statt. Das Zellkulturmedium wurde alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Hierbei
wurden die Zellen nach Abnahme des alten Mediums mit phosphatgepufferter
Kochsalzlssung (PBS mit Ca*/Mg*") gespiilt und anschlieBend mit frischem Kulturmedium

bedeckt (12 ml/75 cm?).

Zur Herstellung einer Zellsuspension wurden die Kulturen nach vorsichtiger Spililung mit
sterilem PBS (ohne Ca’/Mg*") und Zugabe einer sterilen Trypsin/EDTA-Losung (0,05
%/0,02 % in PBS ohne Ca’ /Mg, 2 ml/75 cm?) fiir 5 Minuten in den Brutschrank gestellt.
AnschlieBend wurden die abgelosten Zellen in serumfreiem Ndhrmedium aufgenommen,
durch Zentrifugation bei 70 g fiir 5 min sedimentiert und in frischem Kulturmedium

resuspendiert.

Das Passagieren (Umsetzen) der Zellkulturen erfolgte bei einer 90 bis 100% Konfluenz. Nach
Herstellung einer Zellsuspension, wurden 3-6 x 10° Zellen/75cm® erneut in Kultur
genommen. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte mittels Zellzihlung (Neubauer-
Zdhlkammer). In den Versuchen wurden moglichst identische Passagen der jeweiligen
Zelllinien eingesetzt. Um die Gefahr zellbiologischer Verdnderungen zu reduzieren, kamen

nur die jeweils ersten 12 Passagen zur Anwendung.
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Bestimmung der Vitalitét:

Die Zellkulturen wurden regelméfig auf ihre Vitalitdt kontrolliert. Hierfiir wurden je 27 pl
einer 0,5%igen Trypanblau-Losung (Biochrom KG) mit 37 pl der Zellsuspension gemischt
und 5 min bei 37°C inkubiert. Bei spitapoptotischen bzw. nekrotischen Zellen gelangt
Trypanblau durch Verlust der Permeabilitdtsschranke der Zellmembran in die Zelle. Der
Anteil blauer Zellen kann lichtmikroskopisch in einer Zdhlkammer ermittelt werden.

Das gleiche Verfahren wurde auch zur Kontrolle der Zellvitalitit in den Mikrotiterplatten
(MTP) in Anschluss der Messversuche angewendet. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen:
Abnahme der Uberstinde und einmaliges Waschen (RPMI-1640) der zu untersuchenden
Wells. Zugabe von Medium (74 pl) und Trypanblau (54 pl) und 5-miniitige Inkubation bei
37°C. Vorsichtiges Entfernen des Uberstandes, zweimaliges Waschen (RPMI-1640) und

abschlieBende mikroskopisch Untersuchung.

2.2 Plasminogenisolierung

Das Plasminogen wurde aus Humanplasma mittels Affinitdtschromatographie an Lysin-
Sepharose gereinigt. Es kam das semiautomatische Econo-Chromatographiesystem (Bio-Rad)
zur Anwendung.

Nach Auftrag des Plasmavolumens (150-200 ml) wurde die Lysin-Sepharose-Sédule mit 0,05
M Phosphatpuffer, pH 7,5 gespiilt, bis in der UV-Detektion wieder die Grundlinie erreicht
wurde. Unspezifisch an die Sdule gebundene Proteine wurden mit 0,5 M NaCl in
Phosphatpuffer eluiert. Der spezifische Eluationsschritt bestand im Auftrag von 0,2 M
Epsilon-Aminocapronsédure (E-ACA). Die Peakfraktionen unter diesen Eluationsbedingungen
wurden gesammelt.

Die gepoolten Fraktionen wurden einer Gelfiltration an Sephadex G-25 in 0,1 M Tris-HCI,
pH 7,4 unterzogen, um niedermolekulare Komponenten inklusive E-ACA vom Plasminogen
abzutrennen. Die Proteinkonzentrationen im Eluat wurden auf MTP mit Humanserumalbumin
als Standard mit einer Farbstoftbindungsmethode durchgefiihrt.

Der  Nachweis der Reinheit der  Préparate  erfolgte —mit der  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. Fiir die Untersuchungen kam eine Priparation mit einer

Plasminogenkonzentration von 0,72 mg/ml zur Anwendung.
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2.3 Isolierung von TSP-1 aus humanen Thrombozyten

Das humane Thrombospondin-1 wurde aus einem max. 48h alten Spender-

Thrombozytenkonzentrat isoliert.

Folgende Puffer kamen zur Anwendung:

a) Thrombozytenwaschpuffer: 0,15 M NaCl, 0,02 M Tris, 0,005 M Glucose, 10 Vol% ACD,
pH 7.4

b) Aggregationspuffer: 0,15 M NaCl; 0,05 M Tris

¢) Tris-Aquilibrierungspuffer 0,15 M, pH 7,4

d) Tris-Elutionspuffer: 0,05 M Tris, pH 7,4 mit 0,25/0,35/0,55/2.0 M NaCl

Das Thrombozytenkonzentrat ~ wurde  mit dem  gleichen @ Volumen  an

Thrombozytenwaschpuffer (pH 6,5, eingestellt mit 1 M Citronensdure) versetzt und bei 900 g,

4°C fiir 15 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in Thrombozytenwaschpuffer

resuspendiert, 6 min bei 200 g, 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet

erneut mit Thrombozytenwaschpuffer resuspendiert und zentrifugiert. Das Sediment wurde

dann in Aggregationspuffer resuspendiert, 3 U/ml humanes Thrombin (SIGMA)

hinzugegeben und die Suspension bei 37°C fir 2 min geriihrt. Nach erfolgter

Thrombozytenaggregation wurde das Thrombin durch Zugabe von 6 U/ml Hirudin

neutralisiert, die Aggregate fiir 30 min in einem Eisbad sedimentiert und der abgenommene

Uberstand fiir 12 min bei 900 g, 4°C zentrifugiert. Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels

Affinitditschromatographie an einer Heparin-Sepharose-Sdule. Die Sédule wurde mit

Aquilibrierungspuffer gespiilt, der TSP-haltige Extrakt aus den Thrombozyten aufgetragen

und mit Elutionspuffer mit steigendem NaCl-Gehalt eluiert.

2.4 Fibronektin
Das Fibronektin stammte aus Humanplasma. Der Reinheitsgrad wurde mit > 95% (SDS-
PAGE) angegeben (Roche).

2.5 Analysen der perizelluliren fibrinolytischen Aktivitit

2.5.1 Voruntersuchungen
Zur Optimierung der Messbereiche wurden Vorversuche durchgefiihrt.

Festlegung der Plasminogenkonzentration:
50000 Zellen/Well wurden in drei Reihen einer Mikrotiterplatte (MTP, 96-Napf-

Zellkulturplatten, Greiner) eingesdt und bis zu einer 90%igen Konfluenz inkubiert.
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AnschlieBend wurden Aktivitdtsmessungen mit unterschiedlichen
Plasminogenkonzentrationen von jeweils 10, 20 bzw. 50 pg/ml pro Reihe durchgefiihrt (s.
2.5.2). Uber die graphische Darstellung der Messwerte konnten dann optimale

Plasminogenkonzentrationen festgelegt werden.

Optimierung der Zelldichte:

Aus  Zellkulturuntersuchungen  ist  bekannt, dass sich unter  konfluenten
Wachstumsbedingungen die Stoffwechselsituation der Zelle verdndern bzw. reduzieren kann.
Um einen solchen Einfluss der Zelldichte auf die Zellleistung zu {iberpriifen, wurde die
fibrinolytische Aktivitdt nach variierter Zelleinsaat analysiert. Hierfiir wurde in Schritten von
je 25000 Zellen/Well die Zellzahl jeder Reihe einer MTP bis zu einer Einsaat von 150000
Zellen/Well  gesteigert. Nach einer 24-stiindigen Inkubation folgte dann die
Aktivitdtsbestimmung mit anschlieBender Vitalititskontrolle (s. 2.1) und Protein-
konzentrationsbestimmung. Uber die erhobenen Parameter (Zellzahl, Wachstumsrate und

Aktivitat) konnten dann die optimalen Zelldichten ermittelt werden.

Quantifizierung der Zellen durch Proteinanalyse:

Eine weitere Voruntersuchung galt der Quantifizierung der Zellen durch
Proteinkonzentrationsanalysen. Hierdurch sollte ein Bezug von Proteingehalt zur Zellzahl
hergestellt und deren Linearitdt zueinander liberpriift werden. Die Einsaat der Zellen von
25000 bis 150000 Zellen/Well folgte dem obigen Arbeitsschema. Die MTP wurde gleich
danach fiir 10 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Die sich anschlieende Proteinbestimmung
(neue MTP, 10 ul/Well Probe, Messung bei 550 nm) wurde nach der BCA Methode (BCA
Protein Assay, Pierce) unter Aufstellung einer Standardkurve und Doppelwertbestimmung
durchgefiihrt.

Mit der gleichen Vorgehensweise wurden auch die Zellquantifizierungen nach Matrix- bzw.
l16slicher TSP/FN-Stimulation durchgefiihrt und mit denen der unstimulierten Zellen

verglichen (s. unten).

2.5.2 Aktivititsanalysen unter basalen Zellkulturbedingungen

Fir die Messung der fibrinolytischen Aktivitit fanden MTP mit 96 Vertiefungen
Verwendung. Zellsuspension und Zellzahlbestimmung wurden nach dem unter 2.1
beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Einsaat erfolgte unter Beriicksichtigung der
Ergebnisse der Voruntersuchungen. Nach 24stiindiger Inkubation im Begasungsbrutschrank

wurde das Medium vollstdndig abgenommen und nach zweimaligem Waschen der Zellen mit
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PBS (Ca2+/Mg2+) durch 200 pl/Well RPMI (ohne Phenolrot) mit der entsprechenden
(zelllinienabhingigen) Plasminogenkonzentration ersetzt. Die erste Linie blieb durchgehend
zur Leerwertbestimmung plasminogenfrei. AbschlieBend wurde in jedes Well 10 pl eines
plasmin-spezifischen chromogenen Substrates (S-2251, Haemochrom bzw. Spectrozyme UK,
American Diagnostica, Endkonzentration 0,4 mM) pipettiert. Die Messung der Extinktion am
Plattenreader bei 405 nm erfolgte alle 30 min tiber 4 Stunden.

Die Versuchsreihe wurde mit einer Vitalitdtskontrolle abgeschlossen.

2.5.3 Aktivititsanalysen unter Amiloridhemmung

Amilorid findet als Na'-Kanalblocker pharmakologische Anwendung als Diuretikum. Eine
weitere Eigenschaft des Amilorids ist die spezifische Hemmung des uPA, wéhrend die
enzymatische Aktivitdt des tPA unbeeinflusst bleibt (168).

Im Expressionsmuster der beiden Aktivatoren uPA und tPA konnen je nach Zelllinie

qualitative und quantitative Unterschiede bestehen.

Der folgende Versuch sollte durch die Behandlung der Zellen mit Amilorid und
anschlieBender Aktivititsbestimmung eine Aussage tiber die relative quantitative Bedeutung
des uPA in den verwendeten Zelllinien erméglichen.

Um differenziertere Ergebnisse zu erzielen, wurden verschiedene Vorgehensweisen der
Amiloridbehandlung  angewendet.  Hierbei  wurden  einige  Zellen vor  der
Aktivitatsbestimmung {iber 24 Stunden in einer Amiloridlosung inkubiert, der anschlieBenden
Messzyklus erfolgte dann mit oder ohne Amilorid, andere Zellen wiederum erhielten die
Amiloridlésung nur wihrend der Messungen. Wie in allen anderen Versuchsreihen, erfolgten
die Messungen im Vergleich zu unbehandelten Zellkulturen gleicher Passage.

In 4 Reihen einer MTP wurden die Zellen eingesdt und 24 Stunden inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS (Ca>"/Mg”") wurden 200 pl RPMI (ohne Zusitze) in jedes
Well pipettiert. Fiir die Reihe 3 war dem RPMI eine 0,1 mM Amiloridlosung beigesetzt
worden. Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation und nachfolgenden Waschvorgéngen
wurde die unter 2.5.2 beschriebene Aktivitdtsbestimmung durchgefiihrt. Der RPMI-Losung
von Reihe 3 und 4 waren hierbei auBler den {iiblichen Plasminogen- und Substrat-
Konzentrationen noch Amilorid (0,1 mM) zugesetzt worden

Den Messungen folgte anschlieend eine Vitalitidtskontrolle (s. 2.1).
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2.5.4 Aktivititsanalysen unter Matrixstimulation

Zur Matrixbeschichtung wurden TSP-1 bzw. FN in Konzentrationen von 10 pg/ml und BSA
als 1,5% Losung verwendet. Fiir alle folgenden Arbeitsschritte wurde als Losungsmittel und
Waschsubstanz stets PBS (Ca*/Mg”") verwendet

In je einer MTP-Reihe wurden jeweils 100 pg/Well der entsprechenden Losung pipettiert und
abgeklebt {iber Nacht bei 4°C gelagert. Am nichsten Morgen wurde der Uberstand
abgenommen und alle beschichteten Wells einmal mit einer 0,1% BSA Losung gespiilt. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden anschlieBend 100 pul einer 1,5% BSA-
Losung in jedes Well gegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach drei
Waschvorgingen erfolgte dann die Zelleinsaat. Als Bezugspunk wurde eine MTP-Reihe ohne
Matrix (,,basal*) mit Zellen gleicher Passage verwendet. Das weitere Vorgehen glich den
unter 2.5.2 beschriebenen Arbeitsschritten.

Um einen moglichen Einfluss der Matrix auf das Wachstumsverhalten der Zelllinien
auszuschlieBen, wurden nach den Aktivitidtsbestimmungen und Vitalititskontrollen (s. 2.1)

Proteinbestimmungen zur Messung der Zellquantitdt durchgefiihrt (s. 2.5.1).

2.5.5 Aktivititsanalysen unter loslicher TSP-1- und FN-Stimulation

Drei Reihen einer MTP wurden mit Zellen besét und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS (Ca*/Mg”") wurden 100 ul RPMI-Medium (ohne Zusétze) in
jedes Well gegeben. Das RPMI-Medium der zweiten und dritten Reihe enthielt zusitzlich
jeweils 40 pg/ml TSP bzw. FN. In einigen Versuchsreihen kamen auch TSP Konzentrationen
von 10 pg/ml zur Anwendung. Es folgte eine weitere 24-stiindige Inkubation im
Begasungsbrutschrank und anschliefend die unter 2.5.2 erlduterte Aktivititsbestimmung.
Auch in diesem Versuch wurde stets eine unstimulierte Zellkultur gleicher Passage als
Kontrolle mitgefiihrt.

Um einen moglichen Einfluss des 16slichen TSP bzw. FN auf das Wachstumsverhalten der
Zelllinien auszuschlieBen, wurde auch hier den Aktivitidtsbestimmungen und
Vitalitatskontrollen (s. 2.1) eine Proteinbestimmungen zur Messung der Zellquantitét

nachgestellt (s. 2.5.1).
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2.6 Quantifizierung des uPA, uPAR, PAI-1 und PAI-2

2.6.1 Herstellung der Zellkulturiiberstinde (,,konditionierte Medien*) und Zellextrakte

Die folgenden Vorbereitungen wurden fiir jede Zelllinie zweimal mit unterschiedlichen
Passagen wiederholt.

Fir die Herstellung der Medien kamen 6 Petrischalen pro Zelllinie zur Anwendung. Zur
Matrixbeschichtung wurden in zwei dieser Schalen je 5 ml einer TSP-1- bzw. FN-Losung
(Konzentration: 10 pg/ml), und in einer weiteren Schale 5 ml einer 1,5% BSA-Losung
gegeben, diese dann mit Folien abgeklebt und fiir 24 Stunden bei 4°C belassen. AnschlieSend
wurde der Uberstand der Petrischalen mit der TSP- bzw. FN-Matrix abgesaugt, beide Schalen
mit 0,1%igem BSA gewaschen, und nach Zugabe von 5 ml einer 1,5% BSA-Losung fiir
weitere 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurden alle drei beschichteten
Petrischalen noch dreimal mit PBS (Ca**/Mg”") gewaschen.

In diesen 3 beschichteten und weiteren 4 unbeschichtete Petrischalen wurden je ca. 1,5 Mio.
Zellen einer Zelllinie gleicher Passage eingesédt und fiir 24 bis 48 Stunden bei 37°C im
Begasungsbrutschrank inkubiert. Nach Ausbildung eines sukonfluenten Zellrasens von ca.
90% wurden die Petrischalen zweimal mit PBS (Ca*"/Mg*") gewaschen und dann mit je 5ml
RPMI-Medium (ohne Zusétze) bedeckt. Zur Herstellung der konditionierten Medien unter
Einfluss des l6slichen TSP-1 bzw. FN waren im RPMI-Medium von zwei unbeschichteten
Schalen zusétzliche TSP-1- bzw. FN-Konzentration von je 40 pg/ml enthalten.

Nach einer 24stiindigen Inkubation bei 37°C im Begasungsbrutschrank wurden alle
Zellkulturiiberstinde vorsichtig abgenommen. Um tote Zellen bzw. Zelldebris aus dem
Medium zu entfernen folgte eine 10-miniitige Zentrifugation (15000 rpm, 4°C) mit
anschlieBender Poolung und Portionierung der Uberstinde. Die Lagerung der Proben erfolgte

bei -80°C.

Zur Gewinnung der Zellextrakte wurde wie folgt vorgegangen:

Nach Entfernung der Zellkulturiiberstinde wurden die Kulturschalen zweimal vorsichtig mit
warmen (37°C) PBS (Ca*"/Mg”") gewaschen und die Uberstinde restlos abgesaugt. Dann
wurde 1 ml eiskalter Lysepuffer (50 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl, 0,25% Na-Deoxycholat;
1% (v/v) Np-40) in jede Petrischale hinzugegeben und nach kurzer Einwirkzeit mit einem
Zellschaber die Zellen vom Boden gelost. Dem Lysepuffer waren Proteinaseinhibitoren
(Phenylmethylsulfonylfluorid und N-Ethylmaleimid) beigefiigt, um eine Inaktivierung der zu

untersuchenden Enzyme durch lysosomale Proteinasen zu verhindern. AnschlieBend wurde
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das Zelllysat 10 Minuten in Eppendorfrohrchen auf Eis belassen, resuspendiert (Vortex) und
fiir 15 Minuten zentrifugiert (15000 rpm, 4°C). Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -80°C.

Die verwendeten ELISA geben die Konzentration der jeweils zu untersuchenden Substanz in
ng/ml der Probelosungen wieder. Um diese auf die Proteinkonzentrationen (oder Zellzahlen)
beziehen zu konnen, wurden Messungen der Proteinkonzentrationen aus jedem Proben-Pool
nach der BCA-Methode (s. 2.5.1) durchgefiihrt. Diese Werte ermdglichten eine Umrechnung
(ng Substanz/mg Protein). Da fiir die konditionierten Medien immer nur eine genau definierte
Menge an Medium verwendet wurde, konnten auch hier die Substanzkonzentrationen aus den

ELISA auf die Proteinkonzentrationen der Zellextrakte bezogen werden.

2.6.2 ELISA

Es wurden ELISA-Systeme in Sandwich-Konfiguration nach den Angaben der Hersteller

verwendet:

uPA-ELISA (Biopool TintElize uPA, Product #111120, Sweden)

- uPAR-ELISA (IMUBIND Total uPAR ELISA Kit, American diagnostica inc. Product
#893, USA)

- PAI-1-ELISA (PAI-1 ANTIGEN REAGENT KIT, Technoclone, Artikel Nr.
TC11070)

- PAI-2-ELISA (IMUBIND PAI-2 ELISA Kit, American diagnostica inc. Product #823,
USA)
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3 Statistik

Fiir die graphische Darstellung und statistische Analyse der Messergebnisse kamen das
Sigma-Plot-Programm (Systat Software Inc.), das InStat-Programm (GraphPAD Software)

und das Tabellenkalkulationsprogramm Excel XP (Microsoft) zur Anwendung.

Héufigkeit der Messungen:
Die Aktivitdtsanalysen wurden in der Regel dreimal, bei unklaren Ergebnissen auch hiufiger
durchgefiihrt. Bei den ELISA fanden aus Kostengriinden meist nur zwei Messungen (jeweils

Doppelwerte mit unterschiedlichen Passagen) statt.

Statistische Verfahren:
Graphische Darstellung und statistische Auswertung erfolgten anhand der Mittelwerte und der

Standardabweichung.

Analyse der Aktivitdtsbestimmungen:

Nach graphischer Darstellung der Kurvenverldufe (s. Abbildung 3) wurde der anndhernd
lineare Bereich der sigmoidal verlaufenden Kurve ermittelt und deren mittlere Steigung
berechnet. Dieser Kurvenabschnitt repréasentiert anndhernd die maximale Extinktionszunahme
pro Zeiteinheit und ist ein indirektes Mal3 fiir die proteolytische Aktivitit der Zellen. Der
gewihlte Zeitabschnitt betrug hierbei in der Regel 60 Minuten. Der Quotient wurde
anschlieBend mit 1000 multipliziert (Delta Analyse) und die Mittelwerte bzw.
Standardabweichungen dann statistisch analysiert und in Form von Balkendiagrammen

dargestellt.

Signifikanzuntersuchungen:

Die statistische Beurteilung der jeweils unabhédngigen Stichproben erfolgte bei den
Aktivititsbestimmungen mittels t-Test (zweiseitig). Bei den ELISA kam der u-Test
(zweiseitig) zur Anwendung, der im Gegensatz zum t-Test keine Normalverteilung der
Messwerte voraussetzt.

Um die statistische Vergleichbarkeit der Gruppen untereinander durchzufiithren, war
zusétzlich festzustellen, ob die Streuung der Merkmalsauspragung der Stichproben dhnlich ist

oder nicht. Das erfolgte durch Uberpriifung der Varianzunterschiede mittels des F-Tests.
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Festlegung der Signifikanzgrenzen:

Als wahrscheinlich signifikant ~ wurden  Mittelwertunterschiede ab einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5% (p < 0,05) definiert, als sicher signifikant solche
unter 1% (0,01 > p > 0,001). Werte unter 0,1% Irrtumswahrscheinlichkeit (p < 0,001) wurden

als hochsignifikant angesehen.
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4 Ergebnisse
4.1 Voruntersuchungen

4.1.1 Zellquantifizierung mittels Proteinanalyse

Fir jede Pankreaskarzinomzelllinie wurde das Verhiltnis von Zellzahl zur
Proteinkonzentration ermittelt. Das ermoglichte spéter, den Daten der ELISA- bzw.
Aktivitdtsmessungen die zugehorigen Zellzahlen zuzuordnen, Linearitdten zu {iberpriifen und
Zellwachstumsraten zu ermitteln.

Berechnet wurden die Proteinkonzentrationen bezogen auf je 100000 Zellen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Zelllinien und jeweilige Proteinkonzentration in pg pro 100000 Zellen

Zelllinie ug/100000 Zellen
Capan-1 ca. 306
PaCa-44 ca. 500
BxPC-3 ca. 400
Panc-1 ca. 863
AsPC-1 ca. 341

Die Ergebnisse veranschaulichen die teilweise groen Unterschiede zwischen Zellzahl und
Proteinkonzentration der verwendeten Zelllinien. So hatten zum Beispiel Zellen von Panc-1
eine fast dreimal hohere Proteinkonzentration als die Zellen von Capan-1. In den weiteren
Versuchen wurden die Messergebnisse zellbiologischer Leistungen nur auf die
Proteinkonzentration der jeweiligen Zellen bezogen. Umrechnungen sind jedoch anhand der

obigen Tabelle moglich.

4.1.2 Festlegung der Plasminogenkonzentrationen

Zur Optimierung der Messbereiche in den Aktivititsanalysen wurden durch

Voruntersuchungen die Plasminogenkonzentrationen fiir jede Zelllinie festgelegt. Hierfiir
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E 405 nm

wurden nach subkonfluentem Wachstum der Zellen Aktivitdtsmessungen mit 10, 20 bzw. 50
ng/ml Plasminogen durchgefiihrt.
Nachfolgend sollen anhand der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 exemplarisch die

Kurvenverldufe einer Messung dargestellt werden (Abbildung 3).

BxPC-3

1,4 1

1,2 1

1,0 1

0,8 1 —O— RPMI 1640 + 10 pg/ml Plasminogen + S 2251
—e— RPMI 1640 + 20 pg/ml Plasminogen + S 2251

0,6 1 —0— RPMI 1640 + 50 pg/ml Plasminogen + S 2251
—0— RPMI 1640 ohne Zusétze

0,4 1 —O— RPMI 1640 + S 2251

0,2 1

0,0 T T T T T T T .

T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

Zeit (min)

Abb. 3: Verlauf der proteolytischen Aktivitit der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 unter variabler
Plasminogenkonzentration

Auf der Abszisse sind die Messintervalle eingetragen (30miniitig tiber 4 Stunden), die
Extinktion bei einer Wellenlinge von 405 nm ist auf der Ordinate abzulesen. Die
Kurvenverldufe reprisentieren die Extinktionsverdnderungen pro Zeiteinheit und sind ein
indirektes MaB fiir die proteolytische Aktivitdt der Zellen (Umwandlung von Plasminogen zu
Plasmin). Im steilsten, anndhernd linearen Kurvenabschnitt, ist die Umwandlung des
chromogenen Substrates pro Zeiteinheit durch aktiviertes Plasmin am gréfiten (maximale
Extinktionszunahme pro Zeiteinheit). Dieser, als maximale fibrinolytische Aktivitdt definierte
Bereich, wurde als Vergleichsparameter fiir die statistische Analyse verwendet.

Im obigen Beispiel wurde die Plasminogenkonzentration von 10 pg/ml gewéhlt; der
Kurvenverlauf zeigt hier den deutlichsten linearen Abschnitt.

Auf die gleiche Weise wurden auch bei den anderen Zelllinien die

Plasminogenkonzentrationen festgelegt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Gewihlte Plasminogenkonzentrationen aller Zelllinien

Zelllinie Plasminogen (ng/ml)
HeLa 50

MCF-7 20

BxPC-3 10

Panc-1 20

AsPC-1 10

Capan-1 10

PaCa-44 10

4.1.3 Optimierung der Zelldichte

Aus Untersuchungen an Zellkulturen ist bekannt, dass die Zelldichte Einfluss auf die
Stoffwechselleistung ausiibt, d.h. diese modifizieren bzw. verringern kann. Um die
verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien auf solche Einfliisse zu untersuchen, wurden
Aktivitdtsmessungen nach unterschiedlicher Zelleinsaat durchgefiihrt (Abbildungen 3-10) und
anschlieBend die Zellzahlen sowie Wachstumsraten ermittelt. Uber die Ergebnisse konnten
dann optimale Zelleinsaaten fiir die weiteren Untersuchungen festgelegt werden.

Die Zelleinsaat betrug unter Beriicksichtigung der Verdopplungszeiten je nach Zelllinie
zwischen 25000 und 150000 pro Well einer Mikrotiterplatte, die Inkubation erfolgte iiber 24
Stunden. Diese Untersuchungen wurden nur bei den Pankreaskarzinomzelllinien
durchgefiihrt.

In den folgenden Balkendiagrammen werden die maximalen Extinktionszunahmen pro

Minute bei einer Wellenldnge von 405 nm bei definierten Zelleinsaaten dargestellt.
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BXPC 3
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Abb. 4: Maximale fibrinolytische Aktivitit Abb. 5: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie BxPC-3 nach unterschiedlicher der Zelllinie Panc-1 nach unterschiedlicher
Zelleinsaat Zelleinsaat

BxPC-3 zeigte mit zunehmender Einsaat und Zellzahl auch einen stetigen Anstieg der
fibrinolytischen Aktivitdt (Abbildung 4). Das Verhiltnis von Zellzahl zur Aktivitit war bei
niedrigster Zelleinsaat am groBten, nahm aber mit zunehmender Zelldichte im analysierten
Bereich nur geringfiigig ab. Ein Plateau wurde nicht erreicht. Die Wachstumsraten waren mit

ca.80% bei einer Einsaat von 50000 Zellen am hochsten (Tabelle 3).

Panc-1 zeigte bei einer Einsaat von 25000 Zellen nur eine geringe fibrinolytische Aktivitét
und Wachstumsrate, erreichte jedoch sein Maximum schon bei einer Einsaat von 50000
Zellen. Hohere Zelldichten fiihrten zu keinem weiteren Anstieg bzw. sogar leichter Abnahme
(Abbildung 5). Die hochsten Wachstumsraten von ca. 70% wurden ebenfalls bei einer
mittleren Zelleinsaat von 50000 Zellen erzielt (Tabelle 3).
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Abb. 6: Maximale fibrinolytische Aktivitét Abb. 7: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie AsPC-1 nach unterschiedlicher der Zelllinie Capan-1 nach unterschiedlicher
Zelleinsaat Zelleinsaat
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AsPC-1 prisentierte zundchst eine Zunahme der fibrinolytischen Aktivitdit mit einem
Maximum bei einer Zelleinsaat von 75000 Zellen, um anschlieBend, bei weiter steigender
Zelleinsaat und dichte, an Aktivitdt abzunehmen (Abbildung 6). Die Wachstumsraten waren
insgesamt gering und nahmen bei hoherer Zelleinsaat etwas ab (Tabelle 2).

Capan-1 zeichnete sich durch sehr kleine und dicht wachsende Zellen aus. Mit hoherer
Zelleinsaat und -dichte nahm auch die fibrinolytische Aktivitit zu und erreichte, dhnlich wie
bei der Zelllinie BxPC-3, kein Plateau (Abbildung 7). Bezogen auf die Zellzahl waren auch
hier die Aktivitdten bei niedrigster Einsaat am hochsten. Die Wachstumsraten nahmen im

untersuchten Bereich kaum ab (Tabelle3).

PaCa 44
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E
o 4 -
2 Abb. 8: Maximale fibrinolytische Aktivitét der
0 21 Zelllinie PaCa-44 nach unterschiedlicher
0 Zelleinsaat

E|25000 Z. @50000Z E75000 Z.

PaCa-44 zeigte trotz hoher Wachstumsraten nur einen initialen und geringfiigigen Anstieg
der fibrinolytischen Aktivitit und erreichte mit steigender Zelleinsaat und -dichte ein Plateau
(Abbildung 8). Die Wachstumsraten nahmen mit hoherer Einsaat kontinuierlich ab (Tabelle
2).

In der folgenden Tabelle sind die erhobenen Daten und mikroskopischen Befunde

zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Daten der Zellkulturuntersuchungen zur Optimierung der Zelldichte

Zelllinie Einsaat Zellrasen Zellzahl/Well Wachstum (%)
25000 subkonfluent ca. 38.000 ca. 50
BxPC-3 50000 konfluent ca. 90.000 ca. 80
75000 konfluent ca. 123.000 ca. 65
25000 subkonfluent ca. 32.000 ca. 30
Panc-1 50000 konfluent ca. 86.000 ca. 70
75000 konfluent ca. 112000 ca. 50
50000 Zellnester ca. 60.000 ca. 20
75000 subkon.- konflu. ca. 90.000 ca. 20
AsPC-3
100000 konfluent ca. 142.000 ca. 15
125000 konfluent ca. 160.000 ca. 15
75000 subkonflu. ca. 120.000 ca. 60
Capan-1 100000 subkon.- konflu. ca. 150.000 ca. 50
1250000 konfluent ca. 200.000 ca. 60
25000 subkonfluent ca. 45.000 ca. 80
PaCa-44 50000 konfluent ca. 88.000 ca. 75
75000 konfluent ca. 120.000 ca. 60
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich die verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien
unter den gewihlten Verdnderungen wie Zelleinsaat und -dichte in ihrem Wachstums- und
Aktivitatsverlauf nicht einheitlich verhielten. Einige Zelllinien zeigten bei hoher Zelldichte
ein Aktivititsplateau bzw. eine Aktivitdtsabnahme, wihrend bei anderen die Gesamtaktivitét
trotz konfluenten Wachstums weiter zunahm. Die Wachstumsraten waren meist unter
mittlerer oder niedrigster Zelleinsaat am hochsten und hohere Zelldichten fithrten zu einer

(auf die Zellzahl bezogen) relativen Aktivitdtsabnahme.

In den weiteren Untersuchungen wurde mit folgenden Zelleinsaaten pro Well gearbeitet:

BxPC-3: 50.000; Panc-1: 50.000; AsPC-3: 75.000; Capan-1: 100.000, PaCa-44: 50.000.

4.2 Aktivititsanalysen unter Amiloridhemmung

Amilorid hat die Eigenschaft, uPA-Rezeptoren zu blockieren. Hierdurch wird die Bildung von
uPA, nicht jedoch die des tPA gehemmt. In den folgenden Versuchen wurde diese

Eigenschaft genutzt, um den FEinfluss der jeweiligen Aktivatoren in den untersuchten

Zelllinien zu analysieren.
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Abb. 9: Maximale fibrinolytische Aktivitit Abb. 10: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie HeLa; Kontrolle versus der Zelllinie MCF-7; Kontrolle versus
Amiloridhemmung Amiloridhemmung

Die Zervixkarzinomzelllinie HeLa zeigte unter dem Amilorid eine Abnahme der maximalen
fibrinolytischen Aktivitdt von ca. 35% (Abbildung 9) und fiel somit deutlich geringer aus als
bei der Mammakarzinomzelllinie MCF-7, die unter Amilorid fast 80% ihrer Aktivitit verlor
(Abbildung 10).

Bei den Versuchsreihen mit den Pankreaskarzinomzelllinien wurden die Amiloridzugaben

weiter modifiziert.
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Auch bei den Pankreaskarzinomzelllinien war die Hemmung der fibrinolytischen Aktivitét
durch das Amilorid deutlich erkennbar (Abbildungen 11-13 und 15; Tabelle 4). Eine
Ausnahme bildete die Zelllinie Capan-1 (Abbildung 14). Hier fiel die Hemmung mit ca. 16%
deutlich geringer aus (Tabelle 4).
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Abb. 13: Maximale fibrinolytische Aktivitit Abb. 14: Maximale fibrinolytische Aktivitét
der Zelllinie AsPC-1; Kontrolle versus der Zelllinie Capan-1; Kontrolle versus
modifizierte Amiloridhemmung modifizierte Amiloridhemmung

Am stéirksten war die Hemmung bei den Zellen, denen Amilorid sowohl 24 Stunden vor als
auch wihrend der Messungen und den Zellen, denen Amilorid nur im Verlauf der Messungen
beigefiigt wurden (Sdulen 3 und 4, Abbildungen 11-13 und 15). Wurden die Zellen hingegen
nur vor, nicht aber wihrend der Messungen mit Amilorid behandelt, fiel die Hemmung

wesentlich geringer aus (Abbildungen 11-13 und 15; Séulen 2).
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Abb. 15: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie PaCa-44; Kontrolle versus
modifizierte Amiloridhemmung

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wie auch

die meisten untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien deutlich durch Amilorid in ihrer

fibrinolytischen Aktivitdt gechemmt wurden. Entscheidend schien dabei die Amiloridwirkung

im Verlauf der Messungen zu sein. Die ausschlielich mit Amilorid vorbehandelten Zellen

zeigten hingegen kaum eine Aktivitdtsminderung. Eine Ausnahme bildeten die Zelllinien

Capan-1 und HeLa. Hier war die maximale Hemmung durch Amilorid relativ gering.

In der folgenden Tabelle werden die prozentualen Hemmungen der maximalen

fibrinolytischen Aktivitidten durch Amilorid zusammenfassend dargestellt:

Tabelle 4: Maximale Hemmung der fibrinolytischen Aktivitit durch Amilorid

Zelllinien Hemmung (%)
HeLa 36
MCEF-7 80
BxPC-3 62
Panc-1 56
AsPC-1 77
Capan-1 16
PaCa-44 70
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4.3 Aktivititsanalysen unter TSP-1- und FN-Stimulation

In den folgenden Versuchsreihen wurde der Einfluss der beiden Matrixmolekiile TSP-1 und
FN auf die fibrinolytische Aktivitdit untersucht. Zuerst wurden die beiden Molekiile
immobilisiert den Tumorzellen als Matrixproteine angeboten (Matrixstimulation),
anschlieend folgten Untersuchungen nach definierter Zugabe von 16slichem TSP-1 bzw. FN

zum Zellkulturmedium.

4.3.1 Aktivititsanalysen unter Matrixstimulation

Fiir die Beschichtung der MTP kamen Konzentrationen von jeweils 10 pg/ml gereinigtem
TSP-1 bzw. FN zur Anwendung. Um eine unspezifische Matrixstimulierung auszuschliefen,
wurde parallel zu den beiden genannten Matrizes und Kontrollzellen auch eine Stimulation
mit einer BSA-Matrix (1,5%igen Losung) durchgefiihrt.

Analysiert wurden die maximalen Aktivititen (maximalen Extinktionszunahme pro Minute)

und diese mit denen der Kontrollzellen verglichen.
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Abb. 16: Maximale fibrinolytische Aktivitét Abb. 17: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie HelLa nach Matrixstimulation,; der Zelllinie MCF-7 nach Matrixstimulation;
Kontrolle versus TSP-1, FN- bzw. BSA- Kontrolle versus TSP-1, FN- bzw. BSA-
Matrix; *** p<0,001 Matrix

Die maximale fibrinolytische Aktivitit nahm bei der Zelllinie HeLa unter dem Einfluss der
TSP-1-Matrix mit tiber 30% deutlich und hochsignifikant zu (p<0,0001). Die FN- und BSA-
Matrizes zeigten keinen Effekt auf die gemessene Aktivitdt (Abbildung 16).

Bei der Zelllinie MCF-7 wurde durch keine der drei Matrizes die fibrinolytische Aktivitit
signifikant beeinflusst (Abbildung 17).
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Abb. 18: Maximale fibrinolytische Aktivitét Abb. 19: Maximale fibrinolytische Aktivitt
der Zelllinie BXPC-3 nach Matrixstimulation; der Zelllinie Panc-1 nach Matrixstimulation;
Kontrolle versus TSP-1, FN- bzw. BSA- Kontrolle versus TSP-1, FN- bzw. BSA-
Matrix Matrix; *** p<0,001

Da traf auch fiir die Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 zu (Abbildung 18). Unter der FN-
Matrix schien die Aktivitit den Kontrollzellen gegeniiber etwas abzunehmen, ohne jedoch

einen signifikanten Wert zu erreichen.

Anders verhielt es sich bei der Zelllinie Panc-1 (Abbildung 19). Hier kam es unter der TSP-1-
Stimulation zu einer tiber 80%igen und hochsignifikanten Reduktion der fibrinolytischen
Aktivitit (p<0,0001). Die FN- bzw. BSA-Matrix hingegen {iibten auch hier keinen

signifikanten Einfluss auf die gemessene Aktivitét aus.
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Abb. 20 a und b: Maximale fibrinolytische Aktivitdt der Zelllinie Capan-1 (a) mittlere fibrinolytische

Aktivitdt zwischen der 60igsten und 120igsten Minuten (b) nach Matrixstimulation; Kontrolle versus
TSP-1, FN- bzw. Matrix; * p<0,05; *** p<0,001

Bei der Zelllinie Capan-1 nahm die maximale Aktivitdit unter dem Einfluss aller drei

Matrizes leicht zu, erreichte aber nur unter dem TSP-1 einen wahrscheinlich signifikanten

Wert (Abbildung 20 a; TSP: p<0,05).
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Interessanterweise wurden bei dieser Zelllinie auch Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
Aktivititszunahme beobachtet. Analysen des Aktivitdtsverlaufes zwischen der 60. und 90.
Minute zeigten eine hochsignifikante Zunahme der mittleren Aktivitit unter der TSP-1-Matrix
im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. (Abbildung 20 b; p<0,001). Beschleunigte
Aktivitditszunahmen waren auch unter der FN- bzw. BSA-Matrix zu verzeichnen. Diese fielen
jedoch deutlich geringer aus als unter der TSP-1-Matrix (FN bzw. BSA: p<0,05).

Einen solchen Einfluss der Matrizes auf den zeitlichen Verlauf der Aktivitidtszunahme lief3
sich nur bei der Zelllinie Capan-1 feststellen. Auf eine graphische Abbildung der anderen

Zelllinien wurde folglich verzichtet.
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Abb. 21: Maximale fibrinolytische Aktivitit Abb. 22: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie AsPC-1 nach Matrixstimulation; der Zelllinie PaCa-44 nach
Kontrolle versus TSP-1, FN- bzw. BSA- Matrixstimulation; Kontrolle versus TSP-1,
Matrix; FN- bzw. BSA- Matrix

Bei den Zelllinien AsPC-1 und PaCa-44 wurde die fibrinolytische Aktivitit durch keine der
drei Matrizes signifikant verdndert (Abbildungen 21 und 22).

4.3.2 Aktivititsanalysen unter loslicher TSP-1- und FN-Stimulation

In diesen Untersuchungen wurde der Einfluss des im Kulturmedium gelésten TSP-1 und FN
auf die fibrinolytische Aktivitdt untersucht. Gewéhlt wurden Konzentrationen von je 40 pg/ml
gereinigtem TSP-1 bzw. FN sowie eine Inkubationszeit von 24 Stunden. In
Paralleluntersuchungen kamen auch TSP-1-Konzentrationen von 10 pg/ml zur Anwendung.
Da diese keine Unterschiede zu den hoheren Konzentrationen aufwiesen, wurde auf eine

separate Darstellung verzichtet.
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Abb. 23: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie HelLa nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw.
FN im Medium; ***p<0,001
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Abb. 24: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie MCF-7 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw.
FN; ** p<0,01

Bei der Zelllinie HeLa nahm die fibrinolytische Aktivitdt auch unter 16slichenmTSP-1 mit

iiber 50% deutlich und hochsignifikant zu (Abbildung 23; p < 0,001). Losliches FN zeigte

keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitit.

Bei der Zelllinie MCF-7 wurde die fibrinolytische Aktivitdt nicht durch TSP-1 beeinflusst

(Abbildung 24). Losliches FN hingegen schien, anders als unter der FN-Matrix, die Aktivitét

leicht zu senken (p<0,01).
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Abb. 25: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie BxPC-3 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw. FN
im Medium
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Abb. 26: Maximale fibrinolytische Aktivitét
der Zelllinie Panc-1 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw. FN
im Medium; ** p<0,01

Bei der Pankreaskarzinomzelllinie BXxPC-3 zeigten weder TSP-1 noch FN eine signifikante

Wirkung auf die fibrinolytische Aktivitit (Abbildung 25).
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Anders verhielt es sich mit der Zelllinie Panc-1 (Abbildung 26). Wie bei der
Matrixstimulation tibte auch 16sliches TSP-1 einen starken inhibitorischen Effekt auf die
fibrinolytische Aktivitdt aus (p<0,001). Die Aktivitdtshemmung fiel jedoch mit 40% geringer
aus als unter der TSP-1-Matrix (80%). Losliches FN zeigte keine Wirkung auf die

fibrinolytische Aktivitat.
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Abb. 27: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie Capan-1 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw.
FN im Medium

Abb. 28: Maximale fibrinolytische Aktivitit
der Zelllinie AsPC-1 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw.
FN im Medium

Bei der Zelllinie Capan-1 hatten die l6slichen Matrixmolekiile keinen Einfluss auf die
maximale fibrinolytische Aktivitdt und auch der zeitliche Verlauf der Aktivitdtszunahme
(ohne Abbildung) blieb unverdndert (Abbildung 27). Losliches und immobilisiertes TSP-1

zeigten somit unterschiedliche modulierende Eigenschaften in Bezug auf das PA-System.

Die beiden Zelllinie AsPC-1 und PaCa-44 wurden in ihrer fibrinolytischen Aktivitit nicht
durch gelostes TSP-1 bzw. FN signifikant veréndert (Abbildungen 28 und 29).
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Abb. 29: Maximale fibrinolytische Aktivitt
der Zelllinie PaCa-44 nach TSP-1 und FN
Stimulierung; Kontrolle versus TSP-1 bzw. FN
im Medium
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4.4 Quantifizierung der Einzelkomponenten des PA-Systems

In den folgenden Versuchsreihen wurden die Einzelparameter des PA-Systems mittels ELISA
quantifiziert. Die Untersuchungen erfolgten nach Lyse der Zellen im Zellextrakt sowie nach
24-stiindiger Inkubation in den konditionierten Medien, um sekretorische Leistungen zu
quantifizieren. Sowohl unter basalen Zellkulturbedingungen als auch nach TSP-1- bzw. FN-
Stimulation wurden folgende Parameter analysiert: uPA, dessen Rezeptor uPAR und die
beiden Inhibitoren PAI-1 und PAI-2. Auch hier wurden den Tumorzellen beide
Matrixmolekiile in 16slicher sowie immobilisierter Form (Matrix) angeboten. Als
unspezifische Matrix wurde erneut eine BSA-Beschichtung gew#hlt. Es kamen mindestens

zwel Doppelmessungen unterschiedlicher Passagen zur Anwendung.

4.4.1 Konzentrationen des uPA in den Zellextrakten und konditionierten Medien

Zellextrakte der Zelllinie HeLa
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% 5 | Zelllinie HeLLa nach Stimulation durch TSP-1 und
FN im Zellkulturmedium bzw. als Matrix;
0 | Kontrolle versus Matrixmolekiile und BSA
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In den Zellextrakten der Zervixkarzinomzelllinie HeLa waren die basalen uPA-
Konzentrationen gering, eine signifikante Modulation durch die beiden Matrixmolekiile
wurde nicht beobachtet (Abbildung 30). Der Mittelwert war unter dem l6slichen TSP-1 zwar
deutlich erhoht, blieb jedoch aufgrund der relativ groBen Standardabweichung unter der
Signifikanzgrenze (p 0,68). In den konditionierten Medien war in keiner Probe uPA

nachweisbar (ohne Abbildung).
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Zellextrakte der Zelllinie MCF-7

Abb. 31: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt der
Zelllinie MCF-7 nach Stimulation durch TSP-1 und
FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-
Matrix
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Ahnlich verhielt es sich mit der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 (Abbildung 31). Die uPA-
Konzentrationen waren in den Zellextrakten sehr niedrig und eine quantitative Modifikation
unter dem TSP-1 bzw. FN blieb auch hier aus.

Ebenfalls nicht nachweisbar war uPA in allen konditionierten Uberstinden (ohne Abbildung).
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Abb. 32 a und b: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie BXPC-3 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 wurde die uPA-Konzentration der Zellextrakte
durch 16sliches TSP-1 bzw. FN nicht beeinflusst. Auch unter den drei Matrizes wurden, trotz
hoherer Mittelwerte, keine signifikanten Konzentrationsunterschiede erreicht (Abbildung 32
a).

Anders verhielt es sich mit den Messergebnissen der konditionierten Uberstinde. Die uPA-
Expression nahm hier unter der 16slichen TSP-1-Stimulation von 17 ng/mg + 6 auf 136 ng/mg
* 54 hochsignifikant zu (p<0,0001).

Deutlich geringer, aber ebenfalls signifikant war der uPA-Anstieg unter 16slichem FN. Bei
den Matrizes kam es dagegen nur unter der unspezifischen BSA zu einem signifikanten

Konzentrationsanstieg des uPA (Abbildung 32 b).
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Abb. 33 a und b: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Panc-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, ** p<0,01; *** p<0,001

In den Zellextrakten von Panc-1 waren die gemessenen uPA-Konzentrationen gering. Unter
den beiden gelosten Matrixmolekiilen wurde die uPA-Expression deutlich gesteigert, erreichte
aber nur bei TSP-1 einen signifikanten Wert (2,8 ng/mg * 0,8 gegeniiber 4,8 ng/mg + 1,0 in
den Kontrollzellen; p<0,01). Die verwendeten Matrizes blieben ohne signifikanten Einfluss
auf den uPA-Gehalt der Zellextrakte (Abbildung 33 a).

Die Analysen der konditionierten Uberstinde zeigten eine hohe basale uPA-Sekretion, die
sich unter Stimulation der gelosten Matrixmolekiile nicht signifikant verénderten (Abbildung
33 b). Anders verhielt es sich bei der TSP-1 bzw. FN-Matrix. Unter deren Einfluss kam es zu
einer deutlichen Reduktion der uPA-Konzentration in den Uberstéinden (TSP-1: 119 ng/mg +
19; FN: 140 ng/mg + 35 gegeniiber 224 ng/mg + 60 im Kontrollmedium; p<0,001 bzw.
p<0,01).
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Abb. 34 a und b: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Capan-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; ** p<0,01
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Bei Capan-1 waren die uPA-Konzentrationen der Zellextrakte ebenfalls niedrig. Die

Stimulation durch TSP-1 bzw. FN fiihrte hier bei keiner der Analysen zu einer signifikanten

quantitativen Verdnderung der uPA-Expression (Abbildung 34 a).

In den konditionierten Medien wurde hingegen eine iiber 30% Konzentrationszunahme des

uPA unter gelostem TSP-1 beobachtet (17,4 ng/mg + 0,7 gegeniiber 11,7 ng/mg £ 1,9 im

Kontrollmedium; p<0,01), wihrend l6sliches FN hier eine leichte Reduktion der uPA-

Sekretion bewirkte (8,5 ng/mg + 1,4 gegeniiber 11,7 ng/mg * 1,9 im Kontrollmedium;

p<0,05). Die drei Matrizes blieben ohne signifikanten Einfluss auf die uPA-Konzentration der

Uberstinde (Abbildung 34 b)
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Abb. 35 a und b: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditionierten Uberstand (b) der
Zelllinie AsPC-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05

In den Zellextrakten der Zelllinie AsPC-1 fiihrte keines der beiden Matrixmolekiile zu einer

signifikanten Verdnderung der uPA-Konzentration (Abbildung 35 a).

Die in den konditionierten Medien gemessenen uPA-Werte waren vergleichsweise gering.

Nur die drei Matrizes bewirken eine leichte und wahrscheinlich signifikante Zunahme der

uPA-Sekretion (Abbildung 35 b; p<0,05)
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Abb. 36 a und b: uPA-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie PaCa-44 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, *** p<0,001

Die Zellextrakte von PaCa-44 wiesen die hochsten gemessenen uPA-Werte aller untersuchten
Zelllinien auf. Die loslichen Matrixmolekiile zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die
uPA-Expression, wogegen beide Matrizes sowohl in den Zellextrakten als auch in den
konditionierten Medien einen hochsignifikanten Anstieg der uPA-Konzentrationen bewirkten.
Unter der TSP- bzw. FN-Matrix nahmen die uPA-Expressionen im Zellextrakt um 80 bzw.
60% (TSP-M: 109 ng/mg + 13,5; FN-M: 97 ng/mg + 13,2) gegeniiber den unstimulierten
Zellen zu (61,2 ng/ml £ 7,2; p<0,001). In den konditionierten Medien stiegen die uPA-
Konzentrationen sogar um das 3,5 bzw. 4,5fache an (TSP-M: 345 ng/mg + 81 bzw. FN-M:
429 ng/mg + 125 gegentiber 97 ng/mg + 21 im Kontrollmedium; p<0,001). Die

unspezifischen BSA-Matrizes waren davon nicht betroffen (Abbildungen 36 a und b).

4.4.2 Konzentrationen des uPAR in den Zellextrakten und konditionierten Medien
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Abb. 37 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie HeLLa nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; *** p<0,001
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Die Zervixkarzinomzelllinie HeLLa wies hohe uPAR-Konzentrationen in allen Zellextrakten
auf. Eine signifikante Modulation fand durch die beiden Matrixmolekiile nicht statt
(Abbildung 37 a). Losliches FN schien zwar eine leichte Reduktion des uPAR zu bewirken,
diese blieb aber unterhalb der festgelegten Signifikanzgrenze (p<0,067).

Anders présentierten sich die Ergebnisse der konditionierten Medien. Hier induzierte 16sliches
TSP-1 eine 4-fache Zunahme der uPAR-Sekretion. Die Konzentrationen des Rezeptors
stiegen unter der TSP-1-Stimulation hochsignifikant an (25,6 ng/mg + 6,8 gegeniiber 6,2
ng/mg * 1,7 in den Kontrollzellen; p<0,0001). Eine Zunahme des uPAR wurde auch unter
allen drei Matrizes beobachtet, fiel jedoch vergleichsweise gering aus (p<0,05). Das geloste

FN zeigte keinen Effekt auf die uPAR-Konzentration (Abbildung 37 b).
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Abb. 38 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie MCF-7 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05

Bei der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 waren die gemessenen uPAR-Werte der
Zellextrakte sowie konditionierten Uberstinde sehr niedrig (Abbildungen 38 a und b).
Quantitative Verdnderungen des uPAR waren unter den beiden Matrixmolekiilen nur in den
Zelllysaten nachweisbar. Moglicherweise nimmt hier die uPAR-Expression unter der FN-
Matrix geringfiigig zu (FN-M: 0,63 ng/mg + 0,22 gegeniiber 0,2 ng/mg * 0,2 im

Kontrollmedium; p<0,05).
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Abb. 39 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie BxPC-3 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05

In den Zellextrakten der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 wurde die uPAR-Konzentration
nicht durch TSP-1 bzw. FN signifikant verdandert (Abbildung 39 a). Nur die unspezifische
BSA-Matrix schien einen leichten Anstieg des uPAR zu bewirken (p<0,05).

In den konditionierten Uberstinden nahm unter der TSP-1-Stimulation die uPAR-
Konzentration leicht zu (Abbildung 39 b). Wahrscheinlich signifikante Werte wurden aber
nur durch l6sliches TSP-1 erzielt (17,9 ng/mg £ 6,9 gegeniiber 10,1 ng/mg £ 4,2 im
Kontrollmedium; p<0,05). Unter der BSA-Matrix stieg die uPAR-Sekretion ebenfalls

geringfiigig an (p<0,05).
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Abb. 40 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Panc-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, ** p<0,01

Bei der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 waren die gemessenen uPAR-Konzentrationen der

Zellextrakte niedrig. Weder TSP-1 noch FN iibten einen signifikanten Einfluss auf die uPAR-
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Expression aus. Allein die unspezifische BSA-Matrix fithrte zu einem leichten, aber
signifikanten Anstieg des uPAR (p<0,01; Abbildung 40 a).

In den konditionierten Medien waren die uPAR-Konzentrationen &uflerst gering und ein
signifikanter Effekt auf die uPAR-Sekretion durch die beiden Matrixmolekiile lie sich nicht
nachweisen (Abbildung 40 b).
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Abb. 41 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Capan-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix

Bei der Zelllinie Capan-1 iibten weder die beiden Matrixmolekiile noch die unspezifische
BSA-Matrix einen Einfluss auf den uPAR-Gehalt der Zellextrakte aus (Abbildung 41 a). In
den konditionierten Medien wurden relativ hohe basale uPAR-Konzentrationen gemessen.

Auch hier wurde uPAR nicht durch die angebotenen Matrixmolekiile signifikant modifiziert

(Abbildung 41 b).
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Abb. 42 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie AsPC-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; ** p<0,01
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In den Zellextrakten von AsPC-1 stieg die uPAR-Konzentration nur unter dem Einfluss der
unspezifischen BSA-Matrix signifikant an (p<0,01), wédhrend die TSP-Matrix zu einer
signifikanten Reduktion des uPAR fiihrte (TSP-M: 26 ng/mg + 2,5 gegeniiber 33,3 ng/mg +
3,4 in den Kontrollzellen; p<0,01). Die gelosten Matrixmolekiile und die FN-Matrix zeigten
keinen Effekt auf die uPAR-Konzentrationen der Zellextrakte (Abbildung 42 a).

In den konditionierten Uberstinden bewirkten 16sliches und immobilisiertes FN eine leichte
Konzentrationszunahme des uPAR (Abbildung 42 b). Sicher signifikante Werte wurden
wegen der geringeren Standardabweichung jedoch nur unter der FN-Matrix erreicht (FN-M:

p<0,01). Zu einem leichten Anstieg des uPAR kam es auch unter der BSA-Matrix (p<0,05).
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Abb. 43 a und b: uPAR-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie PaCa-44 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; ** p<0,01

Bei der Zelllinie PaCa-44 nahmen die uPAR-Expressionen unter allen verwendeten Matrizes
deutlich zu, wéhrend die l6slichen Matrixmolekiile keinen quantitativen Einfluss auf den
uPAR der Zellextrakte zeigten (Abbildung 43 a). Besonders hoch und sicher signifikant waren
der uPAR-Anstieg unter der TSP-1- bzw. FN-Matrix (TSP-M: 26,6 ng/mg + 0,18; FN-M:
27,6 ng/mg + 4,5 gegeniiber 15,8 ng/mg + 2.3 in den Kontrollzellen; p<0,01), am niedrigsten
bei der unspezifischen BSA-Matrix (21,8 ng/mg + 3,8; p<0,05).

In den konditionierten Medien wurde unter der FN-Matrix ein fast zweifacher
Konzentrationsanstieg des uPAR beobachtet (31,2 ng/mg + 5,4 gegeniiber 16,6 ng/mg + 3,7
im Kontrollmedium; p<0,01). Vergleichsweise gering war dagegen der Anstieg unter der
BSA-Matrix (p<0,05). TSP-1 und losliches FN hatten keinen Einfluss auf die uPAR-
Konzentration der konditionierten Uberstinde (Abbildung 43 b).
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4.4.3 Konzentrationen des PAI-1 in den Zellextrakten und konditionierten Medien
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Abb. 44 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie HeLa nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, ** p<0,01; *** p<0,001

In den Zellextrakten der Zervixkarzinomzelllinie HeLLa waren die PAI-1-Konzentrationen
niedrig. Unter 16slichem TSP-1 wurde ein fast zweifacher Anstieg des PAI-1 beobachtet (12,6
ng/mg + 4,4 gegeniiber 6,8 ng/mg + 1,8 in den Kontrollzellen; p<0,01). FN und die drei
Matrizes iibten hingegen keinen quantitativen Einfluss auf den PAI-1 der Zelllysate aus
(Abbildung 44 a). In den konditionierten Medien lieBen sich hohe PAI-1-Werte nachweisen.
Auch hier wurde unter l6slichem TSP-1 ein starker PAI-1-Anstieg verzeichnet. Die
Konzentration des Inhibitors nahm iiber das Doppelte zu (2010 ng/mg + 238 gegeniiber 917
ng/mg +128 im Kontrollmedium; p<0,001).

Etwas geringer, aber ebenfalls signifikant, war der Anstieg unter der FN-Matrix (1453 ng/mg
+ 71,3; p<0,01). Losliches FN und die TSP-1-Matrix hatten keinen Einfluss auf die PAI-
Sekretion (Abbildung 44 b).

57



a Zellextrakte der Zelllinie MCF 7 b Uberstande der Zelllinie MCF 7
200 ~

5,
*k%k
=4 150 1 -+
g g
53 >
S T £100 1
2 T )
= & g
. | -
oL B 0 i
@basal TSP EBFN BBSA BTSP M BFN M Blbasal OTSP BFN BBSA @TSP M BFN M

Abb. 45 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie MCF-7 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, *** p<0,001

Bei der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 waren die gemessenen PAI-1-Konzentrationen der

Zellextrakte sehr niedrig und eine Modulation durch beide Matrixproteine nicht nachweisbar

(Abbildung 45 a).

In den Analysen der konditionierten Medien lieB sich nur nach der Stimulation durch
16sliches TSP-1 eine PAI-1-Expression nachweisen (158 ng/mg + 12,7 gegeniiber ~0 ng/mg
in den Kontrollzellen; p<0,001) In alle anderen Proben konnten mit der verwendeten Methode

keine PAI-1-Werte quantifiziert werden (Abbildung 45 b).
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Abb. 46 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie BxPC-3 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; *** p<0,001

In den Zellextrakten der Pankreaskarzinomzelllinien BxPC-3 fiihrte 16sliches TSP-1 zu einem
leichten und wahrscheinlich signifikanten Anstieg der PAI-1-Expression (p<0,05). Die
Stimulation durch losliches FN bzw. den drei Matrizes zeigte keinen quantitativen Einfluss

auf den PAI-1 im Zellextrakt (Abbildung 46 a).
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Einen sehr starken Konzentrationsanstieg liel sich dagegen in den konditionierten Medien
nachweisen. Unter 16slichem TSP-1 und FN nahmen die PAI-1-Konzentrationen um das 8-
bzw. 6-fache zu (TSP-1: 3769 ng/mg + 1487; FN: 2634 ng/mg + 861 gegeniiber 419 ng/mg
1275 in den Kontrollzellen; p<0,001). Die als Matrix angebotenen Matrixproteine blieben
dagegen ohne Einfluss auf die PAI-1-Sekretion dieser Zelllinie in das konditionierte Medium.

(Abbildung 46 b).
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Abb. 47 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Panc-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, ** p<0,01; *** p<0,001

Bei der Zelllinie Panc-1 nahm die PAI-1-Expression der Zellextrakte unter 16slichem TSP-1
um mehr als das 4fache zu (305 ng/mg + 80,7 gegeniiber 70,9 ng/mg +18,7 in den
Kontrollzellen). FN sowie immobilisiertes TSP-1 blieben ohne Wirkung auf die Expression
des Inhibitors (Abbildung 47 a).

Ahnlich prisentierten sich die Ergebnisse der Analysen der konditionierten Medien. Hier
lieBen sich schon unter unstimulierten Zellkulturbedingungen sehr hohe PAI-1-
Konzentrationen nachweisen (Abbildung 47 b), die unter 16slichem TSP-1 noch einmal um
ein Vielfaches anstiegen (61651 ng/mg * 5310 gegeniiber 9626 ng/mg + 1838 im
Kontrollmedium; p<0,0001). Wiederum ohne Einfluss blieben dagegen die TSP-1-Matrix und

FN (Abbildung 47 b).
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Abb. 48 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie Capan-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, *** p<0,001

In den Zellextrakten der Zelllinie Capan-1 waren die PAI-1-Konzentrationen niedrig; eine
messbare Modulation durch TSP-1 bzw. FN blieb aus (Abbildung 48 a).

In den konditionierten Uberstinden der unstimulierten Zellen konnten keine PAI-1-
Konzentrationen nachgewiesen werden. Zu einer Expression des Inhibitors kam es nur unter
dem Einfluss des loslichen TSP-1 (73,2 ng/mg = 9,3 gegenilber ~0 ng/mg im
Kontrollmedium; p<0,001), wéhrend FN und die verwendeten Matrizes keine messbaren

Verianderungen der PAI-1-Konzentrationen bewirkten (Abbildung 48 b).
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Abb. 49 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie AsPC-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Bei der Zelllinie AsPC-1 fiihrte 16sliches TSP-1 zu einem zweifachen Konzentrationsanstieg
des PAI-1 in den Zellextrakten (18,2 ng/mg * 5,6 gegeniiber 8,2 ng/mg + 3,9 in den
Kontrollzellen; p<0,01). Auch unter den drei Matrizes, insbesondere bei der unspezifischen

BSA-Matrix, waren erhohte PAI-1-Expressionen im Zelllysat nachweisbar (BSA: p<0,01;
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MTSP: p<0,05; MFN: p<0,05). Ohne Wirkung auf die Expression des Inhibitors blieb
hingegen 16sliches FN (Abbildung 49 a).

Eindeutiger prisentierten sich die Ergebnisse der Analysen der konditionierten Uberstinde
(Abbildung 49 b). Die Konzentration des PAI-1 stieg unter 16slichem TSP-1 um das 450-
fache an (17020 ng/mg + 4880 gegeniiber 36,5 ng/mg £ 30,6 im Kontrollmedium; p<0,0001).
Wegen der extrem hohen Differenz wurde zur besseren graphischen Darstellung eine
logarithmische Skalierung gewahlt (Abbildung 49 b).

Deutlich geringer fielen die Konzentrationszunahmen unter 16slichem FN bzw. den drei
Matrizes aus, aber auch hier wurde die basale PAI-1-Sekretion der Kontrollzellen um ein

Vielfaches tibertroffen (FN: 125 ng/mg + 36,9; BSA: 603 ng/mg + 138; TSP-M: 569 ng/mg +
34,4; FN-M: 444 ng/mg + 290, p<0,01).
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Abb. 50 a und b: PAI-1-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie PaCa-44 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix; Kontrolle
versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, ** p<0,01; *** p<0,001

In den Zellextrakten der Zelllinie PaCa-44 lieBen sich bei den Kontrollzellen nur niedrige
PAI-1-Konzentrationen nachweisen. Zu einer signifikanten Zunahme der PAI-1-Expression
kam es nur unter 16slichem TSP-1 (16,8 ng/mg * 3,8 gegeniiber 4,9 ng/mg + 1,8 in den
Kontrollzellen; p<0,01). Die TSP-1-Matrix und FN zeigten keinen Einfluss auf die PAI-1-
Expression in den Zellextrakten (Abbildung 50 a).

Im konditionierten Medium der Kontrollzellen waren PAI-1-Konzentrationen kaum messbar.
Ahnlich wie bei den anderen Zelllinien nahm auch hier die PAI-1-Expression unter 16slichem
TSP-1 stark zu (7050 ng/mg + 16033 gegeniiber 1,6 ng/mg + 2,6 im Kontrollmedium;
p<0,0001) und wegen der groBen Konzentrationsdifferenzen wurde auch hier eine

logarithmische Skalierung gew#hlt (Abbildung 50 b).
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Vergleichsweise gering fiel dagegen der FEinfluss des I16slichen FN bzw. der des
immobilisierten TSP-1 aus (17,8 ng/mg + 16 bzw. 27,8 ng/mg * 5,5; p<0,01). In allen
anderen Proben lieen sich keine PAI-1-Konzentrationen sichern.

4.4.4 Konzentrationen des PAI-2 in den Zellextrakten und konditionierten Medien

Die PAI-2-Analysen konnten nur an einem Teil der Proben durchgefiihrt werden.
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Abb. 51: PAI-2-Konzentrationen im Abb. 52: PAI-2-Konzentrationen 1im
Zellextrakt der Zelllinie Hela nach Zellextrakt der Zelllinie MCF-7 nach
Stimulation durch TSP-1 und FN im Stimulation durch TSP-1 und FN im
Kulturmedium bzw. als Matrix Kulturmedium bzw. als Matrix

Bei der Zelllinie HeLa wurden niedrige PAI-2-Konzentrationen mit relativ grofen
Standardabweichungen gemessen. Signifikante Konzentrationsunterschiede waren nicht
nachweisbar (Abbildung 51). In den konditionierten Medien lieBen sich mit der verwendeten
Methode keine PAI-2-Konzentrationen nachweisen (ohne Abbildung).

Bei der Zelllinie MCF-7 wurden die basalen PAI-2-Konzentrationen der Kontrollzellen nur
mit denen der durch 16sliches TSP-1 stimulierten Zellen verglichen. In beiden Zellextrakten
waren die PAI-2-Werte sehr niedrig und signifikante Unterschiede nicht erkennbar
(Abbildung 52). In den konditionierten Medien konnten keine PAI-2-Konzentrationen

nachgewiesen werden (ohne Abbildung).
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Abb. 53 a und b: PAI-2-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditioniertem Uberstand (b) der
Zelllinie BxPC-3 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium; Kontrolle versus TSP-1

und FN, * p<0,05

Bei der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 wurden die basalen PAI-2-Konzentrationen der
Kontrollzellen nur mit denen durch I6sliches TSP-1 und FN stimulierten Zellen verglichen.
Die in den Zellextrakten gemessenen PAI-2-Werte fielen sehr gering aus. Trotz deutlich
hoherer Mittelwerte unter beiden Matrixmolekiilen wurden keine signifikanten

Konzentrationsunterschiede erreicht (Abbildung 53 a).

Anders verhielt es sich bei den Analysen der konditionierten Uberstinde. Hier konnte ein
starker und signifikanter Anstieg des Inhibitors unter der 16slichen TSP-1-Stimulation
verzeichnet werden (14,87 ng/mg + 5,99 gegeniiber ~0 ng/mg in den Kontrollzellen; p<0,05).
Nicht messbar hingegen war PAI-2 in den Medien der Kontrollzellen bzw. der Proben nach

FN-Stimulation (Abbildung 53 b).

Zellextrakte der Zelllinie Panc 1

2,0 -
g 1,5 4 .
2 Abb. 54: PAI-2-Konzentrationen im Zellextrakt
h der Zelllinie Panc-1 nach Stimulation durch TSP-1
g und FN im Kulturmedium bzw. als Matrix;
Kontrolle versus TSP-1 und FN bzw. TSP-1-, FN-
und BSA-Matrix, * p<0,05
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In den Zellextrakten der Zelllinie Panc-1 waren die PAI-2-Konzentrationen ebenfalls sehr
niedrig (Abbildung 54). Ein leichter und signifikanter Anstieg lie sich nur unter der 16slichen
TSP-1-Stimulierung beobachten (0,828 ng/mg + 0,313 gegeniiber 0,3 ng/mg £ 0,285 in den
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Kontrollzellen; p<0,05). Nicht nachweisbar war PAI-2 in den Proben der konditionierten

Medien (ohne Abbildung).
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Abb. 55 a und b: PAI-2-Konzentrationen im Zellextrakt (a) und konditionierten Uberstand (b) der
Zelllinie Capan-1 nach Stimulation durch TSP-1 und FN im Kulturmedium; Kontrolle versus TSP-1

und FN, * p<0,05

Bei der Zelllinie Capan-1 wurde ausschlieBlich der FEinfluss des l1oslichen bzw.
immobilisierten TSP-1 auf die PAI-2-Expression untersucht. In den Zellextrakten der
Kontrollzellen lieBen sich hohe Konzentrationen des Inhibitors nachweisen. Hierbei zeigte
sich unter der TSP-1-Matrix eine signifikante Reduktion der PAI-2-Werte (54 ng/mg + 28,32
gegeniiber + ~0 ng/mg in den Kontrollzellen; p<0,05), wogegen 16sliches TSP-1 ohne
signifikante Wirkung blieb. Wegen fehlender Analysen der BSA-Proben konnte eine
unspezifische Matrix-Wirkung jedoch nicht ausgeschlossen werden (Abbildung 55 a).

Kaum bzw. nicht nachweisbar war PAI-2 hingegen in den konditionierten Medien (Abbildung

55b).

Zellextrakte der Zelllinie AsPC 1
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In den Zellextrakten der Zelllinie AsPC-1 waren die gemessenen PAI-2-Konzentrationen

duBerst gering. Ein Anstieg des Mittelwertes lie sich unter 16slichem TSP-1 beobachten;
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dieser blieb jedoch wegen der hohen Standardabweichung unterhalb der festgelegten
Signifikanzgrenze (Abbildung 56). In den Analysen der konditionierten Medien konnten

keine PAI-2-Konzentrationen gesichert werden (ohne Abbildung).

Zellextrakte der Zelllinie PaCa 44
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Abb. 57: PAI-2-Konzentrationen im Zellextrakt
der Zelllinie PaCa-44 nach Stimulation durch
TSP-1 und FN im Kulturmedium bzw. als
Matrix; Kontrolle versus TSP-1 und FN bzw.
TSP-1-, FN- und BSA-Matrix, * p<0,05
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Niedrige PAI-2-Konzentrationen wiesen auch die Zellextrakte der Zelllinie PaCa-44 auf
(Abbildung 57). Zu einer deutlichen und signifikanten Zunahme des PAI-2 kam es unter der
TSP-1-Matrix (7,61 ng/mg £+ 1,78 gegeniiber 1,22 ng/mg + 0,32 in den Kontrollzellen;
p<0,05). Da auch unter der BSA-Matrix ein signifikanter Anstieg des Inhibitors verzeichnet
wurde, ist eine spezifische Stimulation unwahrscheinlich (4,99 ng/mg £ 1,76; p<0,05). Ein
leichter, aber nicht signifikanter Anstieg wurde auch unter der FN-Matrix beobachtet.

Nicht nachweisbar war PAI-2 wiederum in den konditionierten Medien aller Proben (ohne

Abbildung).

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Nachfolgend werden die wichtigsten Ergebnisse zusammenfassend dargestellt (Tabelle 5).

In der Mehrzahl der untersuchten Zelllinien war uPA der dominierende PA. Eine geringe
Aktivitditsminderung durch Amilorid wurde vor allem bei Capan-1 und HeLa beobachtet, was
auf tPA als Hauptaktivator des Plasminogens schlieen lésst.

In der fibrinolytischen Aktivitit sowie basalen Expression einzelner Parameter des PA-
Systems bestanden zwischen den einzelnen Zelllinien zum Teil erhebliche Unterschiede.

Nur drei der sieben Zelllinien zeigten eine signifikante Verdnderung ihrer fibrinolytischen
Aktivitat unter Bedingungen der TSP-1-Stimulation. Bei der Zervixkarzinomzelllinie HeLa
nahm die Aktivitit sowohl unter loslichem wie auch matrixgebundenem TSP-1

hochsignifikant zu, wihrend bei der Zelllinie Panc-1 die fibrinolytische Aktivitit durch beide
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Stimuli hochsignifikant abnahm. Bei der Zelllinie Capan-1 fiihrte nur immobilisiertes TSP-1
zu einer (initialen) Aktivitdtszunahme.

Auf die Expression von uPA und uPAR iibten 16sliches sowie immobilisiertes TSP-1 keine
einheitlichen Wirkungen aus.

Ein signifikanter Anstieg der uPA-Expression wurde im Zellextrakt von Panc-1 unter dem
l6slichen bzw. bei PaCa-44 unter dem immobilisierten TSP-1 beobachtet. In den
konditionierten Medien der Zelllinien BxPC-3 und Capan-1 stieg uPA unter 16slichem und bei
PaCa-44 unter immobilisierten TSP-1 an. Zu einer signifikanten Abnahme des uPA kam es
hingegen nach TSP-1-Matrixstimulation im konditionierten Medium der Zelllinie Panc-1.
Eine signifikante Zunahme der uPAR-Konzentration wurde nach Stimulation durch 16sliches
TSP-1 nur in den konditionierten Medien der Zelllinie HelLa und, wenn auch deutlich
geringer, BxPC-3 beobachtet. Unter immobilisiertem TSP-1 nahm uPAR nur im Zellextrakt
der Zelllinie PaCa-44 zu, wihrend es bei der Zelllinie AsPC-1 unter gleicher
Matrixstimulation zu einer Abnahme des Rezeptors kam.

Einheitlicher prasentierten sich die Wirkungen des TSP-1 auf die PAI-1-Expression.
Losliches TSP-1 fiihrte bei allen untersuchten Zelllinien zu einer hochsignifikanten Zunahme
der PAI-1-Sekretion in den konditionierten Medien. Dabei wurden in Abhéngigkeit von der
Zelllinie extrem hohe Konzentrationen erreicht (Panc-1, AsPC-1). Auch in den Zellextrakten
wurden, mit Ausnahme der Zelllinien MCF-7 und Capan-1, signifikant hohere PAI-1-
Konzentrationen gemessen. Die Zunahmen fielen jedoch vergleichsweise gering aus.
Immobilisiertes TSP-1 bewirkte nur in den konditionierten Medien der beiden Zelllinien
AsPC-1 und PaCa-44 einen Anstieg des Inhibitors.

Ein signifikanter Anstieg der PAI-2-Konzentrationen wurde durch losliches TSP-1 im
Zellextrakt von Panc-1 bzw. konditioniertem Medium von BxPC-3 beobachtet. Bei der

Zelllinie Capan-1 nahm hingegen PAI-2 im Zellextrakt signifikant ab.
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Tabelle 5: Tabellarische Zusammenfassung der fibrinolytischen Aktivitit sowie der
Einzelkomponenten des fibrinolytischen Systems

. fib. uPA uPAR PAI-1 PAI-2
Zelllinie Proben
Akt. ZE KM ZE KM ZE KM ZE KM
basal + + o} ++ + + +++ + 0
TFSNP tt | - - S O I -
Hela BSA : . : _ 1 N _ _ R
TSP-M mr | - - o - - | - -
FN-M - - - _ 1 _ 7 N
basal ++ + 0 o/+ o/+ o/+ o) o/+
TSP - - - - - i -
FN W | - - - - - - - -
MCF-7 BSA - - - - - - - / /
TSP-M - - - - - - - / /
FN-M - - - - 1 - - / /
basal +++ + ++ ++ + ++ +++ o/+ o
TFSNP - - m - 1 1 111 - 1
- [ - [ -] - i
BxPC-3 BSA : S S 1 - | /
TSP-M - - 1 - - - - / /
FN-M - - - - - - - / /
basal ++ + +++ + o/+ ++ +++ o/+ fo)
TSP ) 17 - - - 17 111 1 -
Panc-1 FN - - - - - - - - -
BSA - - - 1 - - - - -
TSP-M Wl -l - - - - - -
FN-M - : m - - 3 ; - :
basal +++ + ++ + ++ + o) +++ o
TSP -t [ -1 - -tml [
- - l - - - -
Capan-1 BSA - - : - - - - ] /
TSP [y - [ - | - - - - -
FN-M - - - - - - - / /
basal +++ ++ + ++ ++ + ++ o/+ o)
e - - - - S T -
i - - - - |1 - o |- -
AsPCA BSA S I I S S ¥
TSP-M - - 1 ) - 1 11 - -
FN-M - - | 1 - el [ -
basal +++ ++ ++ ++ ++ + + o/+ o)
N - - - - — 1t | 1o |-
] - - - - - i I -
Paca 44 BSA _ _ _ T T - - T -
TSP-M SR A A A S I -
FN-M R 1 G - - -
Legende:

ZE = Zellextrakt; KM = konditioniertes Medium

+++ = sehr stark; ++ = méBig stark; + = schwach; o/+ = gar nicht bzw. sehr schwach
Zunahme: 7771 = hochsignifikant; 71 = sicher signifikant; T = wahrscheinlich signifikant
Abnahme: $4{ = hochsignifikant; 4\ = sicher signifikant; \= wahrscheinlich signifikant
/ =keine Messung
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

In vitro durchgefiihrte Analysen an Zellkulturen erlauben eine gezielte und systematische
Untersuchung bestimmter tumorzellbiologischer Eigenschaften.

Sie eignen sich besonders gut zur Untersuchung spezieller Teilaspekte komplexer Prozesse,
ermoglichen eine kontrollierte und systematische Manipulation einzelner Einflussgrofen
(unter Ausschluss anderer, unerwiinschter Faktoren) und bieten zudem den Vorteil einer
weitgehenden Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit unter definierten Bedingungen.
Jedoch besitzen Zellkulturtechniken in Anbetracht der komplexen physio- und
pathophysiologischen Ereignisse in lebenden Organismen naturgeméf eine eingeschrinkte
Aussagekraft.

Das zweidimensionale Umfeld einer Petrischale kann die biologischen Eigenschaften und das
Verhalten von Zellen verdndern (119). Zudem bleiben zahlreiche Einflussfaktoren wie das
extrazellulire Milieu (Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Proteasen etc.) und die
Kooperation zwischen den verschiedenen Zellarten (z.B. Stromazellen, Entziindungszellen,
Endothelzellen) unberiicksichtigt (39).

Demnach miissen in vitro Analysen immer im Gesamtkontext gesehen bzw. interpretiert
werden. Direkte Riickschliisse auf komplexe biologische Abldufe sind in der Regel nicht

moglich.

Die enzymatische Plasminaktivitit als Mal} der perizelluldren fibrinolytischen Aktivitit wurde
mittels etablierter spektrophotometrischer Verfahren bestimmt und als Bezugspunkt der
anndhernd linear verlaufende Abschnitt der sigmoidalen Aktivitdtskurve gewéhlt.

Die Stimulation durch TSP-1 erfolgte methodisch in Anlehnung an vorangegangene Studien
(2, 3). Hier muss jedoch bedacht werden, dass extern zugegebenes TSP-1 moglicherweise
eine unterschiedliche Wirkung ausiibt als das durch die Tumorzellen exprimierte TSP-1. Ein
solcher Unterschied liel sich anhand einer Studie mit transfizierten Mammakarzinomzellen
bestitigen, in der Tumorzell-produziertes TSP-1 einen signifikant stdrkeren Einfluss auf das

PA-Systems ausiibte als vergleichbare extern zugefiihrte TSP-1- Konzentrationen (5).

Um die Gefahren von wesentlichen zelluldren Verdnderungen zu reduzieren, wurde die
Anzahl der verwendeten Zellkulturpassagen auf maximal 12 begrenzt. Eine Verédnderung der

Zelleigenschaften ist jedoch nicht mit Sicherheit auszuschlieen.

68



Die Herstellung der Zellextrakte und konditionierten Medien wurde nach allgemeinen
zellbiologischen Verfahren durchgefiihrt.

Die Analysen der PA-Komponenten erfolgten anhand kommerzieller ELISA-Systeme.
Aufgrund der groBen Probenanzahl und der Kosten musste die Anzahl der Untersuchungen
jedoch meist auf zwei Doppelwertbestimmungen unterschiedlicher Passagen begrenzt
werden. Zusitzliche Analysen wurden nur bei unklaren Ergebnissen durchgefiihrt.

Die statistische Auswertung ist daher nur begrenzt aussagekréftig und die vorliegende
Untersuchung als Studie mit orientierendem Charakter (Pilotstudie) anzusehen, deren

Ergebnisse durch weitere Untersuchungen bestétigt werden miissen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Im ersten Teil dieses Abschnittes werden die Untersuchungsergebnisse mit der aktuellen
Datenlage verglichen. Hierbei sollen die Ergebnisse dhnlicher Studien kurz vorangestellt und
anschlieend Zusammenhinge sowie mogliche Ursachen erortert werden. Weiterhin sollen
mogliche Zusammenhidnge zwischen verdnderten Expressionsmustern und gemessener
fibrinolytischer Aktivitit diskutiert werden.

Der zweite Teil befasst sich dann mit der moglichen Bedeutung der Ergebnisse in Bezug zur

Tumorpathogenese.

Expression der Komponenten des PA-Systems unter basalen Zellkulturbedingungen

Vorangegangene Studien belegen die Expression und Sekretion von uPA, tPA, uPAR sowie
PAI-1 und -2 durch zahlreiche Tumorzellen. Unter den einzelnen Zelllinien konnten jedoch
erhebliche quantitative Unterschiede beobachtet werden (63, 110, 119, 129, 157). Das trifft
auch fiir Zellen aus Pankreaskarzinomen zu. Untersuchungen von Kakkar et al. an acht
verschiedenen  Pankreaskarzinomzelllinien ergaben eine groBe  Variabilitit im

Expressionsmuster beider PA und PAI (76).

Auch Gewebeuntersuchungen an Tumoren zeigen ein heterogenes Expressionsmuster des PA-
Systems. Meist dominiert die Expression im Tumorrandbereich und einzelne Komponenten
konnen je nach Tumor von verschiedenen Zellarten (Tumorzellen und/oder Stromazellen)
synthetisiert werden (71, 85, 164, 173). Spezifische Expressionsmuster fiir bestimmte

Karzinome lassen sich in der Regel nicht beobachten.

Diese Befunde decken sich in weiten Teilen mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen.

Die meisten der nichtstimulierten Zelllinien exprimieren die Komponenten des PA-Systems
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und auch hier konnen Expressionsmuster und Intensitit einzelner Faktoren stark variieren. Bei
einigen Zelllinien waren einzelne Faktoren nicht nachweisbar.

Unterschiede miissen auch in Bezug auf die tPA-Expression angenommen werden. Ein
quantitativer Nachweis des tPA wurde nicht durchgefiihrt, jedoch lassen Aktivitdtsanalysen
unter dem Ammilorideinfluss auch fiir diesen Faktor deutliche Unterschiede zwischen den

Zelllinien vermuten.

Expression der Komponenten des PA-Systems unter loslicher TSP-1-Stimulation

Der Einfluss des loslichen TSP-1 auf das PA-System konnte in den vergangenen Jahren
anhand mehrerer Studien nachgewiesen werden.

Wie Albo et al. anhand der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 zeigten, fithrte TSP-1 zu
einem signifikanten Anstieg von uPAR und uPA im Zellextrakt sowie des PAI-1-Gehaltes der
konditionierten Medien (2, 10).

In einer anderen, gentransfizierten Mammakarzinomzelllinie (MDA-MB-435) war die TSP-1-
Expression mit einer direkt proportionalen und signifikanten Zunahme der zellassoziierten
uPA- und Plasminaktivitét korreliert. Neben dem uPA waren auch die uPAR-Konzentrationen
der Zellextrakte sowie die PAI-1-Konzentration der konditionierten Medien signifikant erhdht
(1).

Von besonderem Interesse ist die Studie an zwei Pankreaskarzinomzelllinien (AsPC-1 und
COLO-357) von Albo et al. Auch hier berichten die Autoren von einem signifikanten und
dosisabhingigen Anstieg des PAI-1 in den konditionierten Medien beider Zelllinien. Ohne
signifikanten Effekt blieb 16sliches TSP-1 hingegen auf die uPA-Expression sowie die PAI-1-
Konzentration im Zellextrakt (3). Eine vorangegangene Studie der gleichen Arbeitsgruppe
beschreibt zusétzlich einen signifikanten Anstieg des uPAR im Zellextrakt der Zelllinie

AsPC-1 nach TSP-1-Stimulation (2).

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestédtigen die modulierenden Eigenschaften des
TSP-1 auf das PA-System.

Besonders eindrucksvoll stellte sich die Wirkung des TSP-1 auf die PAI-1-Expression dar.
Unter der 16slichen TSP-1-Stimulation nahmen bei allen Zelllinien die PAI-1-
Konzentrationen der konditionierten Medien hochsignifikant zu. Das deckt sich mit den Daten
der oben aufgefiihrten Studien.

Im Unterschied zu der Studie von Albo et al. (3) wurde auch in den meisten Zellextrakten der

Pankreaskarzinomzelllinien eine  signifikante = Zunahme des PAI-1  beobachtet.
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Moglicherweise ist das auf einen erhohten Umsatz des Inhibitors zuriickzufithren. Hohe
Synthese- und Sekretionsraten auf der einen sowie verstirkte Endozytose und intrazelluldrer
Abbau auf der anderen Seite konnten zu einem relativen PAI-1-Anstieg im Zellextrakt fiithren.
Eine intrazelluldre Speicherung, wie sie in Megakaryozyten und Thrombozyten beschrieben

wird, erscheint eher unwahrscheinlich.

Differenzen zu fritheren Studien bestehen auch hinsichtlich der uPAR-Expression. Mit
Ausnahme der Zelllinie PaCa-44 wurden keine signifikanten Zunahmen des uPAR-Gehalts
unter TSP-1 im Zellextrakt festgestellt. Das trifft auch fiir die Zelllinie AsPC-1 zu und steht

somit im Widerspruch zu den Ergebnissen von Albo et al. (3).

Neben zellmembrangebundenem uPAR existieren auch 16sliche Formen des Rezeptors
(suPAR). Die Herkunft des suPAR wird auf alternatives Splicing und/oder proteolytische
Spaltung in Néhe des GPI-Ankers bzw. Hydrolyse des GPI-Ankers durch Phospholipasen
zurtickgefiihrt (7). SuPAR wird u. a. im Medium zahlreicher Tumorzellkulturen sowie in
erhohten Konzentrationen bei Tumorpatienten vorgefunden (146, 148, 152). Einige Studien
der letzten Jahre weisen auf eine mogliche Rolle des suPAR im Prozess der Karzinogenese
hin (75, 94). Uber einen Einfluss des TSP-1 auf suPAR von Zellkulturen liegen jedoch keine

Veroffentlichungen vor.

Auch in der vorliegenden Arbeit lieBen sich mit Ausnahme der Zelllinien MCF-7 und Panc-1
suPAR-Konzentrationen in den konditionierten Medien der Tumorzellen nachweisen. Bei der
Zelllinie Capan-1 waren diese sogar um ein Vielfaches hoher als die zellassoziierten uPAR-
Konzentrationen. Dariiber hinaus wurde in zwei der sieben Zelllinien eine signifikante
Modulation des suPAR unter der 16slichen TSP-1-Stimulierung festgestellt. So stiegen im
konditionierten Medium der Zervixkarzinomzelllinien HelLa die suPAR-Werte um ein
Vielfaches an, weniger eindrucksvoll, aber ebenfalls signifikant auch bei der
Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3. Da uPAR nur in den Medien zunahm, die
zelllassoziierten uPAR-Konzentrationen hingegen unbeeinflusst blieben, muss von einer

verstiarkten Sekretion bei alternativem Splicing ausgegangen werden (98).

Wie vorangegangene Studien zeigen, ist die Wirkung des 16slichen TSP-1 auf die uPA-
Expression unter den Tumorzelllinien nicht einheitlich.

In der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wird unter der TSP-1-Stimulation ein
signifikanter Anstieg des uPA in den Zellextrakten verzeichnet (4, 6, 10), wihrend die

Konzentrationen der konditionierten Medien unbeeinflusst bleiben (10).
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In transfizierten Mammakarzinomzellen nehmen die uPA-Konzentrationen im Zellextrakt
ebenfalls zu, die Gesamtkonzentrationen bleiben jedoch wegen der gleichzeitigen Abnahme
des Aktivators im konditionierten Medium unverdndert. Da auch die uPAR-Konzentrationen
der Zellextrakte ansteigen, gehen die Autoren lediglich von einer verstirkten
Rezeptorbindung des uPA bei unverdnderter Expressionsintensitit aus (5). Im Gegensatz dazu
werden in den Pankreaskarzinomzelllinien Colo und AsPC-1 trotz zunehmender uPAR-
Expression keine signifikanten Verdnderungen der uPA-Konzentrationen im Zellextrakt

beobachtet (2, 3).

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestitigen die heterogene Wirkung des 16slichen
TSP-1 auf die uPA-Expression.

Bei den Pankreaskarzinomzelllinien BXPC-1 und Capan-1 stiegen die Konzentrationen des
Aktivators in den konditionierten Medien um ein Vielfaches an. Keine Verdnderungen zeigten
dagegen die Analysen der Zellextrakte, was einer unveridnderten zellassoziierten Expression
des uPAR entspricht. Eine solche isolierte Zunahme des uPA im konditionierten Medium
wurde bisher nicht beschrieben.

Bei der Zelllinie Panc-1 waren die uPA-Konzentrationen der Zellextrakte, nicht jedoch die der
konditionierten Medien unter der TSP-1-Stimulation signifikant erhoht. Interessanterweise
blieb die uPAR-Expression hierbei unbeeinflusst. Eine zunehmende Rezeptorbindung ist
aufgrund hoher basaler uPA-Konzentrationen der Medien sowie (unverdndert) geringer
zellassoziierter uPAR-Expressionen unwahrscheinlich. Moglicherweise liegt hier eine
verstirkte intrazelluldre Anreicherung des Aktivators vor. Neben einer gesteigerten Synthese
wire auch eine zunehmende Endozytose des uPA, bedingt durch die hohen PAI-1-
Konzentrationen der konditionierten Medien nach TSP-1-Stimulation denkbar (66).
Weiterfithrende Untersuchungen mittels mRNA-Analyse sowie Durchflusszytometrie konnten
hieriiber detaillierte Auskiinfte liefern.

Bei den anderen Zelllinien wurde keine signifikante Verdnderung der uPA-Expression unter

1oslichem TSP-1 beobachtet.

Uber eine Modulation der PAI-2-Expression durch TSP-1 liegen derzeit keine
Veroffentlichungen vor, jedoch weisen viele Studien auf eine Rolle des Inhibitors in der

Tumorpathogenese hin (63, 136, 156).

Grundsitzlich konnen zwei Formen des PAI-2 unterschieden werden. Der intrazelluldre,
nicht-glykosylierte PAI-2, der quantitativ den wichtigsten Anteil darstellt sowie der

sezernierte, extrazellulir lokalisierte  Inhibitor, eine glykosylierte =~ Form, die
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physiologischerweise nur einen kleinen Prozentsatz des gesamten PAI-2 ausmacht. Unter

bestimmten Umstidnden kann der extarazelluldre PAI-2 jedoch erheblich zunehmen (84).

Die verwendeten ELISA ermdglichten den Nachweis beider PAI-2-Formen.

Die basale Expression des PAI-2 war meist sehr niedrig, was den Ergebnissen friitherer
Studien an Pankreaskarzinomzelllinien entspricht (76). Eine Ausnahme bildete die Zelllinie
Capan-1, die sich durch hohe zelluldre PAI-2-Konzentrationen auszeichnete.

Der Einfluss des 16slichen TSP-1 fiel insgesamt gering aus. In der Zelllinie Panc-1 nahmen
der zellassoziierte und bei BxPC-3 der extrazelluldre PAI-2 signifikant zu. Interessanterweise
konnte eine signifikante Abnahme von PAI-2 im Zellextrakt von Capan-1 nach Stimulation

durch immobilisiertes TSP-1 beobachtet werden.

Als eine Funktion des intrazelluliren PAI-2 wird die Regulation der Zellapoptose
angenommen (183). Durchgefiihrte Vitalitdtskontrollen sowie Proteingehaltsmessungen
lieferten in der vorliegenden Untersuchung jedoch keine Hinweise auf eine Beeinflussung von
Zellwachstum und Apoptose durch verdnderte PAI-2-Expressionen. Genauere quantitative
Analysen (Apoptosemarker, Zellzyklusanalysen) konnen fiir weitere Untersuchungen

empfohlen werden.

Expression der Komponenten des PA-Systems unter der TSP-1-Matrix

Auch iiber den Einfluss von Matrix-inkorporiertem bzw. immobilisierten TSP-1 auf das PA-
System liegen noch keine veréffentlichten Studien vor. Es gibt jedoch Hinweise, dass beide
TSP-1-Formen iiber unterschiedliche biologische Eigenschaften verfiigen, die auf eine
verdanderte Konformation des Proteins zuriickfiihrbar sind. So fiihrte immobilisiertes, nicht
jedoch losliches TSP-1, zur Stimulation der Zelladhdsion und Migration von
Mammakarzinomzellen (29). In einer anderen Untersuchung an Endothelzellen forderte nur
das immobilisierte Protein iiber eine Interaktion mit den a3B1-Integrinen die Zellproliferation

und Angiogenese, wihrend 16sliches TSP-1 diese Prozesse hemmte (30).

Mit der vorliegenden Studie lieBen sich anhand parallel durchgefiihrter Matrix-Stimulationen
auch Unterschiede zwischen l6slichem und immobilisierten TSP-1 in Bezug auf die
Modulation des PA-Systems nachweisen.

Bei den Zelllinien HelLa und Panc-1 fithrten beide TSP-1-Stimulationen zu signifikanten
Verdnderungen der fibrinolytischen Aktivitdt; bei Capan-1 hingegen nahm die Aktivitdt nur

unter der Matrixstimulation zu.
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Eine gesteigerte Expression einzelner Faktoren des PA-Systems liel sich meist nur unter der
16slichen TSP-1-Stimulation beobachten. Eine Ausnahme bildete die Zelllinie PaCa-44, die
allein durch immobilisiertes TSP-1 zu erhohter uPA- und uPAR-Expression stimuliert wurde.
Das war jedoch kein spezifischer Effekt der TSP-1-Matrix, da gleichsinnige Verdnderungen
auch unter der FN-Matrix verzeichnet wurden.

Bemerkenswerterweise ist die Reduktion einzelner Komponenten ausschlieBlich unter der
TSP-1-Matrix nachweisbar. Besonders auffillig ist die starke und hochsignifikante Abnahme
der uPA-Expression im konditionierten Medium der Zelllinie Panc-1. Auch hier iibt FN, nicht
jedoch die unspezifische BSA-Matrix, einen vergleichbaren Einfluss aus. Weniger deutlich
sind hingegen die Reduktionen des uPAR bei AsPC-1 und des PAI-2 bei Capan-1 in den
jeweiligen Zellextrakten. Dariiber hinaus beeinflusste nur immobilisiertes TSP-1 die zelluldre
PAI-2-Expression der Zelllinien Capan-1 und PaCa-44. Letztere wurde jedoch auch durch die
unspezifische BSA-Matrix stimuliert.

Magliche Ursachen der unterschiedlichen TSP-1-Wirkung

Bei der Betrachtung der Untersuchungsergebnisse fillt auf, dass die Modulation des PA-
Systems, mit Ausnahme der PAI-1-Expression, unter den Zelllinien stark variiert.

Diese uneinheitliche Wirkung des TSP-1 wird durch andere Studien bestdtigt und ist
moglicherweise die zentrale Ursache fiir die kontroverse Datenlage und Bewertung des TPS-1

in der Tumorpathogenese.
Folgende Ursachen konnten hierfiir verantwortlich sein:

- TSP-1 kann, bedingt durch seine komplexe molekulare Struktur, mit unterschiedlichen
Rezeptoren auf der Zelloberfliche interagieren. Seine Wirkung ist somit eng mit dem
Rezeptorexpressionsmuster der Zellen verbunden.

Tumorzellen zeichnen sich hdufig durch eine verdnderte Rezeptorexpression aus (93, 138)
und selbst Zelllinien gleicher Tumorarten konnen hier deutliche Differenzen aufweisen. Die
Folge konnte eine unterschiedliche Reaktion der Tumorzellen auf TSP-1 sein (22, 29, 33).

- Die biologische Wirkung des TSP-1 wird durch seine Konformation mitbestimmt. Eine
Konformationsédnderung z. B. durch Immobilisierung des Proteins kann mitunter
entgegengesetzte Effekte auf Tumorzellen nach sich ziehen (29, 30). Auch in dieser Arbeit
lieB3 sich ein solcher Einfluss nachweisen.

- TSP-1 verfiigt tber zahlreiche intramolekulare kryptische Sequenzen, die durch

proteolytische Spaltung des Molekiils freigelegt und aktiv werden konnen. Spezifische
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Proteasen wiren demnach in der Lage, unterschiedlich aktive TSP-1-Fragmente zu
generieren. Beispielsweise konnten Taraboletti et al. in Abhéngigkeit dieser Fragmente
gegenteilige Effekte auf die Expression von MMPs, TIMPs sowie der Angiogenese
beobachten. Uber die Expression zelleigener spezifischer Proteasen wire somit eine
Modulation der biologischen Wirkung des TSP-1 denkbar (158).

- TSP-1 ist selbst in der Lage, die Funktion anderer aktiver Proteine zu modulieren. Uber
diesen Mechanismus werden indirekt viele Wirkungen des TSP-1 vermittelt. Das trifft auch
fiir das PA-System zu. Von zentraler Bedeutung ist hierbei TGF-f, auf den nachfolgend kurz

eingegangen werden soll.

Die Rolle des TGF-B in der Tumorpathogenese ist komplex und noch unvollstindig geklért.
Allgemein wird jedoch angenommen, dass dieser multipotente Wachstumsfaktor eine im
Frithstadium der Karzinomentwicklung tumorsuppressive, im spiteren Verlauf hingegen
tumorfordernde Wirkung ausiibt. Dieser biphasische Effekt wird auf einen Sensibilitétsverlust
der Tumorzellen gegentiber der wachstumshemmenden Wirkung des TGF-B sowie
Verdnderung des TGF-f3 -Signals auf Transkriptionsebene zuriickgefiihrt (46, 98).

Als eines der vielen Wirkungsmechanismen wird die Modulation des PA-Systems
angenommen. TSP-1 aktiviert latentes TGF-B und bildet aktive Komplexe mit diesem
Wachstumsfaktor (141, 143).

In zahlreichen Untersuchungen fiihrte TGF-B nach dessen Aktivierung durch TSP-1 zu
verstirkter Expression des uPAR, PAI-1 sowie Zunahme des zellassoziierten uPA. Eine
direkte Wirkung des TSP-1 auf das PA-System konnte in diesen Studien anhand Antikorper-
Untersuchungen ausgeschlossen werden (1-4, 10). Die Hohe des gesamten TGF-f
(aktiv/inaktiv) kann unter den Zelllinien deutliche Differenzen aufweisen (5). Das konnte
moglicherweise den unterschiedlichen Einfluss von TSP-1 auf die Expression der PA-
Komponenten in verschiedenen Zelllinien mit erkléren.

In einer anderen Studie mit TSP-1 produzierenden Mammakarzinomzellen lie8 sich jedoch

auch eine TGF-f unabhéngige Wirkung des TSP-1 auf das PA-System beobachten (5).

Aktivititsanalysen im Zusammenhang mit dem Expressionsmuster des PA-Systems

Allgemein fiel der Einfluss des TSP-1 auf die fibrinolytische Aktivitdte der untersuchten
Zelllinien relativ gering aus. Nur drei der sieben Zelllinien zeigten eine signifikante
Beeinflussung ihrer fibrinolytischen Aktivitdt. Dieses Ergebnis steht scheinbar im

Widerspruch zu den hédufig verdnderten Expressionsmustern des PA-Systems unter der TSP-
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1-Stimulation (s. Tabelle 5). Dariiber hinaus fillt es schwer, einen klaren Zusammenhang
zwischen der verdnderten fibrinolytischen Aktivitit und den verdnderten PA- und PAI-

Expressionsmustern zu erkennen.
Folgende Ursachen konnten hierfiir verantwortlich sein:

Die Messungen erfassen lediglich die zellassoziierten Aktivititen. Die im konditionierten
Medium enthaltenen 16slichen Komponenten wurden nicht in die Aktivitdtsanalysen
einbezogen. Eine verdnderte Konzentration 16slicher PA-Komponenten beeinflusst jedoch die
Plasminaktivitét der konditionierten Medien (1). Dariiber hinaus muss auch von einer direkten
und/oder indirekten Modulation (autokrin und parakrin) der zellassoziierten fibrinolytischen
Aktivitdit sowie der Zellmigration/Invasion durch hohe Konzentrationen loslicher PA-
Komponenten ausgegangen werden. Beispielsweise konnte suPAR freies uPA binden und
hieriiber seine Interaktion mit dem an der Zelloberfldche gebundenem uPAR reduzieren (48).
Freies uPA wiederum kann parakrin an benachbarte Zellen binden und die
Plasminaktivierung sowie Zellmigration fordern (118). Die Bedeutung des extrazelluldren
PAI-1 fiir die Plasminaktivitidt und Zellinvasion konnte ebenfalls anhand zahlreicher Studien

demonstriert werden (13 und 91).

Unberticksichtigt blieben auch die zelluldren Lokalisationen der analysierten Komponenten.
So ermdglicht die angewendete Methode keine Differenzierung zwischen intrazelluldrem und
zelloberflichengebundenem uPA. Entscheidend fiir die zellassoziierte fibrinolytische
Aktivitit ist jedoch ausschliefSlich die membrangebundene Form (48). Obwohl angenommen
wird, dass der zellassoziierte uPA als teilweise dquivalent zum rezeptorgebundenen uPA
betrachtet werden kann (10), ist eine primére intrazelluldre Anreicherung nicht mit Sicherheit
auszuschlieBen. Eine weiterfiihrende Untersuchung mittels Durchflusszytometrie konnte

hieriiber genauere Informationen liefern.

Verianderungen in der tPA-Expression blieben unberiicksichtigt.

tPA ist neben uPA der wichtigste physiologische PA, scheint jedoch im Prozess der
Tumorpathogenese nur eine vergleichsweise untergeordnete Rolle zu spielen. Gleichwohl gibt
es einige Studien, die tPA als zentralen PA beschreiben. Das trifft auch auf das

Pankreaskarzinom zu (19, 119).

Untersuchungen an Pankreaskarzinomzelllinien bestétigen die Expression des uPA in nahezu

allen Zelllinien. In einigen, meist gut differenzierten Zelllinien sind mitunter jedoch hohe

76



tPA-Konzentrationen nachweisbar und die Invasion dieser Zellen ldsst sich sowohl durch
uPA- als auch tPA-Antikorper signifikant hemmen (76, 119).

Widerspriichlicher sind die Daten in Bezug auf die tPA-Expression im
Pankreaskarzinomgewebe. In einer immunhistochemischen Studie von Takeuchi et al. waren
78% der Gewebeproben positiv fiir uPA und nur 8% fiir tPA (156). In einer anderen Studie
hingegen war tPA der vorrangig exprimierte Aktivator und uPA in nur 3 von 14 duktalen
Adenokarzinomen nachweisbar. Dieses Ergebnis veranlasste die Autoren, tPA als
spezifischen und wichtigsten PA im neoplastischen Prozess des Pankreaskarzinoms

anzuschen (119).

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Aktivitidtsanalysen unter Amilorideinfluss der
relative Anteil des tPA an der fibrinolytischen Aktivitdt untersucht. Dabei konnte bei allen
Zelllinien eine variable Reduktion der gemessenen Aktivititen beobachtet werden, was auf
eine, wenn auch unterschiedlich starke tPA-Expression schlieBen ldsst. Hohe tPA-Anteile
wurden in der Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 (>80%) sowie der Zervixkarzinomzelllinie
HeLa (>60%) verzeichnet, mit iiber 40% immer noch relativ hoch auch bei der Zelllinie Panc-
1.

Interessanterweise wurden die fibrinolytischen Aktivititen unter der TSP-1-Stimulation
primidr bei den Zelllinien mit hohem tPA-Anteil moduliert; ein Zusammenhang mit
verdnderter zellassoziierter uPA- und/oder uPAR-Expression lief} sich dabei nicht erkennen.
Moglicherweise wurde hier die tPA-Expression durch TSP moduliert. Eine sichere Aussage
ist jedoch wegen fehlender quantitativer tPA-Analysen nicht méglich.

Veroffentlichungen iiber den Einfluss des TSP-1 auf die tPA-Expression maligner Zellen

liegen derzeit nicht vor.

An dieser Stelle soll noch auf ein besonders auffilliges Untersuchungsergebnis eingegangen
werden. Bei der Zelllinie PaCa-44 wurde unter der TSP-1- bzw. FN-Matrix ein
hochsignifikanter Anstieg der uPA- und uPAR-Konzentration in den Zellextrakten
beobachtet, wihrend der PAI-1-Gehalt unveridndert blieb. Dennoch wurde die zellassoziierte
fibrinolytische Aktivitdt nicht signifikant beeinflusst. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch
zu anderen Studien, in denen zunehmende zellassoziierte uPAR- und uPA-Expressionen mit
hoheren Plasminaktivitdten assoziiert sind (5, 6, 48). Eine Erkldrung konnte hierfiir nicht

gefunden werden.
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5.3. Mogliche Bedeutung der Ergebnisse im Bezug auf die Tumorpathogenese

Im folgenden Abschnitt soll auf die mogliche pathophysiologische und klinische Bedeutung

der erhobenen Daten eingegangen werden.

Die Bedeutung des PA-Systems in der Tumorpathogenese ist heute unumstritten. Viele
Tumorzellen sind in vitro zur Synthese und Sekretion von uPA, tPA, uPAR, sowie PAI-1 und
-2 befdhigt (110, 112, 129, 157) und zahlreiche Studien belegen die zentrale Rolle dieser
Proteine im Prozess der Zellmigration und Tumorinvasion (52, 68, 119, 148). Weiterhin
zeigen Gewebeanalysen verschiedener invasiver Tumoren meist signifikant hohere
Konzentrationen einzelner oder mehrerer Komponenten des PA-Systems als im
korrespondierenden gesunden Gewebe (27, 119, 144, 156) sowie eine verstirkte lokale
Expression der Komponenten im Tumorrandbereich bzw. an der Tumorinvasionsfront (54,
58, 112, 126, 136, 157). Umfangreich belegt ist auch die Korrelation zwischen dem PA-
System sowie verschiedenen klinischen Parametern und Prognose. Erhohte uPA und/oder
uPAR und/oder PAI-1-Konzentrationen im Tumor korrelieren hdufig mit einem
fortgeschrittenerem Krankheitsstadium und schlechterer Prognose (56, 59, 62, 65, 77, 144),
eine zunehmende PAI-2-Expression hingegen ist (meist) mit einem positiveren

Krankheitsverlauf assoziiert (23, 156, 180).

Ebenfalls in die Tumorpathogenese involviert ist TSP-1. Die groe Anzahl komplexer und
widerspriichlicher Studienergebnisse fiithrte jedoch zu einer uneinheitlichen Beurteilung der
Funktion und Bedeutung des TSP-1 im Karzinom. So sprechen viele Autoren dem TSP-1
anti-angiogenetische/anti-tumorale Eigenschaften zu, wéhrend andere zu gegenteiligen
Ergebnissen kommen (60, 124, 135, 140, 153, 154). Als Ursache hierfiir werden zahlreiche
Faktoren verantwortlich gemacht (s. Kapitel 1.2.4).

Einer der moglichen pathogenetischen Mechanismen ist die Modulation des PA-Systems.
Diese kann indirekt {iber die Aktivierung des TGF-B geschehen (3, 4, 143), andere, TGF-f3
unabhingige Mechanismen sind jedoch wahrscheinlich (5). Denkbar wire beispielsweise eine
Modulation des PA-Systems tiber das av3-Integrin. TSP-1 interagiert auf unterschiedliche
Weise mit diesem Rezeptor (RGD-Sequenz und IAP) und vermittelt hieriiber neben der
Zelladhidsion auch die Invasion und Chemotaxis unterschiedlicher Zellen (57, 88 163). Die

Aktivierung dieses Vitronektinrezeptors ist in anderen Studien wiederum mit einem
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signifikanten Anstieg der uPAR- und PAI-1-Expression sowie verstirkter Zellinvasion
assoziiert (81).

Die Beeinflussung des PA-Systems konnte weitreichende pathophysiologische Konsequenzen
nach sich ziehen. Plasmin ist am Abbau der EZM beteiligt (7, 28, 90, 106), aktiviert andere
Proteasen (7, 103, 130) und spielt eine zentrale Rolle bei der Tumorzellinvasion und
Metastasierung (8, 91, 103). Auch in der (Tumor)Angiogenese ist die Serinprotease involviert
(116, 130). Neben der Regulierung der Plasminaktivitét beeinflussen uPA, uPAR sowie PAI-1
und -2 noch zahlreiche andere biologische Funktionen (20, 42).

Durch die vorliegende Arbeit wurde die Modulation des PA-Systems durch TSP-1 bestitigt.
Der Einfluss des Matrixmolekiils fiel jedoch unter den verwendeten Zelllinien uneinheitlich
aus. Bei zwei der sieben Zelllinien wurde die fibrinolytische Aktivitdt signifikant gesteigert
(HeLa und Capan-1, letztere jedoch nur unter der TSP-1-Matrix), bei einer weiteren hingegen
signifikant gehemmt (Panc-1). Alle anderen Zelllinien zeigten keine Verdnderung ihrer
fibrinolytischen Aktivitit.

Diese unterschiedliche Beeinflussung der Plasmingenerierung verschiedener Zelllinien ist
moglicherweise eine weitere Erkldrung fiir die diskrepante Rolle des TSP-1 in der
Tumorpathogenese. So konnte eine gesteigerte zellassoziierte Plasminaktivitidt die
Zellmigration und -invasion durch gezielte lokale Degradation der EZM fordern, wéhrend

eine abnehmende Aktivitidt mit einer Hemmung derselben verbunden wire (5, 91, 103).

Ebenfalls uneinheitlich prasentierte sich der Einfluss des TSP1 auf die meisten Komponenten
des PA-Systems. Auf die mogliche Bedeutung dieser Modulation soll nachfolgend néher

eingegangen werden.

uPA

Drei der fiinf analysierten Pankreaskarzinomzelllinien (BxPC-3, Capan-1, PaCa-44) zeigten
unter der TSP-1-Stimulierung (16sliches oder immobilisiertes TSP-1) eine starke Zunahme der
uPA-Konzentration in den jeweiligen Zellmedien (s. Tabelle 5).

Eine gesteigerte Sekretion des Aktivators konnte verschiedene Effekte in der
Tumorpathogenese haben. Uber die Bindung an den zellassoziierten uPAR nimmt die lokale
Plasmingenerierung an der Zelloberfliche zu (48). Hierbei ist auch eine parakrine Bindung
des uPA am Rezeptor angrenzender Zellen denkbar, woriiber die Zellinvasion und
Proliferation benachbarter (uPAR exprimierender) Tumorzellen, aber auch anderer Zellen

(z.B. Stromazellen, Endothelzellen) moduliert werden konnten (39, 118).
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Eine gegenseitige Beeinflussung der Zellen durch Expression unterschiedlicher Komponenten
des PA-Systems wurde inzwischen durch zahlreiche in vitro und vivo Tumorstudien bestétigt
(118, 145). Zudem werden einzelne Komponenten des PA-Systems hiufig verstirkt am
Tumorrand bzw. der Invasionsfront exprimiert (54, 126, 136, 157) und eine mogliche
Kooperation zwischen den Tumor- und Stromazellen (z.B. Fibroblasten, Entziindungszellen)
von vielen Autoren postuliert (39, 126).

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang auch die Kooperation zwischen den
Tumorzellen und Endothelzellen. Zum einen férdert von den Tumorzellen bereit gestelltes
uPA und PAI-1 die Endothelzellinvasion bzw. Angiogenese, zum anderen werden die

Endothelzellen zur eigenen Expression beider Faktoren stimuliert (12).

Unabhédngig von der Plasminaktivierung konnten verdnderte uPA-Konzentrationen auch

direkt die Tumorzelladhésion und Migration beeinflussen.
Folgende Mechanismen sind hierfiir verantwortlich:

- Eine Affinititsabnahme von PAI-1 zu VN durch Bindung des uPA an den Inhibitor.
Hierdurch werden Integrin- und uPAR-Bindungsstellen frei (42).

- Eine starke Affinitdtszunahme von uPAR zu VN durch Bindung des uPA an den Rezeptor
(43, 171).

- Eine chemotaktische Wirkung des uPA auf uPAR-exprimierende Zellen. Verantwortlich
hierfiir ist die Demaskierung eines chemotaktischen Epitops des uPAR, welches dann mit
FPFLI interagiert und zur Induktion intrazelluldarer Signale fiihrt (20, 110, 119).

- Eine laterale Assoziation des uPA/uPAR-Komplexes mit diversen Integrinen. Das kann zur
Aktivierung intrazelluldrer Kinasen fithren und die Interaktionen/Funktionen der Integrine
beeinflussen (7, 20, 113, 175). Neben der Zelladhdsion und Migration werden hieriiber auch

Zelldifferenzierung und Proliferation moduliert (53).

Somit konnte eine durch TSP-1 modulierte uPA-Expression unterschiedliche zellbiologische

Prozesse beeinflussen.

In der Tumorpathogenese scheint der gesteigerten Plasminaktivierung jedoch die grofite
Bedeutung zuzukommen. Hohe uPA- bzw. Plasminaktivititen fiihren zu einem verstdrkten
Matrixabbau und einer zunehmenden Zellmigration und -invasion (5, 6, 26, 103). Zudem sind
erhohte uPA-Expressionen in zahlreichen Studien mit einer verstdrkten Tumorprogression
und -angiogenese, erhohten Metastasierungsraten sowie schlechterer Prognose assoziiert (59,
62, 77, 144). Eine durch TSP-1 stimulierte uPA-Expression konnte demnach die

Tumorprogression zusétzlich verstirken.
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uPAR

Unterschiedlich fiel auch der Einfluss von TSP-1 auf die uPAR-Expression der Zellen aus.
Bei einer Zelllinie (PaCa-44) nahm der zellassoziierte uPAR unter der TSP-1-Matrix zu; bei
zwei weiteren Zelllinien (HeLa und BxPC-3) wurde unter dem l6slichen TSP-1 ein

signifikanter Anstieg des uPAR im konditionierten Medium verzeichnet.

Zunehmender zellassoziierter uPAR konnte auf vielfiltige Weise die Tumorprogression
beeinflussen.

Gemeinsam mit uPA bildet uPAR ein effizientes, zelloberflichenassoziiertes proteolytisches
System, welches durch gezielte, lokale Degradation der EZM eine zentrale Rolle in der
Tumorzellinvasion und Metastasierung einnimmt (8). In Studien von Albo et al. an
Tumorzellen fiihrte eine gesteigerte uPAR-Expression nach TSP-1- bzw. TGF-f-Stimulation
zur signifikanten Zunahme der Zellinvasion. Diese konnte durch Antikorper gegen uPA bzw.
uPAR oder durch Hemmung der Plasmingenerierung an der Zelloberflache gehemmt werden
(2,4,5).

Weiterhin moduliert uPAR {iber eine laterale Assoziation mit Integrinen zahlreiche Prozesse
wie Zelladhdsion, Migration und Proliferation (7, 20, 98, 113).

Diese, von der Plasmingenerierung unabhidngigen Funktionen des Rezeptors konnten
ebenfalls die Tumorprogression beeinflussen (20, 148, 150). Jedoch scheint, zumindest
bezliglich der zunehmenden Tumorzellinvasion nach TSP-1-Stimulierung, der durch
uPAR/uPA vermittelten Plasmingenerierung die grofite Bedeutung zuzukommen (5).

Ahnlich wie fiir uPA wurde eine erhohte uPAR-Konzentration in zahlreichen Studien mit
einer fortgeschrittenen Tumorentwicklung und schlechterer Gesamtiiberlebensrate assoziiert
(27, 56). Bei einigen Tumoren scheint uPAR auch mit dem Dysplasiegrad sowie
Tumorstadium zu korrelieren (17).

Einzelne Untersuchungen erzielten jedoch gegenteilige Resultate. Beispielsweise waren im
Ovarialkarzinom die uPAR-Expression im schlecht differenzierten Karzinom und
fortgeschrittenem Tumorstadium erniedrigt, hohe Konzentrationen des Rezeptors hingegen
mit einer lingeren Gesamtiiberlebenszeit der Patientinnen assoziiert (2). Dieser Effekt des
uPAR scheint jedoch tumorspezifischer Natur zu sein und ist moglicherweise auf die

vielseitigen Funktionen des Rezeptors zuriickzufiihren (2).

Eine erhohte suPAR-Expression wird in vielen Studien im Zusammenhang mit der

Tumorpathogenese beschrieben (98). Beziiglich deren Bedeutung liegen jedoch kontroverse
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Daten vor. In Untersuchungen an Ovarialkarzinompatientinnen korrelierten erhdhte suPAR-
Plasmakonzentrationen signifikant mit einer kiirzeren Gesamtiiberlebenszeit und im
Kolonkarzinom stellten sich erhéhte suPAR-Konzentrationen als ein negativer, unabhingiger
prognostischer Faktor heraus (146, 152).

In anderen Studien an Ovarial- und Mammakarzinomzelllinien fiihrten erhohte suPAR-
Konzentrationen (durch Supplementierung bzw. erhohter Synthese eines rekombinanten
suPAR nach Transfektion der Tumorzellen) hingegen zu einer starken Reduktion der
Tumorzellproliferation, der Plasminogenaktivierung/proteolytische Aktivitit in vitro sowie
zur signifikanten Hemmung des Tumorwachstums und Metastasierung in vivo (94). Die
Autoren fithren das auf eine durch Bindung des uPA an suPAR bedingte Reduktion der
uPA/uPAR-Interaktion auf der Zelloberfliche zuriick. Hierbei wirkt suPAR als eine Art
hochaffiner Kompetitor, der freie uPA bindet und hierdurch deren Zelloberflichenbindung
verhindert (94).

Neben der Eigenschaft des suPAR, freie uPA ,abzufangen®, beeinflusst dieser auch auf eine
direkte, uPA unabhingige Weise die Tumorprogression. Das wird auf eine Hemmung der
Signalaktivitdit des membrangebundenen uPAR zuriickgefiihrt, vermutlich {iber eine
kompetitive Verdrangung des uPA/uPAR-Komplexes von seinem Signal-Adaptor-Protein. Jo
et al. konnten iiber diesen Mechanismus in Abhéngigkeit der Zellart unterschiedliche Effekte
des suPAR nachweisen. Bei Tumorzellen mit potentem autokrinen uPA-uPAR-Signalsystem
fiihrte suPAR zu einer Reduktion der ERK-Aktivierung. Die ERK (Ras-extracellular signal-
regulated kinase) spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellproliferation, Migration
und Invasion. Bei fehlender uPAR-Expression hingegen wirkte suPAR als partieller Agonist
(mit schwacher intrinsischer Aktivitédt) und fiithrte zu einer Aktivierung dieser intrazelluldren
Kinase. Je nach Tumorzelle und suPAR-Sekretion wire somit wahlweise eine Inhibition oder
Forderung der Tumorprogression moglich (75).

Aufgrund der hdufig erhohten uPA und/oder uPAR-Expressionen in malignen Zellen (43,
148) muss jedoch von einer iiberwiegend hemmenden Wirkung des suPAR auf die
Tumorentwicklung ausgegangen werden.

Durch Modulation der suPAR-Konzentrationen konnte TSP-1 iiber die genannten

Mechanismen die Tumorpathogenese beeinflussen.
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PAI-1

Einheitlicher présentierte sich die Wirkung des TSP-1 in Bezug auf die PAI-1-Expression.
Unter dem l6slichen Matrixmolekiill wurde ein starker Anstieg des Inhibitors in allen
konditionierten Zellkulturmedien beobachtet. Meist waren auch die PAI-1-Konzentrationen

der Zellextrakte erhoht.

Die Expression des PAI-1 nimmt im malignen Tumorgewebe hdufig zu. Interessanterweise
sind erhohte PAI-1-Konzentrationen vielfach mit einer zunehmenden Aggressivitit der
Erkrankung sowie kiirzerer Uberlebenszeit assoziiert (17, 23, 59, 64, 121). Diese
Beobachtung schien lange Zeit im Widerspruch zur bekannten Funktion des PAI-1 als
zentraler Inhibitor der Plasminogenaktivatoren zu stehen (42).

Wenngleich die genauen Mechanismen der Beeinflussung von Tumorwachstum und -
ausbreitung durch PAI-1 noch spekulativer Natur sind, lieferten Untersuchungen der
vergangenen Jahren neue Erkenntnisse tiber die komplexen Abldufe der Tumorpathogenese
und die Funktionen des PAI-1.

Demnach stellt die fiir die Zellinvasion und -metastasierung erforderliche perizelluldre
Proteolyse einen rdumlich und zeitlich limitierten Prozess dar, der unkontrolliert zu einer
Hemmung der Tumorprogression fithren kann. So ist beispielsweise eine exzessive
Degradation der umliegenden Matrix mit einer reduzierten Tumorinvasion verbunden. Diese

wird auf einen zu starken Verlust der Zelladhdsion an die EZM zuriickgefiihrt (14).

Fiir die Regulation der extrazelluldren Proteolyse scheint PAI-1 essentiell zu sein. Hohe bzw.
zu niedrige Konzentrationen des Inhibitors fiihren gleichermaflen zu einer Hemmung der
Tumorprogression und Vaskularisation (13, 44).

Daneben scheint auch dessen Lokalisation/Expressionsort von Bedeutung zu sein. In
Untersuchungen von Bajou et al. erwies sich die PAI-1-Produktion durch die umliegenden
Stromazellen als besonders wichtig (14). Eine mangelnde Synthese des Inhibitors durch diese
Zellen fithrte zu einer Abnahme von Tumorwachstum/Invasion bzw. Angiogenese und liefl
sich auch durch erhohte PAI-1-Expressionen in den Tumorzellen nicht kompensieren (13,
14).

Immunhistochemische und mRNA-Untersuchungen an Tumorgeweben lassen jedoch keine
zellspezifische PAI-1-Expression erkennen. So wird der Inhibitor in einigen Tumoren primér
durch Stromazellen produziert (111, 136), wédhrend andere Studien die Tumorzellen bzw.

diverse Zellarten als Expressionsort des PAI-1 beschreiben (112, 166).
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Die Kontrolle der perizelluldaren Proteolyse wird als wichtigster Mechanismus in der
tumorprogressiven Wirkung des PAI-1 angesehen (13).

Dariiber hinaus konnte PAI-1 iiber seine - von seiner enzymatischen Aktivitidt unabhdngigen -
anti-adhdsiven Eigenschaften die Tumorprogression beeinflussen.

Folgende Mechanismen werden hierfiir verantwortlich gemacht:

- Eine kompetitive Hemmung der uPAR-Bindung an VN durch PAI-1. Das kann zur
Reduktion des Zelladhdsion sowie Zunahme der Motilitidt bestimmter Karzinomzellen fithren
(42, 151).

- Eine sterische Blockade der RGD-Sequenz der Somatomedin B Region durch Bindung des
PAI-1 an VN. Die Folgen konnen eine Inhibition der Integrinbindung sowie Abnahme der
Zellmigration sein (38, 43).

- Eine Interaktion des PAI-1 mit dem uPA/uPAR/Integrinkomplex an der Zelloberfldche.
Hiertiber wird die Zelladhésion an diverse Matrixmolekiile beeinflusst. Das geschieht durch
Inaktivierung der Integrine und anschlieBender (LRP-abhingiger) Internalisierung des
gesamten Komplexes. Wihrend der LRP-uPAR-Integrin-Komplex wieder an die
Zelloberflache gelangt, werden uPA und PAI-1 lysosomal degradiert. Ein moglicher
polarisierender Endozytosezyklus konnte die Zellmigration zusétzlich beeinflussen (7, 34, 38,
42).

Die komplexen Wirkungen des PAI-1 auf die Zellmigration/Invasion werden durch zahlreiche
weitere Faktoren beeinflusst. So spielen neben der Konzentration und Lokalisation des
Inhibitors auch das Expressionsmuster der Integrine, die Konzentrationen des uPA und uPAR

sowie die Zusammensetzung der EZM eine Rolle (7, 42, 43, 134, 150).

In Abhidngigkeit dieser Faktoren konnte die unter der TSP-1-Stimulation zunehmende PAI-1-
Expression einen unterschiedlichen Einfluss auf die Tumorprogression ausiiben. Hierbei
wiren sowohl tumorférdernde als auch hemmende Auswirkungen denkbar. In Anbetracht der
grolen Anzahl iibereinstimmender Studien, in denen eine erhohte PAI-1-Expression im
Primirtumor mit einer signifikanten @ Zunahme der Tumorprogression, des
Metastasierungsrisikos und einer kiirzeren Gesamtiiberlebensrate korreliert, muss jedoch

primér von einem tumorfoérdernden Effekt ausgegangen werden (23, 59, 65, 77, 112, 136).

An dieser Stelle soll auch noch einmal die Rolle des PAI-1 im Prozess der Tumorangiogenese
hervorgehoben werden. Gemeinsam mit anderen Komponenten des PA-Systems erwies sich
die Anwesenheit des Inhibitors als essentiell fiir eine effektive Angiogenese (12, 13). Als

Hauptursache wird auch hier die Regulation der Matrixdegradation angenommen (130). Die
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Tumorvaskularisation korreliert wiederum mit der Tumorprogression und Prognose (24, 80,
142).

Somit konnte TSP-1 iiber eine Modulation der PAI-1-Expression auch die Angiogenese
indirekt beeinflussen. Dies konnte moglicherweise eine weitere Ursache fiir die

widerspriichliche Wirkung des Matrixmolekiils beziiglich der Angiogenese darstellen.

PAI-2

Der Einfluss des TSP-1 auf die PAI-2-Expression fiel vergleichsweise gering und heterogen
aus. Bei drei Zelllinien stiegen die Konzentrationen von PAI-2 im konditionierten Medium
bzw. Zellextrakt signifikant an (BxPC-3, Panc-1 und PaCa-44), bei einer weiteren liel3 sich
hingegen eine deutliche Reduktion des Inhibitors im Zellextrakt beobachteten (Capan-1). Da
bei dieser Zelllinie aber keine BSA-Matrix verwendet wurde, ist eine unspezifische
Stimulation nicht mit Sicherheit auszuschlieen.

Bei zwei der sieben Zelllinien (MCF-7 und BxPC-3) wurden keine TSP-1-

Matrixstimulationen durchgefiihrt.

Verglichen mit PAI-1 sind Funktion und Auswirkungen von PAI-2 in der Tumorpathogenese
wenig erforscht. Gleichwohl deuten Studien auf eine Rolle des PAI-2 in der
Tumorpathogenese hin. Der Inhibitor wird von unterschiedlichen Tumorzellen exprimiert (76,
129, 156) und kann immunhistologisch bzw. mittels mRNA-Analysen in zahlreichen
Karzinomgeweben - meist verstirkt am Tumorrand und/oder Invasionsfront - in Tumorzellen
und/oder Stromazellen nachgewiesen werden (112, 136, 145, 156).

Im Gegensatz zum PAI-1 ist eine hohe PAI-2-Expression im Karzinom meist mit einem
geringeren Tumorwachstum, einer reduzierten Metastasierungshiufigkeit sowie besseren
Prognose korreliert (23, 97, 156, 180).

In einigen Studien jedoch wurden erhohte PAI-2-Konzentrationen mit einer kiirzeren
Gesamtiiberlebenszeit assoziiert. Moglicherweise ist das auf eine gewebespezifische Wirkung

des PAI-2 zuriickzufiihren (115, 117).

Fiir die Funktion des PAI-2 ist seine Lokalisation von Bedeutung.

Extrazelluldrer PAI-2 hemmt spezifisch uPA und tPA und beeinflusst hieriiber die
Matrixdegradation und Zellinvasion (84). Zudem ist die Bindung an den uPA/uPAR-Komplex
mit einer gesteigerten Clearance des uPA von der Zelloberflache verbunden (35).

Die genauen Funktionen des intrazelluldren PAI-2 sind im Detail noch nicht geklart.
Beschrieben werden u. a. eine Beeinflussung der Zellproliferation und -differenzierung (99,

181). Weiterhin werden eine anti-apoptotische Wirkung und ein moglicher Zusammenhang
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mit proliferativen Prozessen angenommen. So korreliert eine PAI-2-Uberexpression in
Keratinozyten signifikant mit einer reduzierten Apoptose sowie der Bildung von Papillomen,
und PAI-2 cDNA transfizierte Zervixkarzinomzellen (HeLa) weisen einen erhohten Schutz
vor dem apoptotischen Potential von TGF-a auf (45, 183). Wegen der bendtigten hohen
Konzentrationen ist die physiologische Relevanz jedoch umstritten (99). Anders konnte sich
die Situation in pathologischen Prozessen darstellen, die hiufig mit erhohter PAI-2-

Expression einhergehen (84).

Die durch TSP-1 modulierte PAI-2-Expression konnte demzufolge eine unterschiedliche
Wirkung auf die Tumorprogression ausiiben. Eine zunehmende Sekretion des PAI-2 konnte
zur verstirkten Hemmung der PA, einem reduzierten Matrixabbau sowie abnehmender
Zellinvasion und Metastasierung fithren (85, 108, 133). Ansteigende intrazelluldre PAI-2-
Konzentrationen kénnten dagegen tiber die Hemmung der Zellapoptose die Tumorprogression
fordern, wihrend eine Reduktion der intrazelluliren PAI-2-Konzentration mit einer
Hemmung derselben verbunden wire (183).

Die Wirkung des intrazelluldren PAI-2 ist moglicherweise eine Erklidrung fiir die in manchen
Studien beschriebene positive Korrelation zwischen hoher PAI-2-Konzentration und
schlechter Prognose (115, 117). Unterstiitzt wird diese Annahme durch eine Studie von
Shiomi et al., in der eine lokalisationsabhidngige Wirkung von PAI-2 nachgewiesen wurde.
Demnach war die PAI-2-Expression in Stromazellen eines Osophaguskarzinoms mit einer
guten Prognose assoziiert, wihrend die Expression in Tumorzellen mit einer schlechten

Prognose korreliert war (145).

Somit lésst sich auch fiir die durch TSP-1 modulierte Expression des PAI-2 keine generelle

Aussage beziiglich der Wirkung auf die Tumorprogression machen.
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6 Zusammenfassung

In den Prozessen der Tumorprogression, -invasion und -metastasierung ist die Degradation
der extrazelluldren Matrix von zentraler Bedeutung. Unter den an diesem Abbau beteiligten
proteolytischen Systemen kommt dem perizelluldren fibrinolytischen System bzw. PA-
System eine dominierende Stellung zu. Dieses komplexe System setzt sich aus mehreren,
miteinander interagierenden Komponenten zusammen, die durch zahlreiche unterschiedliche
Faktoren in ihrer Expression und Funktion moduliert und reguliert werden.

Gegenstand intensiver Forschung der vergangenen Jahre war weiterhin das Matrixmolekiil
TSP-1. Inzwischen ist sicher, dass TSP-1 nicht als inertes Matrixstrukturprotein angesehen
werden kann, sondern vielmehr das extrazellulire Milieu aktiv moduliert und zelluldre
Funktionen beeinflusst. Zudem konnten umfangreiche Untersuchungen belegen, dass TSP-1
und dessen Rezeptoren eine wichtige Rolle in vielen tumorpathologischen Prozessen
zukommt.

Unter den zahlreichen pathogenetischen Mechanismen ist in den letzten Jahren auch eine
Modulation des PA-Systems beschrieben worden. Systematische Daten zur Beeinflussung des
perizelluldren fibrinolytischen Systems durch TSP-1 an unterschiedlichen Zelllinien eines

Karzinoms lagen jedoch bisher nicht vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand fiinf verschiedener Pankreaskarzinomzelllinien und
zweier Vergleichszelllinien der Einfluss des 16slichen bzw. immobilisierten TSP-1 auf die
fibrinolytische Aktivitdt und die Expression und Sekretion von uPA, uPAR, PAI-1 und PAI-2
untersucht.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Der Einfluss von TSP-1 auf die perizellulédre fibrinolytische Aktivitdt fiel uneinheitlich aus.
Wiéhrend viele Zelllinien keine Verdnderungen ihrer fibrinolytischen Aktivitdt erkennen
lieBen, nahm diese bei anderen Zelllinien signifikant zu oder ab.

TSP-1 modulierte die Expression aller untersuchten Faktoren des PA-Systems. Jedoch
bestanden auch hier erhebliche Differenzen unter den Zelllinien. Auffallend war die starke
Zunahme der Expression und Sekretion von PAI-1 bei allen Zelllinien. Wesentlich geringer

und heterogener fiel dagegen die Modulation der anderen Faktoren aus.

Ein Zusammenhang zwischen der verdnderten Expression der untersuchten Faktoren und der

perizelluldren fibrinolytischen Aktivitét lie3 sich nicht erkennen.
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Es konnten unterschiedliche Wirkungen zwischen l6slichem bzw. immobilisierten TSP-1
nachgewiesen werden. Verdnderungen lieBen sich hdufig nur bei Anwendung einer der beiden
TSP-Formen beobachten. In einigen Proben fiihrte immobilisiertes TSP-1 auch zu einer

Abnahme einzelner Faktoren.

Die Untersuchungsergebnisse bestédtigen die modulierende Wirkung von TSP-1 auf das
perizellulére fibrinolytische System.

Zudem konnte erstmalig ein Einfluss von TSP-1 auf die PAI-2-Expression und den 16slichen
uPAR (suPAR) nachgewiesen sowie ein konformationsabhédngiger Effekt des Matrixproteins
auf die fibrinolytische Aktivitit bzw. das PA-System bestdtigt werden.

Wegen fehlender Zusammenhidnge zwischen verdnderter fibrinolytischer Aktivitit und
Expressionsmuster des PA-Systems miissen jedoch weitere Wirkungsmechanismen

angenommen werden.

Die komplexen Untersuchungsergebnisse reflektieren die multifunktionellen Strukturen und
Eigenschaften von TSP-1. Demnach koénnen in Abhingigkeit von den Tumorzelllinien und
der Konformation des Molekiils unterschiedliche, teilweise gegensitzliche Effekte auf das
PA-System auftreten. Diese fithren moglicherweise zu unterschiedlichen tumorbiologischen
Wirkungen, was eine weitere Erklarung fiir die widerspriichliche Bewertung des TSP-1 in der

Tumorpathogenese sein konnte.
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Thesen

Eines der wichtigen Charakteristika maligner Tumoren ist ihre Fahigkeit zur Invasion und
Metastasierung. Voraussetzung hierfiir ist eine gezielte und kontrollierte Degradation der
unmittelbar an den Tumorzellen angrenzenden extrazelluliren Matrix durch

proteolytische Enzyme.

Inzwischen sind eine Vielzahl von Proteasen und Proteasesystemen beschrieben worden,
die direkt oder indirekt in die Tumorpathogenese involviert sind. Unter diesen
proteolytischen Systemen kommt dem perizelluldren fibrinolytischen System eine

dominierende Stellung zu.

Zentrales Substrat des perizelluldren fibrinolytischen Systems ist das Plasminogen, dessen
Aktivierung zu und Aktivitdt als Plasmin durch zahlreiche Faktoren moduliert und
reguliert wird. Die wichtigsten unter ihnen sind tPA, uPA, uPAR und die beiden
Inhibitoren PAI-1 bzw. PAI-2. Zusammen genommen bilden sie das

Plasminogenaktivator-System (PA-System).

Expression und Funktion der Komponenten des PA-System unterliegen einem komplexen
Regulationsmechanismus, an dem viele Faktoren beteiligt sind. Einige Studien der
vergangenen Jahre weisen auch auf einen modulierenden Einfluss des Thrombospondin-1

(TSP-1) auf das PA-System hin.

Das Matrixprotein TSP-1 wird durch zahlreiche Zellarten synthetisiert und ist in
unterschiedlichen Geweben nachweisbar. Seine komplexe Struktur ermoglicht die
Interaktion mit einer Vielzahl von Bindungspartnern, wodurch das extrazelluldre Milieu

aktiv moduliert und zelluldre Funktionen beeinflusst werden.

Umfangreiche Studien der letzten Jahre weisen zudem auf eine Rolle des TSP-1 und
dessen Rezeptoren in tumorpathologischen Prozessen hin. Es wird angenommen, dass die
zeitliche und ridumliche Regulation der TSP- und dessen Rezeptor-Expression als
spezialisierte ~ Leistungen maligner Zellen und/oder dessen  Stromaanteils
Tumoreigenschaften wie Proliferation, Invasion, Angiogenese und Metastasierung
beeinflussen. Uber die Bedeutung des TSP-1 fiir die Tumorpathogenese liegen jedoch

kontroverse Studienergebnisse vor.
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Neuere Untersuchungen deuten auf eine Modulation des PA-Systems als eines der
pathogenetischen Bindeglieder zwischen der TSP-1-Expression und dessen Rezeptoren
im malignen Gewebe auf der einen und phénotypischen Tumoreigenschaften wie
Zellinvasion und Metastasierung auf der anderen Seite hin. Systematische Daten zur
Beeinflussung des perizelluldren fibrinolytischen Systems durch TSP-1 an

unterschiedlichen Zelllinien eines Karzinoms liegen jedoch derzeit nicht vor.

Zielsetzung der vorliegenden  Arbeit war es, anhand unterschiedlicher
Pankreaskarzinomzelllinien sowie zweier Vergleichszelllinien eine systematische
Untersuchung iiber den Einfluss des TSP-1 auf die perizelluldre fibrinolytische Aktivitit

und die Expression der Komponenten des PA-Systems durchzufiihren.

Die Untersuchungen beinhalteten Aktivitidtsanalysen sowie die Quantifizierung der
einzelnen Faktoren des PA-Systems unter dem Einfluss des loslichen bzw.
immobilisierten TSP-1. Diese Vorgehensweise wurde gewihlt, um einer mdglichen
konformationsabhéngigen Wirkung des TSP-1 Rechnung zu tragen. Weiterhin wurden
differenzierte Analysen von Zellextrakt und konditioniertem Medium durchgefiihrt, um
sekretorische Zellleistungen mitzuerfassen. Die parallele Verwendung eines zweiten
Matrixmolekiiles (Fibronektin) sowie einer unspezifischen BSA-Matrix sollte dem

Nachweis der TSP-1- Spezifitit dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die modulierenden Eigenschaften des TSP-1 auf das
perizelluldre fibrinolytische System bestétigt. Die Wirkung des TSP-1 war jedoch
uneinheitlich. Wéhrend die meisten Zelllinien unter TSP-1 keine verdnderte
fibrinolytische Aktivitdt aufwiesen, nahm diese bei einigen zu bzw. ab. Gleichfalls
heterogen stellte sich der Einfluss des TSP-1 auf die Expression der Komponenten des
PA-Systems dar. Eine Ausnahme bildete die meist deutliche Zunahme der PAI-1-

Expression unter dem Einfluss des TSP-1.

Anhand der durchgefiihrten Studie lieBen sich ferner unterschiedliche Effekte zwischen
loslichem  und  immobilisiertem  TSP-1 nachweisen.  Das  ldsst  eine
konformationsabhédngige Wirkung des TSP-1 nun auch im Bezug zur Modulation des PA-

Systems vermuten.
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13.

Expressionsmuster einzelner Faktoren lieB sich nicht erkennen. Das konnte auf andere,

durch TSP-1 beeinflussbare Mechanismen hindeuten.

Zusammengenommen weisen die Ergebnisse auf eine komplexe sowie heterogene
Wirkung des TSP-1 im Bezug zum PA-System hin. Hierbei scheinen Faktoren wie
Zellspezifitdit und Molekiilkonformation die Modulation des PA-Systems entscheidend
mit zu beeinflussen. Das konnte eine weitere Ursache fiir die kontroverse Studienlage
beziiglich der Wirkung des TSP-1 auf die Tumorpathogenese und dessen prognostische

Bedeutung darstellen.
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