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1 Einleitung

1.1 Zusammenfassung

Die Bildung von Blutgefalien ist unter anderem essentiell fur die Versorgung von
Tumorzellen. Dieser Prozess wird als Angiogenese bezeichnet. Er wird durch
angiogenetische und angiostatische Gene reguliert, welche verschiedene
Effektormolekuile beeinflussen. Eine ausgepragte Angiogenese geht haufig mit einem
aggressiveren Tumorwachstum einher, daher ist die Angiogenese seit Jahren ein
wichtiger Fokus in der Tumorforschung.

In der hier skizzierten Arbeit soll untersucht werden, ob Gene, die mit der Angiogenese
assoziiert sind, durch das hamostatische System reguliert werden. Hierzu wurden
Tumorzellkulturlinien verwendet, die aus chemisch induzierten Fibrosarkomen in
Doxycyclin-induzierbaren F2 hypomorphen Mausen (F2KD) und normalen B6
Wildtypmausen gewonnen wurden. Die Arbeit beinhaltet zunachst eine umfassende
Literaturrecherche, in welcher Kandidaten, welche sich in Bezug auf Angiogenese und
Thrombin als wissenschaftlich relevant erweisen, ermittelt wurden. Als Grundlage
dafur wurde ein bereits vorhandener Genexpressionsdatensatz verwendet, in
welchem F2KD Fibrosarkomzellen mit und ohne Doxycyclin behandelt wurden und mit
Zellen aus B6 Wildtyp Mausen mit und ohne Doxycyclinbehandlung miteinander
verglichen wurden. Gene, die spezifisch in F2KD Tumorlinien nach
Doxycyclinbehandlung reguliert werden, gelten als aussichtsreiche Kandidaten. Diese
Kandidaten wurden zusatzlich hinsichtlich ihres fold changes und statistischer Tests
gefiltert. Die so ermittelten Kandidatengene wurden anschlielend in einer
Literaturrecherche weiterfUhrend auf eine angiogenetische Assoziation hin beurteilt.
Vielversprechende Kandidatengene wurden anschlieRend mittels quantitativer RT-
PCR analysiert. Nach erfolgreicher Etablierung erfolgte mittels RT-PCR eine erneute
Analyse der RNA-Expression technischer Replikate, die dem urspringlichen
Datensatz zugrunde liegen. AnschlieRend erfolgte die Uberpriifung biologischer
Replikate. Hierzu wurden die Tumorzellinien jeweils mit und ohne Doxycyclin erneut

in Triplikaten ausgesat, die RNA isoliert, die RNA-Expression der Kandidatengene
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bestimmt und diese dann mit den Expressionsdaten der technischen Triplikate
verglichen. AnschlieBend wurde die RNA-Expression auf Proteinebene mittels
Westernblots fur ausgewahlte Kandidaten validiert.

Die abschlielende Auswertung der Ergebnisse auf RNA-Ebene und Proteinebene
bezieht sich auf mogliche thrombinabhangige Prozesse, welche einen Einfluss auf die
Tumorangiogenese nehmen. Die Auswertung der Versuche ergab, dass auf RNA-
Ebene Gene unter einer Depletion von Prothrombin in ihrer Expression verringert und
erhoht wurden. Dies gilt fur proangiogene und antiangiogene Gene. Dass unter einer
Depletion von Prothrombin sowohl proangiogene, also als antiangiogene Gene in ihrer
Expression reguliert wurden, gibt einen interessanten Ausblick auf mogliche
antiangiogene Eigenschaften von Thrombin, neben den proangiogen Eigenschaften
des Thrombins. Auf Proteinebene konnten bei ausgewahlten Kandidatengenen keine
Expressionsanderungen unter einer Depletion von Prothrombin ermittelt werden.
Weshalb der Fokus weiterfuhrender Arbeiten, basierend auf dem in dieser Arbeit
verwendeten Arbeitsmodell, auf die Ermittlung messbarer prothrombinabhangiger
Expressionsunterschiede auf Proteinebene gelegt werden sollte. Dabei kdnnen
zudem weitere Versuchsmodelle zur Ermittlung eines funktionellen Effekts genutzt

werden.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zu ermitteln, wie sich Gene, welche mit der
Tumorangiogenese assoziiert werden, unter einer Depletion von Prothrombin in ihrer
Expression verandern und ob diese Expressionsanderung auf RNA-Ebene und auf
Proteinebene messbar ist. Dadurch kann eine mogliche Rolle des Prothrombins Uber
die Hamostase hinaus im Hinblick auf dessen Regulation der Tumorangiogenese
untersucht werden und ob diese Regulation sich auf proangiogene, als auch

antiangiogene Prozesse auswirkt.
1.3 Fazit

Das Fazit dieser Arbeit ist, dass sich unter einer Depletion von Prothrombin Gene,

welche mit der Tumorangiogenese assoziert sind, in ihrer Expression verandern.
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Diese Expressionsanderung unter einer Depletion von Prothrombin betrifft sowohl
proangiogene als auch antiangiogene Gene. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlie3en, dass Prothrombin in komplexer Weise sowohl proangiogene als auch

antiangiogene Prozesse der Tumorangiogenese beeinflussen konnte.

1.4 Tumorangiogenese

Bei der Bildung von Neoplasien findet auch immer eine Neovaskularisation statt
(Folkman 1971, S. 1182). Der Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und der
damit einhergehenden Gefalbildung ist bereits frih erforscht worden (Feigin et al.
1958; Goodall et al. 1965). Die Neovaskularisation von Neoplasien ist jedoch im
Vergleich zu der, bei Verletzung oder Entzindung starker ausgepragt (Folkman 1971;
ALGIRE et al. 1954). Dass die Angiogenese bei verschiedenen physiologischen und
pathologischen Prozessen unterschiedlich ausgepragt ist, lasst auf unterschiedliche
Faktoren schlie3en, welche die Angiogenese beeinflussen (Hanahan und Folkman
1996).

Tumore senden anders als Transplantate keine Gefalle aus, um sich dem
GefalRsystem des Patienten anzuschlielRen, sondern mussen die Gefalde des Wirts zu
sich ,locken® (Folkman 1971). Tumore brauchen nur wenige Tage, um sich an das
GefalRsystem des Patienten anzuschlieRen (BAUER et al. 1956). Tumorzellen senden
Signale an nahegelegene Endothelzellen, wodurch diese von einen nichtproliferativen
Zustand in einen proliferativen wechseln und neue Gefalde gebildet werden (Folkman
1971). Zu den fruh erforschten Faktoren, welche die Angiogenese herbeiflhren,
gehoren die fibroblastischen Wachstumsfaktoren bFGF und FGF (Vlodavsky und
Christofori 1999; Friesel und Maciag 1995). Diese Wachstumsfaktoren haben eine
hohe Affinitat zu Heparin und werden bei der Angiogenese vermehrt gebildet. Studien
zeigen, dass FGF aullerdem mit dem proangiogenetischen vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) reagiert, wodurch die Tumorangiogense zusatzlich
verstarkt wird (Korc und Friesel 2009). VEGF ist ein ebenfalls fruh erforschter
sekretorischer angiogenetischer Faktor, welcher die vaskulare Permeabilitat erhoht
und ein sehr potenter Faktor ist (Senger et al. 1983; Brown et al. 1997). Im Laufe der
Jahrzehnte wurden noch viele weitere angiogenetische Faktoren erforscht.
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Sind Tumore hingegen nicht in der Lage, Neovaskularisation auszuldsen, wachsen
sie nicht Uber 2-3 mm hinaus (Folkman 1971; Folkman et al. 1963; Gimbrone et al.
1969). Die Starke der Neovaskularisation von Tumoren hangt von der Proliferation der
Endothelzellen ab. Dies ergibt sich aus der Beobachtung, dass Tumorzellen starker
wachsen, je naher sie sich in der Nahe von Gefallen befinden (Tannock 1968). Wenn
Tumorzellen keinen Zugang zu einem vaskularen System haben, nekrotisieren
und/oder apoptieren diese (Brem et al. 1976; Holmgren et al. 1995). Tumorwachstum
kann durch die Proliferationsrate von umliegenden Gefallen beeinflusst werden
(Tannock 1968). Die Dichte an GefalRen der Tumore hat einen diagnostischen
Stellenwert. Bei Brust- und Prostatakarzinomen beispielsweise ist eine hodhere
Gefalddichte der Tumore mit einer schlechteren Prognose verbunden (Weidner et al.
1993; Weidner et al. 1991).

1.5 Vaskulogenese und Angiogenese

Bestimmte fibroblastische Wachstumsfaktoren induzieren das paraaxiale und laterale
Plattenmesoderm zur Bildung von Angioblasten und hamatopoetischen Zellen. VEGF
wird vom Endoderm produziert, die Rezeptoren werden jedoch von mesoderm
abgeleiteten Angioblasten exprimiert (Risau 1997). Die Differenzierung von
Angioblasten setzt einen gewissen Schwellenwert von VEGF voraus (Carmeliet et al.
1996; Ferrara et al. 1996). Es wird davon ausgegangen, dass VEGF-R2 die
Differenzierung von Angioblasten initiiert und die Aktivitat der VEGF-Liganden fur das
Uberleben der Angioblasten sorgt (Risau 1997). Dass intraembryonale Angioblasten
vom splanchnopleurischen Mesoderm im Gegensatz zu Angioblasten vom
somatopleurischen Mesoderm haematopoetische Zellen produzieren konnen, weist
auf verschiedene Subtypen von Angioblasten hin (Pardanaud et al. 1996). Wahrend
ein Teil der Angioblasten Gefalle am Entstehungsort generiert, migriert ein anderer
Teil, um einen vaskularen Plexus zu bilden (Feinberg 1991). Die migrierten
Angioblasten adharieren und bilden Faden. Unter dem Faktor bFGF (Basis-
Fibroblasten-Wachstumsfaktor) wird die Spezifikation von Angioblasten iniziiert und
die Vaskulogenese der pluripotenten Stammzellen des Blastoderms induziert (Cox
und Poole 2000; Flamme et al. 1997).



Wenn der primare vaskulare Plexus geformt ist, konnen die neu gebildeten
Endothelzellen neue Kapillaren austreiben oder sich teilen und in einem de novo
Prozess der Angiogenese Kapillaren bilden. Es wird daher zwischen dem echten
Austreiben von Kapillaren aus bereits existierenden Gefallen und der nicht
austreibenden, sogenannten Angiogenese unterschieden (Risau 1997). Bei der
Angiogenese findet keine erneute Differenzierung endotheler Zellen statt, sondern
eine Neuorganisation bestehender vaskularer Gefalle, welche auf angiogentische
Faktoren, wie VEGF, TGF-3, PDGF und Ang-1 reagieren (Ribatti et al. 2015). In vitro
wurde Angiogenese das erste Mal von Folkmann und Haudenschild entdeckt
(Folkman und Haudenschild 1980). Organe aus dem Ektoderm wie die Glieder, das
Gehirn, die Nieren und der Thymus werden grofdtenteils durch Angiogense
vaskularisiert, bei welcher endothele Zellen aus der Umgebung angelockt werden. Im
Gegensatz dazu werden Organe des Mesoderms und Endoderms wie Herz, Lungen,
Pankreas und Leber aus einer Mischung aus Angiogenese und Vaskularisation, bei
welcher eine Ansammlung von Angioblasten die Vaskularisation einleitet,
vaskularisiert (Bar 1980; Pardanaud et al. 1989).

1.6 Gerinnung

Wenn Gefalde durch ein Trauma verletzt werden, stoppt die Hamostase die Blutung,
wahrend die normale Blutzirkulation weiterhin aufrechterhalten wird (Gale 2011). Die
Hamostase kann in 3 Mechanismen eingeteilt werden: Zunachst kommt es zu einer
Vasokonstriktion des betroffenen BlutgefalRes, darauf folgt die Bildung eines
temporaren Thrombozytenthrombus. AnschlieBend wird die plasmatische
Gerinnungskaskade aktiviert und mittels Fibrin wird ein Thrombus gebildet, der die
Wunde verschliel3t (LaPelusa und Dave 2021). Der weilRe Thrombus ist der reine
Plattchenthrombus. Der rote Thrombus reflektiet den durch Fibrinbildung
konsolidierten primaren (weif3en) Plattchenthrombus, in dessen Fibrinnetz sekundar
Erythrozyten hangen bleiben.

Die Hamostase wird in die primare und die sekundare Hamostase unterteilt. Beide
Mechanismen verlaufen gleichzeitig und sind miteinander verflochten. Fur die



Aufrechterhaltung der Hamostase wirken koagulative und antikoagulative
Mechanismen miteinander (Gale 2011).

1.6.1 Primare Hamostase

Der Mensch besitzt 150 bis 400 Millionen Thrombozyten pro Milliliter Blut, welche ca.
zehn Tage im Korper zirkulieren (Zucker-Franklin 1996). Die azellularen
Thrombozyten schnuren sich von den Megakaryozyten ab, welche dem Knochenmark
entstammen (Schulze und Shivdasani 2005). Unter physiologischen Bedingungen
aggregieren oder adharieren Thrombozyten nicht. Werden die Thrombozyten bei einer
Verletzung einer subendothelialen Matrix exponiert, adharieren diese und werden
aktiviert (Gale 2011). Die Aggregation der Thrombozyten wird durch die
Thrombozytenrezeptoren GPVI, GPIb/V/IX, allbf3, a2p1, PAR1 und PAR4, die
Thrombozyten-Agonisten  ADP, TXA2 und Serotonin, die adhasiven
Thrombozytenproteine VWF, P-Selectin, CD40L und Vitronectin und den adhasiven
Plasmaproteinen VWF, Fibrinogen und Fibronectin vermittelt (Gale 2011).

Die primare Hamostase startet mit dem Rezeptor GPIb-IX-V, welcher durch eine
Interaktion von GPIba und der A1 Domane vom Von-Willebrandt-Faktor an den Von-
Willebandt-Faktor bindet. Der Von-Willebrandt-Faktor wird von Megakaryozyten und
Endothelzellen sezerniert. Er liegt sowohl gelost im Plasma, als auch gebunden in der
subendothelialen Matrix vor (Ruggeri 2007; Gale 2011). Kollagen, welches ebenfalls
in der subendothelialen Matrix vorliegt und bei einer Verletzung des Gewebes dem
Blut exponiert wird, ist der Ligand des standig aktiven Rezeptors GPVI. Die
Rezeptoren GPVI und GPIb-IX-V sind fur die Adhasion der Thrombozyten an die
endotheliale Matrix zustandig (Gale 2011; Kehrel et al. 1998; Nieswandt et al. 2001).
Bei der Aktivierung der Thrombozyten findet eine Konformitatsanderung der auf der
Oberflache der Thrombozyten befindlichen Integrine allbB3, a2B1 und av33 statt,
wodurch diese sich an Liganden binden konnen (Gale 2011; Luo und Springer 2006;
Xiao et al. 2004).

Die Aktivierung weiterer Thrombozyten verlauft mittels der sogenannten Feedback-
Aktivierung. Sie wird durch Agonisten ausgeldst, welche von aktivierten Thrombozyten
G-Protein vermittelt ausgeschuttet werden. Serotonin wird beispielsweise von einer
dichten Granula sezerniert. An die Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 bindet der Agonist
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ADP, welcher von der Thrombozytengranula ausgeschuttet wird (Gale 2011; Mills
1996), wahrenddessen wird der Agonist Thromboxan A2 von aktivierten
Thrombozyten synthetisiert. Dieser bindet primar an den Thromboxan-Rezeptor und
zu geringeren Mal3e an andere prostaniode Rezeptoren (Hanasaki und Arita 1988).
Als weiterer wichtiger Faktor zur Aktivierung der Thrombozyten dient der Faktor
Thrombin, welcher die G-Protein-vermittelten Rezeptoren PAR1 und PAR4 spaltet.
Durch die Spaltung wird ein N-terminales Ende exponiert, welches den Rezeptor
aktiviert und durch Zellsignalisierungen zur Sekretion von Thrombozytengranula, zu
einer Aktivierung der Integrine und zum Umbau des Zytoskleletts fuhrt (Gale 2011;
Kahn et al. 1998; Vu et al. 1991b; Muller-Berghaus 2004).

Die Adhasion und Aggregation der aktivierten Thrombozyten wird durch
Thrombozyten-Thrombozyten-Verbindungen  zwischen  allbB3, welches an
Fibronektin, VWF, Fibronektin oder Vitronektin gebunden ist, und zwischen avf33,
welches an Vitronektin oder Thrombospondin gebunden ist, verstarkt. Durch die
Wechselwirkung von dem Integrin o281 und Kollagen wird die Haftung ans

subendotheliale Kollagen verstarkt (Gale 2011).

1.6.2 Sekundare Hamostase

Im Rahmen der sekundaren Hamostase wird die plasmatische Gerinnungskaskade
aktiviert, in der Fibrin durch Thrombin gebildet wird und zu einer Quervernetzung des
primaren Plattchenthrombus fuhrt. Zentraler Bestandteil der kaskadenartig
aufeinanderfolgenden Aktivierung von Gerinnungsfaktoren ist der Gewebefaktor.
Dieser Gewebefaktor ist ein Cofaktor der Serinprotease Vlla (Kirchhofer und
Nemerson 1996). Bei einer Verletzung der Gefalle aktiviert der Komplex aus dem
Gewebefaktor und dem Faktor Vlla die Faktoren X und IX, was als extrinsischer Weg
bezeichnet wird. Durch den Cofaktor Vllla aktiviert der Faktor [Xa ebenfalls Faktor X.
AnschlielRend aktiviert der Faktor Xa mittels des Cofaktors Va das Prothrombin,
welches nachfolgend Thrombin generiert (Gale 2011; Dahlback 2000).

Die Serinprotease Thrombin ist bei vielen Prozessen der Gerinnungskaskade beteiligt:
Thrombin spaltet Fibrinogen zu Fibrin, aktiviert die Thrombozyten mittels der Spaltung
von PAR1 und PAR4 (Protease-aktivierte Rezeptoren) und vermittelt einen positiven

Feedback-Mechanismus der Hamostase fur die Ausdehnung des Thrombus. Es
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aktiviert die Cofaktoren VIl und V und es aktiviert den Faktor XI, welcher anschlieend
den Faktor IX aktiviert (Gale 2011; Kahn et al. 1998; Lane et al. 2005; Bouma et al.
1998).

Zum Beenden der Kaskade bindet Thrombin an Thrombomodulin und aktiviert
dadurch das Protein C zum aktivierten Protein C (APC). Das aktivierte Protein C
spaltet und inaktiviert unter dem Cofaktor S die Cofaktoren Vllla und Va, wodurch die
Gerinnungskasde runterreguliert wird. Zusatzlich agiert Faktor V als Cofaktor fur das
aktivierte Protein C und Protein S und hemmt so die Gerinnungskaskade (Gale 2011;
Esmon und Owen 1981; Fulcher et al. 1984; Guinto und Esmon 1984; Cramer et al.
2010; Shen und Dahlback 1994; Walker 1980).

1.6.3 Fibrinolyse

Wahrend der Fibrinolyse wird der Thrombus, welcher wahrend der Wundheilung
entsteht, aufgelost. Zu Beginn der Fibrinolyse spaltet die Serinprotease Plasmin das
Fibrin. Plasmin wird unter dem gewebsspezifischen Plasminogenaktivator (t-PA) und
dem Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA) generiert. Der T-PA und das
Plasminogen binden an der Oberflache des Fibrins, welches durch die anschlieende
Ativierung des Plasminogens durch T-PA gespalten wird. Auch uPA aktiviert bei der
Anwesenheit von uPA-Rezeptoren das Plasminogen. (Hematology. Basic Principles
and Practice 1995; Gale 2011).
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Abbildung 1: Blutgerinnung

1.7 Thrombin

Entwicklungsgeschichtlich geht Thrombin aus den Komplementfaktoren C1r, C1s und
MASP2 hervor (Di Cera 2008; Krem und Di Cera 2001; Krem und Di Cera 2002). Es
wird davon ausgegangen, dass alle Vitamin-K-abhangigen Proteasen wie
beispielsweise die Faktoren der Gerinnungskaskaden Vlla, IXa und Xa und das
aktivierte Protein C, welches neben der negativen Regulation der Gerinnungskaskade
eine wichtige Funktion in Entzindungsreaktionen spielt, aus dem Thrombin
hervorgehen (Di Cera 2008; Krem und Di Cera 2001; Gailani und Broze 1991; Esmon
2003; Cohen 2002).



Die alllosterische Serinprotease Thrombin wird durch Na+ aktiviert und gilt als
Schlusselenzym der Hamostase (Di Cera 2008; Wells und Di Cera 1992; Di Cera
2003; Di Cera et al. 2007).

Neben der Hamostase und Thrombozytenaggregation wirkt es auf verschiedene
Zelltypen mitogen und sekretogen. Das in der Leber gebildete Thrombin wird in einer
inaktivierten zymogenen Form als das Glykoprotein Prothrombin sekretiert. Vom
Aufbau ahnelt das Thrombin dem pankreatischen Enzym Trypsin (Davie und Kulman
2006).

Thrombin aktiviert PARs (Coughlin 2000) und stimuliert Endothelzellen, welche
anschlieend Adhasionsmolekule sezernieren und Wachstumsfaktoren und Zytokine
produzieren (Colotta et al. 1994; Hattori et al. 1989; Daniel et al. 1986) (Davie und
Kulman 2006).

Prothrombin wird neben der Leber auch wahrend der Entwicklung und in
Rattengehirnen exprimiert (Di Cera 2008; Dihanich et al. 1991). Die Spaltung von
Osteopontin, welches eine wichtige Rolle bei chronischen Entzindungsreaktionen
und Durchblutungsstorungen spielt, sowie die Induzierung der Chemotaxis von
Monozyten und die Migration von Zellen durch die extrazellulare Matrix, welche wichtig
fur die Embryogenese und Tumormetastasen ist, sind weitere wichtige Funktionen des
Thrombins (Di Cera 2008; Scatena et al. 2007; Bar-Shavit et al. 1983).

Das aktivierte Thrombin wird von seinem inaktiven Vorlaufer Prothrombin im Blut
generiert, in welchem Thrombin sowohl pro-, als auch antikoagulant wirkt (Griffin
1995). Wahrend der Umwandlung von Fibrinogen in unlésliches Fibrin, bei der mithilfe
der Thrombozyten bei einer Verletzung die Wundheilung initiiert wird, wirkt Thrombin
als prokoagulativer Faktor (Di Cera 2008). Dieser Prozess wird durch die
Stabilisierung des Fibrins durch den Faktor XIII (Lorand et al. 1968), die Aktivierung
der Faktoren V,VII und XI (Mann 2003; Davie und Kulman 2006) und die Inhibition der
Fibrinolyse durch die Aktivierung von TAFI (Bajzar et al. 1996) zusatzlich unterstutzt
(Di Cera 2008).

Die Bindung von Thrombin an Thrombomodulin unterdrickt die Spaltung von
Fibrinogen und PAR1 durch Thrombin und erhoht auf der anderen Seite dessen
Spezifitat zugunsten des Protein C um das 1000-fache und wirkt dadurch
antikoalugant (Di Cera 2008). Durch spezifische Protein C Rezeptoren wird dieser
Prozess zusatzlich verstarkt (Esmon et al. 1999; Taylor et al. 2001). Thrombin wird mit
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der Hilfe von Heparin und dem thrombin-spezifischen heparinischen Cofaktor Il durch
den Serinproteaseinhibitor Antithrombin irreversibel inhibiert (Gettins 2002; Olson
2002; Tollefsen 2007).

Die Spaltung von PAR1 (Vu et al. 1991a), PARS (Ishihara et al. 1997; Sambrano et al.
2001) und PAR4 (Kahn et al. 1998; Xu et al. 1998; Nakanishi-Matsui et al. 2000) durch
Thrombin an einer bestimmten Stelle am extrazellularen N-terminalen Ende legt einen
neuen am N-terminalen Ende liegenden Liganden frei, welcher an den gespaltenen
Rezeptor bindet und diesen aktiviert (Di Cera 2008; Coughlin 2000). Bei geringen
Thrombinkonzentrationen fordert PAR1 die Thrombozytenaktivierung und -
aggregation. Wie bereits bei der primaren Hamostase beschrieben, vermittelt die
thrombotische Rolle von Thrombin im Blut und wird bei einer hohen
Enzymkonzentration von PAR4 unterstutzt (Coughlin 2000). Im Gegensatz dazu wird
bei der Maus ausschlief3lich durch PAR4 die Thrombozytenaktiverung vermittelt und
durch PARS bei geringen Thrombinkonzenrationen die Spaltung von PAR4 erleichtert
(Kahn et al. 1998; Nakanishi-Matsui et al. 2000). Durch die sowohl pro- als auch
antikoagulative Rolle des Thrombins nimmt es eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der Gerinnungskaskade ein (Di Cera 2008).

1.7.1 Thrombin Struktur

Aktivierte Proteasen der Blutgerinnung wie Thrombin haben eine chymotrysin-
ahnliche Proteinfaltung, bei der zwei sechsverseilte B-Fasser asymmetrisch an der
Schnittstelle der Reste der katalytischen Triade von H57,D102 und S195
zusammenkommen (Page und Di Cera 2008). Vom N-terminalen B-Fass mit der
nukleophilen Ser und dem Oxyanionloch, welche vom C-Terminus des [(-Fasses
generiert werden, stammen zwei Reste der Triade. Das Thrombin besteht aus zwei
Polypeptidketten. Die A-Kette hat 36 Reste und ist mit der B-Kette, welche 259 Reste
hat, Uber eine Disulfidbricke kovalent zwischen den Resten C1 und C122 verbunden
(Bode et al. 1992; Bode 2006).

Nach der Orientierung nach ,Bode“ (Bode et al. 1992) liegt die A-Kette im hinteren
Bereich des Molekuls, wahrenddessen die B-Kette, welche die aktive Seite des

Enzyms und die funktionellen Epitope beinhaltet, gegenuber der A-Kette vorne liegt
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(Di Cera 2008; Pineda et al. 2004). Obwohl die A-Kette lange als funktionsloses
Anhangsel des Prothrombins angesehen wurde, werden mittlerweile Mutationen der
A-Kette mit schweren Blutungen in Verbindung gebracht (Hageman et al. 1975;
DiBella et al. 1995; Akhavan et al. 1999; Akhavan et al. 2000; Lefkowitz et al. 2000;
Sun et al. 2000).

Die geladenen Reste der A-Kette gehen polare Verbindungen mit Partnern in der B-
Kette ein. Es wird davon ausgegangen, dass ein signifikanter Teil der negativ
geladenen Reste, welche Verbindungen im Bereich des C-Terminus, also in der Nahe
zu der Na+ Seite der B-Kette, die Na+ Bindung und die allosterische Transduktion
beeinflussen. Zusatzlich vermittelt die A-Kette einen ,Informationsfluss® zwischen der
Na+ Seite und der Rulckseite der aktiven Region, im Hinblick auf die
Substraterkennung und die Katalyse. Die A-Kette wird durch die lonenpaare D1a-K9
und R14d-E13 und das lonencluster R4-E8-D14-E14c stabilisiert. Storungen oder
Unterbrechungen dieser Verbidnungen wirken sich auch auf die Interaktionen mit der
B-Kette und deren Eigenschaften aus. So fuhrt zum Beispiel die Mutation des
Thrombins, bei der K9 nicht vorhanden ist, zu einer signifikanten Verringerung der
Gerinnung und Na+ Effekten (Cristofaro et al. 2004). Anderseits fuhren Stérungen der
Reste des lonenclusters R4-E8-D14-E14c zu  Einschrankungen  von
Thrombinfunktionen, aber auch der Reste der B-Kette (Di Cera 2008).

Bei der Aktivierung von Prothrombin wird dieses in die Kringle-Regionen 1&2 und
Thrombin gespalten (Mann 1976; Taneda et al. 1994). Das aktvierte Thrombin ist in
der Lage pKr -1 und -2 zu spalten (Shikamoto und Morita 1999). Im Bereich der
Angiogenese sind die Funktionen des pKr2 besonders interessant. So wirkt pKr2 in
LPS-behandelten Seren wahrend der bovinen kapillaren Endothelzellproliferation als
an angiogenener Inhibitor (Lee et al. 1998). Es wurde herausgefunden, dass eine
Behandlung mit pKr2 zu einer Suppression des Dbfg-Faktors induzierten
Endothelwachstums und Angiogenese in der chorioallantoischen Membran von
Huhnerembryonen fuhrt (Rhim et al. 1998). Des Weiteren fuhrt eine Behandlung mit
pKr2 zu einer Inhibition der Endothelzellproliferation und Angiogenese uber die
Inaktivierung des Cyclin D1 unnd CDK4 Komplex, die Induktion der ROS Produktion
und Hochregulierung nuklearer CDK Inhibitoren (Kim et al. 2005). Durch die Bindung
an Thrombin und der damit induzierten Konformitatsanderung der aktiven Seite, wird
die Gerinnungsaktivitat von Thrombin im Sinne der Fibrinbildung und
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Thrombozytenaggregation  verringert (Dasgupta und Thiagarajan  2007).
Rekombinantes humanes pKr2 inhibiert die Metastasen des B16F10 Melanoms durch
eine reduzierte Immunreaktivitat der Matrixmetalloproteasen 2 und 9 und der
Reduktion der Expression des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (Kim et al.
2006) (Leem et al. 2016).

1.7.2 Prothrombin Biosynthese

Die primare prepro-prothrombin Sequenz besteht aus einer Leitsequenz, einer y-
Carboxyglutaminsaure (Gla) Domane, bestehend aus ca. 40 Resten, zwei
Kringledomanen mit jeweils ca. 80 Resten und einer C-Terminus-Serienproteasen-
Domane. Bevor Prothrombin in Thrombin umgewandelt wird, finden verschiedene
posttranslative Modifikationen statt: Zunachst wird durch eine Signalpeptidase das
Signalpeptid vom Prepro-Prothrombin geldst und das entstandene Polypeptid in das
endoplasmatische Retikulum (ER) importiert. Die y-Glutamylcarboxylase modifiziert
im endoplasmatischen Retikulum anschlieBend das entstandene Prothrombin. Es
katalysiert die Vitamin-K-abhangige Umwandlung der 10 Gultamatreste zu vy-
Carboxyglutaminsaure mit ca. 40 Resten (Davie und Kulman 2006; Gettins 2002;
Nelsestuen et al. 1974; Stenflo et al. 1974; Wu et al. 1991; Foster et al. 1987).

Erst durch diese Modifikation ist die y-Carboxyglutaminsaure in der Lage mit Ca2+
lonen zu interagieren und eine Konformationsanderung einzugehen, welche fur die
Bindung an die Oberflache anionischer Phospholipide und die Oberflache aktivierter
Thrombozyten bei einer Gefallverletzung notwendig ist (Davie und Kulman 2006;
Hansson und Stenflo 2005). Bei der Umwandlung von den Glutamatresten zu y-
Carboxyglutaminsaure durch die y-Glutamylcarboxylase verwendet diese eine
reduzierte Form von Vitamin K (Vitamin K Hydroquion) als Cofaktor und oxidiert das
Vitamin K Hydroquion zu Vitamin K 2,3-Expoid (Donisi et al. 2009). Vitamin-K-Epoxid-
Reduktase und Vitamin-K-Reduktase reduzieren das Vitamin K 2,3-Expoid zurtck zu
Vitamin K Hydroquion. Beide Reduktasen werden durch Warfarin inhibiert (MacNicoll
et al. 1984; Fasco und Principe 1980; Cain et al. 1997).

Dieser sogenannte Vitamin K Zyklus verringert die Konzentration von funktionalem
carboxylierten Prothrombin im Blutplasma (Ren et al. 1977; Stenflo 1974).
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AnschlieRend entfernt eine furinahnliche Proproteinkonvertase das Propeptid, um den
N-Terminus des fertigen Zymogens zu generieren, wodurch das fertige Prothombin
ins Plasma sekretiert werden kann. Sowohl das menschliche, als auch das bovine
Prothrombin hat 3 N-terminale Kohlenhydratketten, von welchen eine in der
Serinproteasedomane und zwei in der ersten Kringledomane enthalten sind. Zwischen
den einzelnen Kohlenhydratketten des Thrombins und denen des bovinen wurden
verschiedene Unterschiede entdeckt (Stark et al. 2021; Mizuochi et al. 1981; Nilsson
et al. 1983).

Die mit dem menschlichen Thrombin verknupfte Kohlenhydratkette ist mit Asn53 des
menschlichen Thombins verbunden und ist ein Glykan des N-Acetyl-Glucosamid
Prototyps und ist zusammen mit Furose in 50% der Kohlenhydratketten enthalten
(Nilsson et al. 1983).

1.8 Thrombinabhangige Tumorangiogenese

Maligne Tumorerkrankungen gehen oft mit Storungen der plasmatischen Gerinnung
einher (Nash et al. 2001). Neben der Zirkulation von Fibrinopeptiden sind bei
Krebspatienten sowohl die Krebszellen als auch die Endothelzellen mit Faktoren
ausgestattet, welche perizellular die Bildung von Fibrin beglnstigen (Del Rosso et al.
2002; Rickles und Edwards 1983). Durch die hypoxieabhangige VEGF-induzierte
GefalRhyperpermeabilitat enthalt das Tumorstroma eine hohe Konzentration von
Fibrinogen und Prothrombin (Tsopanoglou und Maragoudakis 2004). Der in vielen
Tumorzellen gebildete Gewebefaktor (Faktor Ill) fuhrt zu der Aktivierung der
Blutgerinnung (Hillen 2000), welche zu einer Thrombinaktivierung fuhrt, welches die
perizellulare Ablagerung von Fibrin fordert (Tsopanoglou und Maragoudakis 2004).
Das Fibrin wiederum bildet durch eine provisorische Matrix eine gute Mdglichkeit fur
die Anlagerung und Invasion von Tumorzellen und unterstitzt ebenfalls die
Endothelzellen bei der Invasion des Tumors (Tsopanoglou und Maragoudakis 2004).
Es wird davon ausgegangen, dass Thrombin und dessen Rezeptoren auch bei der
Tumorprogression und dessen Wachstum eine wichtige Rolle spielen (Tsopanoglou
et al. 1993; Folkman 1985). Der weitverbreitete Thrombinrezeptor PAR-1 wird neben
Thrombin ebenfalls stark in Tumorzellen und Biopsieproben von Tumoren exprimiert
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(Even-Ram et al. 1998; Wojtukiewicz et al. 1995). Thrombin regt Tumorzellen zur
Freisetzung von VEGF an und sensibilisiert Endothelzellen gegenuber VEGF (Mohle
et al. 1997; Tsopanoglou und Maragoudakis 1999). Die Aktivierung von PAR-1 durch
Thrombin verstarkt unter statischen Konditionen die Adhasion von Tumorzellen an
Endothelzellen, die Subendotheliale Matrix, Fibronectin und den Von-Willebrand-
Faktor (Nierodzik et al. 1995; Wojtukiewicz et al. 1993; Klepfish et al. 1993). Unter
einer Stromungskonditionierung sorgt die thrombininduzierte Aktivierung von PAR-1
fur eine thrombozytenabhangige Melanomzelladhasion an Endothelzellen, welche
durch Oberflachenmolekule wie GPIlIb-llla und P-Selectin unterstutzt wird (Dardik et
al. 1998).

Dass Thrombin einen starken angiogenen Einfluss hat, wurde in Experimenten mit
chorioallantoischen Membranen und in vivo Matrigelsystemen gezeigt (Tsopanoglou
et al. 1993; Haralabopoulos et al. 1997). Neben der Vorrausetzung, dass die
katalytische Seite des Thrombins aktiv ist, ist das angiogene Potential des Thrombins
auch dosisabhangig (Tsopanoglou und Maragoudakis 2004). Weitere Experimente mit
chorioallantoischen Membranen zeigen, dass kleine Kapillaren und vaskulare Plexi
am starksten von der Anwesenheit von Thrombin beeinflusst werden (Dimitropoulou
et al. 1998). Es wird davon ausgegangen, dass die angiogenetische Aktivitat von
Thrombin rezeptorabhangig und fibrinunabhangig ist (Tsopanoglou und Maragoudakis
2004). Dieser Schluss begrundet sich unter anderem durch das y-Thrombin, welches
katalytisch aktiv proangiogen wirkt, jedoch keine Anionenbindungsseite fur Fibrin
besitzt und dadurch kein Fibrin bilden kann.

Wenn der Gewebsfaktor den Faktor VII aktiviert, wird die Gerinnungskaskade initiiert.
Durch eine extrazellulare Aktivierung von Faktor VIl durch den Gewebsfaktor wird aus
dem im Plasma zirkulierenden Prothrombin Thrombin gebildet (Zucker et al. 1998). Es
wird davon ausgegangen, dass eine Uberaktivierung des Gerinnungssystems, was
bei vielen Krebspatienten der Fall ist, zu einer erhdhten Thrombinproduktion fuhrt
(Rickles und Edwards 1983). Es wurde beobachtet, dass sowohl immobilisiertes, als
auch gelostes Thrombin reichlich in der Nahe von Tumoren vorliegt, und das
Tumorzellwachstum die Adhasion an Thrombozyten und Invasion begunstigt
(Nierodzik et al. 1992). Bei Entfernungen von Tumoren wurde im Gewebe neben

aktiviertem Thrombin auch eine Uberexpression von Thrombinrezeptoren festgestellt,
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was einen Zusammenhang von Thrombin und Tumorprogression zusatzlich herstellt
(Nierodzik et al. 1992; Even-Ram et al. 2001).

1.9 Fragestellung

Aufgrund der wichtigen Rolle des Prothrombins im Hinblick auf physiologische
Prozesse wie die Gerinnungskaskade und Angiogenese stellt sich die Frage, welche
Rolle Prothrombin auf die pathologische Angiogenese bei Tumoren einnimmt und ob
diese Rolle eindeutig in proangiogen oder antiangiogen einteilbar ist. Zunachst muss
dafur Uberpruft werden, ob Prothrombin die Expression von Genen, welche mit der
Tumorangiogenese assoziiert werden, beeinflusst.

Daher wird mit dem F2KD Modell, bei welchem die Prothrombinexpression mit Hilfe
einer sh-RNA durch Doxycyclin herunterreguliert, gearbeitet. Gene, die im
Zusammenhang mit Angiogenese stehen, werden im Hinblick auf ihre RNA- und
Proteinexpression in verschiedenen Modellen verglichen. So werden die
Expressionsdaten in F2KD-Zellen mit und ohne 10ug/ul Doxycyclinbehandlung mit
den Expressionsdaten von Black-6-Wildtyp-Mausen mit und ohne Doxycyclin
verglichen. Sollte die Expression nur in den F2KD-Zellen mit Doxycyclin signifikant, im
Vergleich zu den F2KD-Zellen ohne Doxycyclin und den Black-6-Wildtypmausen mit
und ohne Doxycyclin hoch- oder runterreguliert sein, wurde dies auf einen Einfluss
des Thrombins in der Angiogenese hindeuten. Die Arbeitshypothese dieser Arbeit ist,
dass Prothrombin sowohl einen proangiogenen, als auch einen antiangiogenen
Einfluss auf die Tumorangiogense nehmen kann. Diese Hypothese liele sich
bestatigen, wenn unter einem Knockdown von Prothrombin sowohl proangiogene als
auch antiangiogene Gene in ihrer Expression jeweils hoch- und runterreguliert

werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Zellkulturreagenzien

Name Hersteller Artikelnummer
Zell Medium CARLROTH 9007.1
ROTI®Cell DMEM

High Glucose

FBS Gibco™ 10270106
Fetal Bovine Serum, | (ThermoFisher

qualified SCIENTIFIC)

Pen Strep Gibco™ 15140122
Penicillin- (ThermoFisher

Streptomycin (10.000 | SCIENTIFIC)

U/ml)

DMSO Sigma-Aldrich (Merck) | 276855-100ML
Dimethyl sulfoxide

Doxycyclin Sigma-Aldrich (Merck) | D9891-5G
Doxycycline hyclate

DPBS Gibco™ 14040091
DPBS,calcium, (ThermoFisher

magnesium SCIENTIFIC)

Trypsin Sigma-Aldrich (Merck) | T4049-100ML
Trypsin-EDTA

solution

TriFast VWR Peqglab 30-2010
peqGOLD TriFast™
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2.2 RT-PCR Reagenzien

Glycogen Thermo Scientific™ | R0O551
Glycogen, RNA grade (ThermoFisher
SCIENTIFIC)
10xTurbo DNAse Buffer Thermo Scientific™ | AM8170G
(ThermoFisher
SCIENTIFIC)
OligodTs Thermo Scientific™ | SO132
Oligo(dT)18 Primer (ThermoFisher
SCIENTIFIC)
dNTPs Thermo Scientific™ | R0O181
(ThermoFisher
SCIENTIFIC)
0, 1M DTT Thermo Scientific™ | P2325
(ThermoFisher
SCIENTIFIC)
Ribolock Thermo Scientific™ | EO0381
RiboLock RNase Inhibitor | (ThermoFisher
SCIENTIFIC)
RevertAid H- Thermo Scientific™ | EP0452
RevertAid H Minus | (ThermoFisher
Reverse Transcriptase SCIENTIFIC)
Included: 5xRT-buffer
SYBR Green Biozym 331416XL
Biozym Blue S’Green
gPCR Kit
96 PCR Plate Holbrand | Sarstedt 721.979.102
Flach 210143
210143 Eppendorf 30.127.838
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J131120Q

2.3 Western Blot Reagenzien

Protein Assay Dye biorad 500-0006

Reagent Concentrate

2-Mercaptoethanol ROTH 4227 1
171170610

TEMED biorad 161-001

4x Laemmli Sample biorad 1610747

Buffer L004133B

PageRuler™ Prestained | ThermoFisher Scientific 26616

Protein Ladder, 10 bis 275697

180 kDa

TRIS ROTH 4855,3
166242558

Tweeen 20 ROTH 9127,2
31167207

NaCl ROTH 3957.2
4252334892
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HCL 37% SIGMA 258148-500ML
102414645
NaOH 40 % ROTH 4347 1
31162488
Glycin ROTH 3908.3
262187094
cOmplete Protease Roche 6538282001
Inhibitor, Ultra tablets, 31744600
EDTA free
Milchpulver ROTH T145.2
371306718
SDS Solution 20% biorad 161-0418
1610418
Rotiphorese Gel 30 ROTH 30291
(37,5:1) 39467337
Methanol >99% ROTH 8388.1
141307334
Sodium desoxycholate SIGMA 30970-25G
BCBF4834V
Triton X 100 ROTH 3051.2
311174627
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Ethanol vergallt >99,8% ROTH K928.3
201309766

Essigsaure ROTIPURAN | ROTH 3738.5

100%, p.a. 337262049

Ponceau S SIGMA P3504-10G
MKBF2200V

Amersham Hybond P Amersham 1060029

0,045 PVDF Blotting A29776927

membrane

ECL-Select Western Amersham RPN2235

Blotting detection 17425161

Reagent

2.4 Antikorper
HSPB1 Antikorper Santa-Cruz-Biotechnology sc-13132
MMP2 Antikorper Proteintech 10373-2-AP
2.5 Gerate

Art des Gerats Name Hersteller

Sterilbank Sterilbank HERAsafe Kendro
Labaratory Products

Autoklav

Brutschrank Brutschrank Binder

ChemiDoc ChemiDoc™MP Imaging | Bio-Rad

System Bio-Rad
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Mikroskop Leica Mikroskop DMIL
gPCR-Maschine Flexcycler Analytik Jena AG
Wasserbad Wasserbad Julabo SW23
Plattenzentrifuge Beckmann CS-15R | Beckmann

Centrifuge
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge | Eppendorf

5424R

2.6 Software

Verwendung Name

Graphen, Layout und Statistik GraphPad Prism 10
gPCR Analyse Bio-Rad CFX Maestro
RNA-Konzentrationsmessung NanoDrop

2.7 Verwendete Zellkulturlinien

Es wurden Zellen aus einem Fibrosarkom von F2-Knockdown-M&ausen, nachfolgend
als F2KD-Zellen bezeichnet, und Black-6 Wildtyp-Mausen, nachfolgend als B6-Zellen
bezeichnet, vewendet. Die Zellen wuchsen bei 37°C unter 5% CO2 in einem Medium
mit 89% Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM High Glucose, CARLROTH),
10% fetales Kalberserum (FBS, Qualified, Gibco, Thermofisher SCIENTIFIC) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Pen Strep, Gibco, Thermofisher SCIENTIFIC). Es wurden vier
Zellkuturen gefuhrt. Bei jeder Zellkultur wurden 500ul Medium mit 500 ul DMSO
versetzt. Bei den Zellkulturen mit Doxycyclin wurde das Doxycyclin 10ug/ul in DMSO
gelost. Die erste Zellkulturlinie enthielt F2KD-Zellen versetzt mit 10ug/ul Doxycyclin
pro ml Medium in DMSO gelost. Die zweite Zellkulturlinie enthielt F2KD-Zellen ohne

Zusatz von Doxycyclin. Die dritte Zellkulturlinie enthielt B6-Zellen versetzt mit 10ug/ul
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in DMSO gelost. Die vierte Zellkulturlinie enthielt B6-Zellen ohne Zusatz von
DoxycyclIn. Fur jede Zellkulturlienie wurden zu Beginn 1 Millionen Zellen jeweils als
Triplikate ausgesat, die Zellkutluren wurden 7 Tage kultiviert, bis sie geerntet wurden,

alle 24 Stunden wurden die Zellkulturen passagiert.

2.8 Primer

2.8.1 Primersequenzen

Gene Forward-Primer Reverse-Primer

Tir4 Sttcttctectgectgacaccd’ 5’catgccatgccttgtcttcad’
Col18a1 5’cctctaggctgcaggatcetc3d” 5’aggacatctctgccgtcaaa’3
Mmp2 5’aggaggagaaggctgtgttc’3 5"accggggtccattttcttct’3
Aggf1 5’ tggtaccattgtcaacggga’3 5’ ctttctatcgaggcggaggt'3
Rras 5’tttcaatgaggtgggcaage’3 5’cagctgctcaaatgcectcat’3
Arid2 5’tggtgcaatcccatcttcct’3 5’ttctcaagcetgcatgacgtg’3
Fktn 5’taagctgaccactcatgcca’3 5’acttgctgtaactctggect’3
Ddx5 5’attctagtgaccgagaccge’3 5’ccttgccaaatcagggtgtt’3
Dusp5 5’acagaccagcctatgaccag’3 | 5°cacggggatccacttgtagt'3
Fkrp 5’caccctcagcctgaaaccta’3 5’gagtttctgggctggtgttg 3
P2rx4 5’gttccattcaacgcgtetgt’3 5’aggtggtaatgttggggagg’3
Casp8 5’tggagaagaggaccatgctg’3 | 5°gtcacacagttccgecattt’3
C1galt1 5’gtctggagcetggtcggttat’3 5’cagcctcttctcgcaacaaa’3
Traf6 5’agatccagggctacgatgtg’3 5’ttgtcaactgggcacttgtg’3
Dicer1 5’atggaggcggagticagaaa’3 | 5" acgaaccaccaaattgcactt '3
Wdr43 5" aatagcagcgtcagttcect ‘3 5" ctaagcgacgaaacaggtgtc ‘3

23



Bmp6 5" actgtgtggtggggagtttt "3 5" aaccttcttctgaggcccac 3
Fkrp 5’caccctcagcctgaaaccta’3 5’gagtttctgggctggtgttg 3
Rasa1 5"aggccttgctcatctgttct’3 5"agccattctgccctacacaa’3
Hspb1 5’aggagctcacagtgaagacc 5’ccatgttcgtcctgectttc’3
Rtn4 5’agatccctgacagctgtattgt 5’accaaacaccactccagtct’3
Tgfb2 5’aggcagagttcagggtcttc’3 5’ctatcgatgtagcgcetgggt’3
Stk4 5’catcatgcagcagtgtgaca’3 5’agatacagaaccagccccac’3
Hoxa7 5agtttccgceatctaccectg’3 5’cttctccagttccagegtet’3
Mecp2 5°ggccgatetgctggaaagta’3 5’cctctecccagttaccgtgaa’3
Six1 5’gagggagaaacgggagcetg’3 | 5'tgcttgttggaggaggagtt'3
Myc 5’ccctagtgctgcatgagga’3 5tgcctcttctccacagacac’3
Slc1a5 5’ccctatcgattectgtgggg '3 5’tgaaccggctgatgtgtttg’3
Manf 5’atcaatgaggtgtcgaagcc’3 5’tttcacccggagcttcttca’3
Lclat1 5’gattagcagccgtcttgtgg '3 5’tgtccggtggttcatgatga’3
Pde3b 5’tctgggactgggacttgaag’3 5’ttgggtcaatcagcaggtct’3
Hk2 5’taccacacaccctacagcag’3 | 5'tgtctgtcacccttactcgg’3
Spred1 5’tcgatgacaagaagtttggcc’3 | 5’ctectecttcagectcagtt’3

2.9 F2KD Modell

Im Rahmen der Arbeit wurden induzierte RNAi-Mause verwendet. Bei den F2KD-
Zellen wird eine (sh)RNA, welche F2 ansteuert, unter dem tet-promotor H1-tetO
exprimiert. Ohne Doxycyclinbehandlung inhibitiert der tet-repressor (itetR) den H1-
tetO-promotor. Unter Doxycyclinbehandlung dissoziiert der tet-Repressor von dem tet-
Promotor, wodurch die shRNA exprimiert wird und ein Knockdown von F2 resultiert.
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So kommt es bei den verwendeten F2KD-Zellen in der Arbeit unter einer

Doxycyclinhandlung zu einer Depletion von Prothrombin.

2.10 Kandidatenauswahl

Als Grundlage fur Kandidatenauswahl, wurde ein bereits vorhandener
Genexpressionsdatensatz verwendet, in welchem F2KD Tumorzellen, mit und ohne
Doxycyclin behandelt, mit Zellen aus B6 Wildtyp Mausen mit und ohne
Doxycyclinbehandlung miteinander verglichen wurden. Aus diesem Datensatz wurden
Gene ausgewahlt, bei welchen die RNA-Expression bei F2KD Zellen mit
Doxycyclinbehandlung im Vergleich zu F2KD Zellen ohne Doxycyclin, B6 Wildtyp
Mausen mit Docycyclin und B6 Wildtyp Mausen ohne Doxycyclin signifikant erhoht
oder erniedrigt sind. Die Kriterien zur Filterung einer signifikanten Erhohung oder
Erniedrigung wurden uber den t-Test, kein Wechsel innerhalb der Kontrollgruppen um
+/- 10%, und eines Foldchanges von <0,5 und >2 durchgefuhrt. Diese gefilterten 573
Gene wurden weiterfuhrend unter Zuhilfenahme von angiogentischen Genontology-
Begriffen selektiert und auf 35 Gene reduziert. Anschliefiend wurde bei den Genen

eine Literaturrecherche durchgefuhrt.

2.11 Beschreibung der Datenbanken

2.11.1 Gene Ontology (GO)

Gene Ontology ist eine Ontologie, welche einen Wortschatz zur Beschreibung von
Genen und ihrer Produkte bereitstellt. Unter den Aspekten der molekularen Funktion,
der zellularen Komponente und der biologischen Prozesse konnen molekulare
Begriffe entsprechend benannt werden. Die Anmerkungen (,Annotations®), welche
den Genen und Genprodukten zugeordnet werden, werden auch als ,GO terms®
bezeichnet. Die Kandidatengene wurden mittels Gene Ontolgy auf eine Assoziation
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mit angiogenetischen Faktoren hin untersucht. Hatten Gene eine starke Assoziation

mit angiogenetischen Assoziationen wurden diese Gene weiterfuhrend untersucht.

2.11.2 STRING

STRING ist eine Datenbank, welche Interaktionen zwischen Proteinen zeigt. Bei
angezeigten Interaktionen handelt es sich um experimentell erwiesene
beziehungsweise prognostizierte Interaktionen. Die Kandidatengene wurden auf

Interaktionen untereinander und mit Thrombin hin untersucht.

2.11.3 PubMed

PubMed ist eine Datenbank, auf der wissenschaftliche Publikationen mit Schwerpunkt

auf Biomedizin und Lebenswissenschaft gesammelt vorliegen.

2.12 Zellkulturmethoden

2.12.1 Zellen auftauen

Material: DMEM-Medium, gefrorene Zellen in Kryorohrchen, Sterilbank,
Zellkulturflasche, Mikroskop.

Durchflhrung:

Zunachst wurde das DMEM aus dem 4°C Kuhlschrank ca. 30 Minuten im Wasserbad
bei ca. 37 °C aufgewarmt. Die eingefrorenen Zellen in Kryorohrchen wurden aus dem
-80°C Kuhlschrank geholt und im 37°C Wasserbad <1 Minute schwenkend vorsichtig
aufgetaut. Unter der Sterilbank wurden nun die Zellen und 5 ml Medium mit einer
Glaspipette in ein Falconrohrchen (15 ml) gegeben. Das Falconrohrchen wurde bei
300g (RCF) fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand im Falcon wurde abgesaugt
und das Pellet blieb bestehen. Es wurden neue 5 ml Medium hinzugegeben und
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resuspendiert. Eine grof3e Zellkulturflasche (T175) wurde mit den Angaben beschriftet:
Name, Datum, Name der Zelllinie und Zellzahl/Mischverhaltnis. Anschliel3end wurden
20 ml Medium bei einer groRen Flask und 10 ml Medium bei einer kleinen Flask
hinzugefugt. Das 5 ml Zell-Medium-Gemisch wured dazugegeben und leicht
geschwenkt. Unter dem Mikroskop konnten die Zellen nun beurteilt und/oder gezahit
werden. Die Zellkulturflasche wurde abschlie3end in den Inkubator bei 37 °C gestellt.

2.12.2 Zellzahlung

Die Zellzdhlung diente der Uberpriifung des Wachstums der Zellkulturen.

10ul Zellen wurden in einem Medium mit 40ul Trypanblau (den Ausschluss toter
Zellen) vermischt (Faktor 1:5). Aus dem Gemisch wurden 10ul zwischen eine Von-
Neubauer-Zellkammer und ihr fixiertes Deckglaschen gegeben und im Anschluss 4
groke Quadrate mit einem Volumen 10* ml ausgezahlt. Die Zellzahl wurde mit

folgender Formel berechnet:

ad * 3 x Zellen
Anzanhl Quadrate Verdlnnung Trypanblau * Kammerfaktor (—-)

Zellzahl im Medium =

* Volumen Medium (ml)

Eingesetzt:

Zellzahl im Medium = z *57*10.000 (%) * Volumen Medium (ml)

2.12.3 Zellen Passagieren
Material: DMEM-Medium, DPBS, Trypsin, Zellkultur in Zellkulturflasche.

Durchflhrung:

Das bei 4°C gekuhlte DPBS, DMEM und Trypsin wurden flr ca. eine halbe Stunde bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Der Arbeitsplatz wurde mit Ethanol gereinigt. Nach
einer halben Stunde Inkubation wurden die Zellen 3x mit DPBS gewaschen: Die
Zellkulturflasche wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und 10 ml DPBS wurden
hinzugefugt. Die Zellkulturflasche wurde anschliefend geschwenkt und das DPBS

abgesaugt. Neues DPBS wurde hinzugefugt und der Vorgang insgesamt dreimal
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wiederholt. Anschlielend wurden 2,5 ml Trypsin zu den Zellen hinzugefugt und far 5
Minuten in den Inkubator gestellt. In dieser Zeit wurden die neuen Zellkulturflaschen
beschriftet: Name, Datum, Name der Zelllinie, Zellzahl/Mischverhaltnis. Nach der
Inkubationszeit wurden 10 ml DMEM in die Originalzellkulturflasche gegeben, um das
Trypsin zu neutralisieren. Die nun sichtbaren Niederschlage wurden durch mehrfache
Resuspension mit der Pipette gelost. 1 ml der Zellsuspension wurden in die neue
Zellkulturflaschen gegeben und DMEM-Medium je nach der gewunschten
Verdunnung hinzugefugt. Die Zellen wurden nun unter dem Mikroskop beurteilt und
anschliel3end wurde die Zellkulturflasche in den Inkubator gestellt.

2.12.5. Zellen Pelletieren und Einfrieren im Kryorohrchen

Material: DMEM Medium + 10% FBS + 1% Penicillin/Streptomycin bei immortalisierten
Zellen, PBS, Trypsin, Zellkultur in Zellkulturflaschen, weitere leere Zellkulturflaschen,

Falconrohrchen.

Durchflhrung:

Das PBS und das Medium wurden aus dem 4°C Kuhlschrank im 37°C Wasserbad fur
ca. eine halbe Stunde erwarmt. In der Zeit wurde ein kleines Falconrohrchen
beschriftet. Das Trypsin wurde kurz vor Beginn ins 37°C Wasserbad gestellt. Die
Sterilbank wurde mit Ethanol gereinigt, zusatzlich auch alle Gerate, die benutzt
wurden und Gegenstande, die von aul3erhalb in die Sterilbank reingestellt wurden. Die
Zellkultur, die neuen Zellkulturflaschen, Medium und PBS wurden in die Sterilbank
gestellt. Das alte Medium wurde aus der Zellkulturflasche abgesaugt, ohne dabei die
Zellen in der Zellkulturflasche zu berthren. Die Zellen wurden mit 10 PBS gewaschen.
Das PBS wurde abgesaugt und neues wurde eingefullt. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt und jedesmal eine neue Glaspipette verwendet. AnschlieRend wurden 2,5
ml Trypsin in die Zellkulturflasche gegeben, diese wurde geschwenkt und
anschliel3end fur 5 Minuten in den Inkubator gestellt. Nachdem die Zellkulturflaschen
aus dem Inkubator geholt wurden, wurde seitlich an die Zellkulturflaschen geklopft,
um die Zellen zu l6sen. 10 ml Medium wurden eingefullt, wobei dabei am Zellrasen

entlang gespult wurde, um mdglichst viele Zellen abzulésen. Die Zellen im Medium
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wurden resuspendiert. Mit einer neuen Glaspipette wurde alles in einen 15 ml
Falconrohrchen gegeben. Dieser wurde bei 300g fur 3 Minuten ohne Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Falconréhrchen wurde bei -
80°C eingefroren. Alternativ wurde nach Absaugen des Uberstandes das entstandene
Pellet mit 1 ml Freezingmedium resuspendiert. Die Zellen im kalteresistenten Medium
wurden in ein Kryoréhrchen uberfuhrt und mithilfe eines Gefrierbehalters bei -80°C

eingefroren.

2.13 RNA Methodik

2.13.1 Primer-Generierung

Beim National Centre for Biotechnology Information (NCBI) sucht man unter “Gene”
nach dem Gen, fur welches man den Primer designen will. Bei “Organismus” gibt man
“‘Mus musculus” an und wahlt dann das entsprechende Gen aus. Anschliel3end geht
man auf “RefSeq RNA” und wahlt die verifizierte Sequenz. Danach klickt man auf
‘FASTA”, damit die mRNA-Sequenz angezeigt wird. Die mRNA-Sequenz wird bei
Primer3 eingefugt. Folgende Parameter werden bei Primer3 eingestellt:

Product Size Ranges: 75-150
Number to Return: 50

Max 3’ Stability: 9.0

Max Repeat Mispriming: 12.00
Max Template Mispriming: 12.00
Pair Max Repeat Mispriming: 24.00
Pair Max Template Mispriming: 24.00
Max Tm Difference: 1

Max Self Complementarity: 4

Max 3’ Self Complementarity: O
Max Poly-X: 2
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Die anderen Voreinstellungen werden Ubernommen.

Anschliellend wurden die Primer-Sequenzen bei UCSC In-Silico PCR eingeflgt, um
die gDNA Grol3e (Basenpaarprodukt) anzuzeigen und daran zu erkennen, ob es sich
um flankierende Exone handelt. Flankierende Exone sind notwendig, um eine
mogliche gDNA-Amplifikation zu vermeiden. Selbst wenn der Primer an die gDNA
bindet, ist ein Intron dazwischen. Daher ist es fur die Tag-Polymerase nicht moglich,
solch ein langes Produkt unter entsprechend eingestellten Bedingungen zu

amplifizieren.

2.13.2 RNA-Isolierung mit TriFast

Material: TriFast-Losung, Chloroform, Isopropanol, eiskaltes 75%iges Ethanol,
RNAse-freies Wasser, gestopfte Spitzen.

Homogenisierung:

Bei Gewebe:

1ml Trifast wurde pro 50-100 mg Gewebe zugegeben. Ein Power Homogenizer wurde
fur eine ausreichende Lyse verwendet. Die Probe sollte ein Volumen von uber 10%
des TriFasts nicht Uberschreiten.

Bei Zellen aus Monolayer:
1ml TriFast wurde pro 10 cm? Zellkultur draufgegeben.

Bei Zellsuspensionen:
Die Zellsuspensionen wurden zuvor zentrifugiert. Der Uberschuss wurde abgesaugt
und pro 5-10 x 108 Zellen wurden 1000 pl TriFast hinzugefiigt. Das TriFast mit den

gelosten Zellen wurde anschliel3end auf 1,5 ml oder 2 ml ,Eppis® verteilt.

Phasentrennung:
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Das 1,5 ml ,,Eppi“ wurde bei Raumtemperatur fur funf Minuten inkubiert. Anschlie3end
wurden pro 1000 ul Suspension 200 ul Chloroform hinzugefugt. Die Suspension wurde
kurz gevortext, bis die Phasentrennung weg war. Anschlieend wurde die Suspension
fur 3 bis 17 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend folgte die
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 12 000 g und 4°C. Anschliel3end bildeten sich 3
Phasen. Die oberste durchsichtige Phase enthalt die RNA, das folgende weildliche
Proteinaggregat bildet die Interphase. Die rotliche unterste Phase enthalt die DNA.
Vorsichtig wurde die oberste Phase abpipettiert, ohne die Interphase zu tangieren. Die

RNA wurde in ein 1,5 ml oder 2 ml ,Eppi“ gefullt.

RNA-Fallung:

In ein ,Eppi“ 1,5 ml oder 2 ml wurden 500 pl Isopropanol und 1 ul (20 ng) Glykogen
(RNA-Glykogen) vorgelegt. Die wassrige Phase wurde hinzugegeben, gevortext und
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde das Eppi bei 4°C
und 12 000 g fur 10 Minuten zentrifugiert.

Waschen:

Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 1 ml eiskaltem Ethanol
gewaschen. Um das Pellet zu I6sen, wurde das Ethanol auf und ab pipettiert.
Anschliellend wurde die Suspension bei 4 °C und 12 000g fur 10 Minuten zentrifugiert.
Das Ethanol wurde abpipettiert und der Waschvorgang wiederholt.

RNA-L6sung:
Der Ethanol-Uberstand wurde abpipettiert und 20 ul RNAse-freies Wasser wurde

hinzugefugt, in dem sich durch Auf- und Abpipettieren das Pellet I6ste. Das ,Eppi’
wurde geoffnet und bei 50°C und rpm fur 5 Minuten geschuttelt, bis das Ethanol

verdampft war.

2.13.3 Messung RNA-Konzentration

Durchfuhrung:
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Die RNA wurde auf Eis aufgetaut. Auf dem PC wurde das Programm ND1000 geoffnet
und auf “Nucleic Acid” geklickt. Der Hebel wurde geodffnet. Anschliel3end folgt die
Kalibrierung: 1 ul Wasser wurde auf die Auftragflache gegeben und der Hebel
geschlossen. ,RNA 40“ wurde eingestellt und auf ,OK" geklickt. Danach wurde der
Hebel gedffnet und das Wasser abgetupft. Nach der Saulenaufreinigung wurde 1 pl
AE auf die Flache gegeben. ,BLANK" wurde angeklickt und bei der Sample ID wurde
die Beschriftung eingefugt und das Sample abgetupft. Anschlieend wurde 1 ul der
RNA aufgetragen und ,Measure® geklickt. Das Ergebnis steht nun unten in ng/ul.
Abschlie3end klickt man oben auf ,Show Reports®, woraufhin sich eine Tabelle 6ffnet.
Die Reports wurden geodffnet, woraufhin man unter ,Save Reports® das Ergebnis
speichert.

2.13.4 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Zunachst wurde die RNA (pg/ul) mit so viel RNAse freiem H.0 versetzt, bis es
insgesamt 10pl ergab. Anschliefend wurden 1ul R6/0Oligo dT und 1ul 10mM dNTP’s
hinzugefugt. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei 65 °C inkubiert und anschliefend
einige Minuten auf Eis gelegt. Dem Gemisch wurden 4pl 5x-RT-Buffer, 2ul 0,1 DTT,
1ul Ribolock und 1ul 200 p/pl RT H- (H minus Reserve Transkriptase) hinzugefugt.
AnschlieRend wurde das Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, dann 50
Minuten bei 42°C inkubiert und abschlielfend 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Die am
Ende entstandenen 20 pl cDNA wurden im gewunschten Mischungsverhaltnis in
Wasser gelost.

2.13.5 quantitative PCR

Fur die qPCR wurde ein Mix aus S'Greens Blue, cDNA, Forward primer, Reverse
primer, H20 erstellt. Fur ein Plate im 96er-Well ergab sich dabei folgendes

Mischungsverhaltnis:

2x gPCR S’Green Blue 10,0 ul
Forward primer (10 uM) 0,8 ul
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Reverse primer (10 yM) 0,8 ul

cDNA 5,0 ul
Wasser 3,4 ul
Ingesamt 20,0 pl

Protkoll im qPCR-Gerat:

95°C 2 Minuten

95°C 5 Sekunden 35x Wiederholen

60°C 20 Wiederholungen bis Ende der Verlangerung
65-95°C Erhéhung um 0.5 °C

2.13.6 Verdlinnungsreihe

Eine Verdunnungsreihe ist notwendig, um die Effizienz des Primers zu Uberprufen. In
dieser Arbeit wurden Verdinnungen mit den Verhaltnissen 1/10, 1/100, 1/1000 und
1/10 000 der Primer verdunnt in H.O verwendet und mitels gPCR quantifiziert.

Nach der nachgewiesenen Effizienz des Primers wurden diese fur die Experimente

»1echnische Replikate“ und ,Biologische Replikate” verwendet.

2.13.7 Technische Replikate

Aus der RNA des originalen Expressionsdatensatzes wurde cDNA generiert.
Anschlieend wurde die cDNA im Verhaltnis 1:100 verdinnt und die Expression der

jeweiligen Gene mittels gPCR gemessen.

2.13.8 Biologische Replikate

In die Zellkultur wurden biologische Triplikate von F2KD Zellen aus Fibrosarkomen mit
und ohne Doxycyclinbehandlung und von B6 Wildtyp Mausen mit und ohne

Doxycyclinbehandlung gesat.
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FUr die Generierung der biologischen Triplikate wurden jeweils 1 Millionen F2KD
Zellen in drei T175 Zellkulturflaschen mit 10ug Dox gelost in 1yl DMSO pro mi
Medium, jeweils 1 Millionen F2KD Zellen in drei T175 Zellkulturflaschen mit 1ul DMSO
pro ml Medium, jeweils 1 Millionen B6 Zellen in drei T175 Zellkulturflaschen mit 10ug
Dox gel6st in 1ul DMSO pro ml Medium und jeweils 1 Millionen B6 Zellen in drei T175
Zellkulturflaschen mit 1ul DMSO pro ml Medium T175 Zellkulturflaschen gesat. Alle
24 Stunden wurden die Zellen passagiert und nach 7 Tagen wurde die RNA der Zellen
geerntet und mittels Tri-Fast isoliert. Aus der geernteten RNA wurde cDNA generiert,
1 zu 100 verdunnt und die Expression der Gene anschlieBend mittels qPCR

gemessen.

2.14 Proteinmethodik

2.14 .1 Proteinisolation

Die Zellen wurden dreimal mit DPBS+ gewaschen und anschlielend mit 2,5 ml
Trypsin fur 5 Minuten bei 37° inkubiert. AnschlieRend wurde Medium hinzugefugt und
die Zellen im Medium resuspendiert. Das Medium wurde bei 300g fur 5 Minuten
zentrifugiert, sodass sich ein Zellpellet bildete. Das Medium wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 2 ml RIPA Puffer gelost.

2.14.2 Bradford Assay

Beim Bradford Assay wird photometrisch die quantitative Menge an Proteinen
gemessen.

Fir den Standard wurden 2 pug/ul BSA in 1/20 RIPA geldst. Anschlie3end wurde sechs
Mal eine jeweils zweifache Verdunnung und ein Standard mit nur 1/20 verdinnten
RIPA hergestellt. 10 ul des Standards wurden jeweils in Triplikaten in einer 96-Loch-

Titerplatte hinzugefugt.
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Die Proben der in RIPA gelosten Proteine wurden 1 zu 20 mit Wasser verdunnt und
jeweils 10pl in Triplikaten der Platte hinzugeflgt. AnschlieBend wurden jedem
Standard und jeder Probe 200ul 1 zu 5 verdunntes Coomassie Brilliant Blue G250
hinzugefugt und funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurden die
Proben bei 595nm gemessen.

2.14.3 Berechnung Proteinkonzentration

Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde zunachst der Mittelwert der
Standards berechnet. Aus dem Mittelwert und den Verdunnungskoeffizienten wurde
eine Steigung und ein Achsenabschnitt berechnet. Anschlieend wurde die Steigung
mit dem photometrisch gemessenen Wert der Probe multipliziert. Das Ergebnis wurde
zu dem Wert des Achsenabschnittes addiert und das Ergebnis mit der Zahl der
Verdunnung (20) multipliziert. AnschlieRend wurde aus den Ergebnissen der Triplikate
der Proben jeweils ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert zeigte die Konzentration

der Proteinprobe in pg/ul an.

2.14 .4 \Western Blot

2.14.4 1 Gelvorbereitung

Das Gel setzt sich aus zwei Teilen zusammen: Aus einem oberen Teil, dem Sammel-
Gel, und einem unteren Teil, dem Trenn-Gel. In den vorliegenden Western Blots
wurden 15%tige Gele verwendet. Fur das Gel wurden 8ml 15%tiges Trenn-Gel und
6ml Sammel-Gel angemischt. Zunachst wurde das Trenn-Gel gegossen, welches bis
1cm unterhalb des Kammes aufgefullt wurde. AnschlieRend wurde die Kammer mit
4ml 100%igen Ethanol aufgefullt und 20 Minuten bei Raumtemperatur fur die
Polymerisation inkubiert. Daraufhin wurde das Ethanol mit einem Papiertaschentuch

entfernt, die Kammer mit 1X TGS Buffer gespult und das Sammel-Gel hinzugefugt. In
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das Sammel-Gel wurde der Kamm inseriert und anschlieRend 30 Minuten bis zum
Ausharten des Gels bei Raumtemperatur inkubiert.

2.14.4.2 Probenvorbereitung
Fur die Probenvorbereitung wird die Proteinkonzentration bestimmt. Anschlie3end

wurden 100ug Proteine geladen.

2.14.4.3 SDS-Page

Die Proben wurden 5 Minuten bei 95°C inkubiert, anschliel3end gevortext, zentrifugiert
und 2 Minuten auf Eis inkubiert. Das Ubertragungsgerat wurde mit 1x TGS Buffer
beflllt, Blasen wurden entfernt und die Taschen mit den Proben beflllt und beschriftet.
Das Gerat lief mit 25 mA pro Gel fur ca. 2 Stunden.

2.14.4.4 Ubertragung

Die PVDF-Membran wurde fur 2 Minuten in >99% Methanol inkubiert und
anschliefend im Blotting-Puffer erneut inkubiert. 6 Filterpapiere, welche die gleiche
GroRe wie die Membran haben, wurden ebenfalls im Blotting-Puffer inkubiert. Auf dem
Transfergerat wurden 3 Filterpapiere Ubereinandergelegt, anschlielend wurden die
Membran und das Gel auf die 3 Filterpapiere gelegt. AnschlieRend wurden erneut 3
Filterpapiere auf das Gel gelegt und der Deckel des Transfergerates geschlossen.
Das Gerat lief mit 1mA/cm2 fur eine Stunde.

2.14.4.5 Detektion

Nach dem Transfer wurde die Membran 3 Minuten in Milli-Q-Wasser gewaschen und
anschlielfend 5 Minuten in 10%igen Ponceau bei Raumtemperatur unter Bewegung
inkubiert. Die Membran wurde 5 Minuten in 10%tiger Essigsaure gewaschen, um die
gefarbten Proteine anzuzeigen. Die daraus resultierende Anfarbung der Proteine
wurde im Cemi-Doc mit der Einstellung ,colometric” gemessen. AnschlieRend wurde

die Membran erneut 3 Minuten in Milli-Q-Wasser gewaschen und daraufhin dreimal 5
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Minuten mit TBST gewaschen. Zur Proteindedektion wurde die Membran in 5%tiger
Milch in TBST gelost und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurde die Membran 5 Minuten mit TBST gewaschen und mit dem primaren Antikorper,
welcher in 5%tiger Milch in TBST gelost war, bei vier Grad Uber Nacht inkubiert. Nach
der Inkubation wurde die Membran viermal funf Minuten mit TBST gewaschen und fur
eine Stunde mit dem sekundaren Antikorper, geldst in 5%tiger Milch in TBST bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die Proteinbanden wurden anschlieRend im Chemi-Doc mittels der Signalldsung
(Mischverhaltnis eins zu eins) angezeigt.

Je nach primarem Antikorper wurden verschiedene Antikorperkonzentrationen und

sekundare Antikorper verwendet.
MMP2: Primare Antikdrperkonzentration 1:1000

Sekundarer Antikorper: Hase, Konzentration 1:10 000

Proteinladung im Western Blot: 25 ug

HSPB1: Primare Antikorperkonzentration: 1:250
Sekundarer Antikdrper: Maus, Konzentration 1:10 000

Proteinladung im Western Blot: 27,2 ng

3 Ergebnisse

Hauptziel dieser Arbeit ist es, einen moglichen Zusammenhang zwischen Thrombin
und der Tumorangiogenese zu zeigen. Dieser wurde auf RNA-Ebene und auf
Proteinebene untersucht. Dafur wurden zunachst zu untersuchende Kandidatengene
ausgewahlt. Um die Kandidatengene zu indentifizieren, wurde ein im Labor bereits
verfugbarer Genexpressionsdatensatz, im folgenden als Originalsequencing
Datensatz (RefSeq) bezeichnet, genutzt. Dieser Datensatz zeigt Fibrosarkomzellen
des Maustammes F2KD unter Zugabe von Doxycyclin, Fibrosarkomzellen des
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Maustammes F2KD ohne Zugabe von Doxycyclin und Fibrosarkomzellen von
Wildtypmausen des Maustammes B6 mit und ohne Zugabe von Doxycyclin. Es wurde
untersucht, ob es zu einer signifikanten Expressionanderung der Fibrosarkomzellen
des Maustammes F2KD unter Zugabe von Doxycyclin im Vergleich zu den anderen
drei Gruppen kommt. Gene, welche einen signifikanten Expressionunterschied
zeigten, wurden hinsichtlich ihrers Zusammengangs mit Thrombin und
Tumorangiogenese gefiltert. Die Literaturrecherche reduzierte die Anzahl der
Kandidatengene auf 35 Gene, welche als interesssante Kandidatengene zur
Untersuchung ihres Zusammenhanges der Tumorangiogenese und evtl
thrombinabhangigen Tumorangiogenese gelten.

Um die Kandidatengene hinsichtlich der Expression auf RNA-Ebene zu untersuchen,
wurden zunachst Primer generiert. Die Generierung der Primer und die Messung der
Expression auf RNA-Ebene mittels RT-PCR kann im Methodikteil nachgelesen
werden. Die Messung der Expression zwei ausgewahlter Kandidatengene auf
Proteinebene mittels Western Blot, kann ebenfalls dem Methodikteil entnommen
werden. Das fur die Experimente verwendete Material kann im Materialteil
nachgelesen werden.

Zunachst wurden die ausgewahlten Kandidatengene unterteilt.

3.1 Einteilung der Kandidatengene

Die folgende Tabelle zeigt die untersuchten Kandidatengene, basierend auf der
vorgenommenden Literaturrecherche, ob diese pro- oder antiangiogen auf die
Tumorangiogenese wirken, auf welchem Chromsom sie liegen, ob ein
Zusammenhang zu Thrombin besteht und wie sie im Zusammenhang mit der
Tumorangiogenese stehen. Dies umfasst wissenschaftliche Arbeiten, welche auf
Pubmed veroffentlicht wurden, ob Interaktionen zwischen den Kandidatengenen und
Thrombin bekannt sind oder ob die Kandidatengene die Tumorangiogenese positiv
(proangiogen) oder negativ (antiangiogen) beinflussen. Desweiteren wurden
Interaktionen zwischen den Kandidatengenen und Thrombin mittels STRING und
GENEONTOLOGY untersucht.
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Gen

Kurzbeschreibung

Chromosom

Tumoran
giogen

Zusammenhang
Thrombin

HSPB1

Das Gen ist fiir die angiogenetische Balance
zustandig (Lee et al. 2012), bei der
Tumorangiogenese steigt der Anteil an
I6slichem HSPB1 als Gegenreaktion zu dem
erhéhten VEGF (Lee et al. 2012).

7

+

MYC

Das Gen begiinstigt die Expression von
prooncogenen Genen wie MMP9 (Pello et
al. 2012; Liu et al. 2019),VEGF(Pello et al.
2012; Rapp et al. 2009; Chen et al. 2013) ,
HIF1a (Pello et al. 2012; Triner und Shah
2016), CCL9 (Kortlever et al. 2017) und
TAMs (Tumor-assoziierten Makrophagen)
(Lin et al. 2019; Murdoch et al. 2008;
Baeriswyl und Christofori 2009).

TGFB2

Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der
Zellproliferation und Angiogenese
(Jachimczak et al. 1993; Jachimczak et al.
1996). Tumorzellen werden durch eine
erhohte Expression von TGFB2
wachstumsstimuliert und es kommt zu einer
verstarkten Tumorproliferation (Friess et al.
1993; Bernstorff et al. 2001). Es inhibiert die
Immunzellaktivierung und
Antigenprasentation (Jachimczak et al.
1993).

AGGF1

Das Gen fordert die Endothelzellproliferation
und steht in positiver Korrelation mit dem
tumoralen VEGF und CD34+ (Wang et al.
2015).

ARID2

Das Gen spielt eine wichtige Rolle in der
Angiogenese, besonders bei der Migration
und Differenzierung (He et al. 2014). ARID2
gilt in der Tumorgenese als
Tumorsuppressor (Das et al. 2017;
Manceau et al. 2013; Hodis et al. 2012,
2012).

12

BMP6

Das Gen beeinflusst den VEGF-Signalweg,
wodurch die Proliferation von Krebszellen
gestort wird (Pulkkinen et al. 2021). BMP6
kann sowohl als Tumorsuppressor, oder als
Promotor der Tumorgenese wirken. Dies ist
von der Art des Tumors und der damit
verbundenen Veranderung im Signalweg
abhdngig (Seo et al. 2019; Katagiri und
Watabe 2016; Ehata et al. 2013; Garcia
Muro et al. 2021).

C1GALT1

Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der O-
Glykosylierung (Xia et al. 2004; Fu et al.
2008). Eine veranderte O-Glykosylierung
geht mit einer verstarkten
Tumorangiogenese einher (Pinho und Reis
2015; Apweiler et al. 1999; Wu et al. 2013).
Eine Uberexpression des Gens liegt bei
multiplen Tumorarten vor (Wu et al. 2013;
Sun et al. 2021; Lee et al. 2020).

unklar
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CASP8

Das Gen spielt eine wichtige Rolle wahrend
der extrinsischen Apoptose (Tisch et al.
2019). Bei schnell wachsenden Tumoren ist
CASP8 daher oft runterreguliert oder fehlt
komplett (Hopkins-Donaldson et al. 2000;
Teitz et al. 2001; Grotzer et al. 2000;
Shivapurkar et al. 2002; Ebinger et al. 2004;
Martinez et al. 2007). Eine Verringerung von
CASP8 geht in der Regel mit einer malignen
Transformation einher (Stupack 2013).

COL18A1

Das Genprodukt bildet das stark
antiangiogene Protein Endostatin, welches
die Tumorangiogenese und das
Tumorwachstum hemmt (O'Reilly et al.
1997).

21

DDX5

Das Gen fordert die Expression
endothelialer ~ Wachstumsfaktoren  und
fordert Uber den NFAT5-Signalweg die
Migration von Tumorzellen (Germann et al.
2012; Kahlina et al. 2004). DDX5 gilt als
wichtiger Regulator der Tumorgenese
(Nyamao et al. 2019).

17

DUSP5

Das Gen beeinflusst den Angiogenese-
Signalweg durch die Deaktivierung von ERK
(Liu et al. 2018b). Wird pERK nicht durch
DUSP5 phosphorilisiert, kommt es zu einer
unkontrollierten Angiogenese und Bildung
von  Tumoren. DUSP5  wirkt als
Tumorsuppressor (Liu et al. 2018b; Yan et
al. 2016; Boeckx et al. 2014).

10

FKRP

Das Gen ist an der posttranslationalen
Modifikation von Dystroglykanen beteiligt
(Kanagawa et al. 2016). Eine verringerte
Expression geht mit einer gestorten
Vaskulogenese einher und eine erhohte
Expression mit einer erhdhten Tumorgenese
(Wood et al. 2011; The Human Protein Atlas
2023).

19

unklar

FKTN

Das Gen ist an der Glykosylation von a-
Dystroglycan beteildigt und supprimiert die
Proliferation von Tumorzellen (Yamamoto et
al. 2008). Eine verringerte Expression von
FKTN geht mit einer pathologisch erhdhten
Vaskulogenese einher (Wood et al. 2011).

unklar

HK2

Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der
vermehrten Glykolyse in schnell
wachsenden Krebszellen(Latham et al.
2012; Bonuccelli et al. 2010; Baumann et al.
2009; Kato et al. 2005; Xu et al. 2002;
Martinez-Outschoorn et al. 2011). HK2
verstarkt unter anderem den Signalweg von
VEGF-A und p38-MAPK-Signalweg (Lu et
al. 2019).

HOXA7

Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der
Adhésion wahrend der Angiogenese (Chung
et al. 2009), dessen erhohte Expression in
Tumorzellen mit einer erhdhten
Tumorproliferation einhergeht (Wang et al.
2007; Li et al. 2019; Dang et al. 2021).

unklar
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DICER1

Das Gen agiert als haploinsuffizienter
Tumorsuppressor (Kumar et al. 2009). Ein
Knockdown von DICER1 fordert die
Tumorangiogenese, eine Uberexpression
fihrt zu einem verlangsamten Wachstum
der Tumorzellen (Hanna et al. 2017; Chen et
al. 2014).

14

LCLAT1

Das Gen aktiviert die 1-Acylglycerol-3-
Phosphat-O-Acyltransferase und ist unter
anderem in Kolon- und Lungenkarzinomen
hocreguliert (Kandasamy et al. 2020).
LCLAT1 moduliert die Expression von VEGF
(Kandasamy et al. 2020).

unklar

MANF

Das Gen fordert Angiogenese durch die
Hochregulierung von CD34+ und die
Aktivierung von VEGF (Gao et al. 2020).
Eine erhdhte Expression von MANF geht mit
einer erhdhten Tumorproliferation einher
(He et al. 2020; Yu et al. 2021).

MECP2

Das Gen reguliert Gber den MECP2/SIRT1
Weg angiogene Funktionen von
Endothelzellen und wirkt bei verschiedenen
Krebsarten als Onkogen (Volkmann et al.
2013; Zhao et al. 2017; Pan et al. 2019;
Guan et al. 2019; Wang et al. 2020).

X xq28

MMP2

Das Gen wirkt als Onkogen und férdert in
Tumoren unter anderem Uber den
VEGF/ERK1/2-Signalweg die
Tumorangiogenese (Tang et al. 2019, Liu et
al. 2018d, Huang et al. 2014; Wu et al. 2018;
Liu et al. 2018a, 2018a).

16

P2RX4

Das Gen spielt eine wichtige Rolle in der
durch extrazelluldre Vesikel induzierte
Angiogenese und Vaskulogenese in
Tumoren (Huo und Chen 2019). Eine
Uberexpression geht in der Regel mit einer
erhdhten Tumorproliferation einher (Palinski
et al. 2021).

12

unklar

PDE3B

Das Gen ist ein negativer Regulator der
Angiogenese, unter anderem durch die
Regulierung des CDC42 und PKA-
Signalweges (MacKeil et al. 2019).

11

PTGS2

Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der
Biosynthese von Prostaglandinen (Gately
und Li 2004). Die proangiogenen Effekte bei
der Tumorangiogenese resultieren aus der
Produktion von VEGF, die Induktion von
Matrixmetalloproteasen, Suppression von
Interleukin-12 und Aktivierung epidermaler
Wachstumsfaktoren (Gately und Li 2004;
Sakurai et al. 2011).

PTK2

Die Aktivierung des Gens geht mit der
Stimulierung von Wachstumsfaktoren und
Cytokinen einher (Giancotti und Ruoslahti
1999). PTK2, auch durch Stimulierung der
Faktioren VEGF und FGF2, aktiviert und
fordert die Sekretion von MMP2 und MMP9
(Giancotti und Ruoslahti 1999; Haskell et al.
2003).
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SLC1A5

Das Gen spielt eine wichtige Rolle beim
Glucose- und Energiestoffwechsel (Scalise
et al. 2020). Der metabolische Signalweg ist
wichtig fir das Uberleben von Tumorzellen.
In  Tumorzellen geht eine erhdhte
Expression von SLC1A5 mit einer erhdhten
Expression von VEGF-R2 einher, wodurch
SLC1A5 eine wichtige Rolle bei der
Tumorangiogenese zugesprochen  wird
(Bjersand et al. 2017).

19

RTN4

Das Gen fordert die Genexpression von
Zytokinen und Chemokinen, die im
Zusammenhang mit Angiogenese stehen
(Cai et al. 2018). Eine verringerte
Expression von RTN4 in Tumorzellen fiihrt
zu einer verringerten Tumorproliferation in
vitro und in vivo (Pathak et al. 2018).

SIX1

Das Gen fordert U(ber eine erhohte
Regulation von BEGF und VEGF-C neben
der Angiogenese, auch die Proliferation und
Metastasierung in Tumoren (Xu et al. 2017;
Kingsbury et al. 2019).

14

TRAF6

Das Gen wirkt bei der Tumorangiogenese
als proangiogener Faktor, indem es HIF-1a
erhoht, welches VEGF reguliert und somit
die Tumorangiogense fordert (Keith et al.
2011; Semenza 2003; Wilson und Hay
2011). TRAF6 spielt beim
entzindungsinduzierten Tumorwachtum
eine wichtige Rolle (Sun et al. 2013).

11

WDR43

Das Gen ist ein positiver Regulator der RNA-
Prozessierung und an der Morphogenese
der BlutgefaRe beteiligt (ZFIN 2023). Ein
Knockdown geht in vitro und in vivo mit einer
geringeren Tumorzellproliferation einher (Li
et al. 2021).

RASA1

Das Gen gilt als Schlusselprotein der
Angiogenese und wirkt unter anderem auf
die RAS/MAPK/RAF/MEK Signalwege ein
(Di Chen et al. 2019). RASA1 gilt als
Tumorsuppressor (Zhang et al. 2020b; Sung
et al. 2016).

RRAS

Das Gen agiert als Regulator bei der
vaskularen Differenzierung von BlutgefalRen
(Ehrhardt et al. 2002). RRAS inhibiert die
Tumorangiogenese durch die Verminderung
des VEGF-Signalweges in Endothelzellen
(Sawada et al. 2015).

19

SPRED1

Das Gen inhibiert die RAS/MAP- und den
RhoA-Signalwege und agiert daher als
Tumorsuppressor (Zhang et al. 2020a).
SPRED1 ist ein negativer Regulator von
VEGF3 in Endothelzellen. So fiihrt eine
erhohte Expression von SPRED1 zu einer
verminderten Angiogenese in Tumorzellen
(Taniguchi et al. 2007; Pitulescu und Adams
2014; Fish et al. 2008; Ji et al. 2016).

15

STK4

Das Gen spielt eine wichtige Rolle beim
Hippo-Signalweg, welcher durch die

20

42




Einschrankung von  Proliferation  und
Forderung von Apoptose die
Tumorsuppression fordert(Boopathy und
Hong 2019; Xu et al. 2013; Hoogeboom et
al. 2008; Wu et al. 2017).

TLR4 Das Gen spielt eine wichtige Rolle bei der | 9 - +
entzindungsinduzierten Angiogenese
(Satoh et al. 2008; Ehsan et al. 2013). Der
Signalweg starkt die Immunitat der Zellen
und wirkt inhibierend auf Tumorzellen
(Bauer et al. 2005).

UBIAD1 Das Gen wirkt Uber eNOS als |1 - +
kardiovaskulares Antioxidant und wirkt
inhibierend uUber den RAS/ERK Signalweg
auf das Zellwachstum (Xu et al. 2018;
McGarvey et al. 2001; Fredericks et al.
2013). In mehreren Karzinomen wirkt
UBIAD1 als Suppressorgen (Fredericks et
al. 2013; McGarvey et al. 2001; McGarvey et

al. 2003).
QTRT1 Das Gen entcodet fir eine katalysierende | 19 - -
Untereinheit der tRNA-

Guanintransglycosylasen, welche an der
tRNA-Modifikation fur bestimmte
Aminosauren beteiligt ist (Johannsson et al.
2018).

Tabelle 1 Einteilung der Kandidatengene

Housekeeper: Bei einem Housekeeper handelt es sich um eine Kontrolle, welche die
RNA-Ergebnisse aus der RT-PCR normalisiert. Durch die Normalisierung werden
experimentelle Variationen wie die Menge des Ausgangsmaterials, die RNA-
Extraktion und die Effizienz der reversen Transkriptase berucksichtigt. QTRT1 wurde
als Housekeeper ausgewahlt, da das Gen in dem vorliegenden Sequencing-
Datensatz (RefSeq) keine signifikanten Expressionsanderungen innerhalb der
verschiedenen Kontrollgruppen, also den experimentellen Bedingungen zeigt.

3.2 Ergebnisse RNA Experimente im Vergleich zum
Sequencing-Datensatz

Nach der Einteilung der Kandidatengene, wurden die Ergebnisse der RNA-
Experimente mittels RT-PCR mit den Ergebnissen aus dem Originalsequencing
Datensatz (RefSeq) verglichen. Es sollte ermittelt werden, ob die
Expressionsunterschiede aus dem Sequencing auf RNA-Ebene reproduzierbar sind.
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Expressionsunterschiede zwischen Gruppen der Wildtypmause B6 unter Zugabe von
Doxycyclin und der F2KD Mause unter Zugabe von Doxycyclin sind ein Hinweis, dass
die Expression der Gene uber Prothrombin reguliert sein konnte. Um die Signifikanz
der Ergebnisse zu erhohen, wurden fur die Messung auf RNA-Ebene sowohl
technische Replikate als auch biologische Replikate verwendet.

Vergleich der Expression von mit Angiogenese assoziierten Genen nach Depletion von
Prothrombin
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Kandidatengene
Abbildung 2 Vergleich der Expression mit Angiogenese assoziierter Gene nach Depletion von Prothrombin

In Abbildung 2 wurden die Werte aus den Expressionsmessungen der technischen und biologischen
Replikate (RT-PCR) gemittelt und mit dem Mittelwert der Expressionsmessungen aus dem
Originalsequencing Datensatz (RefSeq) verglichen. Die blauen Balken zeigen die Mittelwerte aus den
zwei RT-PCR Experimenten. Die grinen Balken zeigen den Mittelwert aus dem RefSeq. Die
Fehlerbalken zeigen die Mittelwertabweichung. Fiir die Berechnung der statistischen Signifikanz der
RT-PCR-Ergebnisse wurde der Students-T-Test herangezogen. Signifikante Anderungen sind wie folgt
hervorgehoben: *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. Nicht signifikant sind die Ergebnisse, welche mit
,ns“ gekennzeichnet sind.

Die Abbildung 2 zeigt die Expressionsunterschiede zwischen den Vergleichsgruppen
Sequencing B6+Dox, B6+Dox, Sequencing F2+Dox und F2+ Dox. Es wurden die
Daten aus dem Originalgenexpressions-Datenatz (RefSeq) und aus den technischen
und biologischen Replikaten verwendet.
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In der vergleichenden Analyse (Abbildung 2) wird deutlich, dass bei 24 von 35 Genen
die Ergebnisse aus dem RefSeq signifikant reproduzierbar sind. Bei 11 Genen sind
die Ergebnisse nicht signifikant reproduzierbar. Jedoch zeigt sich auch bei den nicht
signifikant reproduzierbaren Ergebnissen, wie beispielsweise bei den Genen
C1GALT1, CASP8, SLC1A5 und TRAF6 der gleiche Trend beziglichlich des
Expressionsverhaltens im Vergleich zu den Ergebnissen aus dem RefSeq. Die
Abbildung 2 zeigt, dass die Expressionsunterschiede der Gene unter einer Depletion
von Prothrombin unterschiedlich hoch sind. Schwankungen bei der Starke des
Expressionsunterschiedes, sieht man besonders bei den Genen TGFB2, RTN4,
RRAS, SLC1A5 und MECP2. Im Vergleich ist bei den Genen HSPB1, TLR4 und
AGGF1 ein grol3er Expressionsunterschied zu erkennen.

Da der Groliteil der Gene jedoch einen klaren Expressionsunterschied aufweist und
der Trend bei den oben genannten Genen, trotz geringerer Expressionsunterschieden
gleich ist, werden die Daten als valide interpretiert. So zeigt die Abbildung 2, dass die
Ergebnisse aus dem Originalgenexpressions-Datensatz reproduzierbar sind und eine
Anderung der Expression dieser Gene unter der Depletion von Prothrombin auf RNA-
Ebene stattfindet.

3.2.1 Einteilung der Kandidatengene anhand ihres
Expressionsverhaltens

Um die Kandidatengene anhand ihres Expressionsverhaltens bei einer Depletion von
Prothrombin zu studieren, wurden die Kandidatengene danach eingeteilt, ob sie bei
einer Depletion von Prothrombin erhdht oder vermindert exprimiert werden. Wie aus
Diagramm 2 zu entnehmen ist, fuhrt eine Depletion von Prothrombin bei einem

Groliteil der Kandidatengene zu einer verminderten Expression.
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Expressionsverhalten der Gene
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Abbildung 3 Expressionsverhalten der Gene

Im Diagramm wird auf der X-Achse die Expression der Kandidatengene in erhéhte und erniedrigte
Expression unterteilt. Mit Expression ist der erhohte oder erniedrigte CT-Wert der F2KD Zellen aus der
RT-PCR gemeint, welche mit Doxycyclin behandelt wurden, im Vergleich zu den F2KD Zellen, welche
nicht mit Doxycyclin behandelt wurden. Die Y-Achse stellt die Anzahl der Gene dar.

Die Abbildung 3 zeigt eine Aufteilung der 35 untersuchten Gene in erhohte und
verminderte Expression. Die Auswertung zeigt, dass 29 der 35 (82,9%) untersuchten
Gene der Fibrosarkomzellen unter einem Knockdown von Prothrombin vermindert
exprimiert werden. Zu einer erhohten Expression kommt es bei 6 der untersuchten
Gene (17,1%). Die Mehrzahl der untersuchten Gene scheint also nach Depletion von

Prothrombin vermindert exprimiert zu sein.

3.2.2 Einteilung der Kandidatengene anhand ihrer Angiogenitat

Wie  zuvor  beschrieben,  wurden 35 Kandidatengene aus dem
Genexpressionsdatensatz ~ ermittelt. Diese  zeigen einen signifikaten
Expressionsunterschied und werden auch in der Literatur mit der Tumorangiogenese
in Verbindung gebracht. In der folgenden Abbildung 4 wurden die Kandidatengene
anhand ihrer tumorangiogenen Eigenschaft unterteilt. Die Kandidatengene wurden in
proangiogen und antiangiogen unterteilt. Ob Gene als proangiogen oder antiangiogen
eingeteilt werden, wurde durch eine Literaturrecherche ermittelt. Die Ergebnisse
dieser Literaturrecherche konnen der Tabelle 1 entnommen werden. Aus der
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Abbildung 4 ist zu entnehmen, dass die Mehrzahl der Kandidatengene als proangion
gilt.

Anzahl proangiogener und antiangiogener Gene

30 0 Proangiogen
% @ Antiangiogen
(O]
=20 o
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Eigenschaften der Gene

Abbildung 4 Anzahl proangiogener und antiangiogener Gene

Im Diagramm werden die Kandidatengene in ihren Eigenschaften unterteilt. Als proangiogen gelten
Gene, welche einen proangiogenen Effekt auf die Tumorangiogenese haben. Als antiangion werde
Gene bezeichnet, welche einen antiangiogenen Effekt auf die Tumorangiogenese haben. Die Y-Achse
stellt die Anzahl proangiogener und antiangiogener Gene dar.

Die Abbildung 4 zeigt, dass von den 35 Kandidatengenen 20 (57,1%) der Gene als
proangiogen gelten. Als antiangiogen gelten 15 der 35 Gene (42,9%). Dies zeigt, dass
die Mehrheit der 35 Kandidatengene proangiogene Eigenschaften aufweist. Wenn
man die Ergebnisse aus den Abbildungen 2 und 3 miteinander vergleicht, zeigt sich,
dass die meisten Gene unabhangig davon, ob sie als proangiogen oder antiangiogen
gelten, unter einer Depletion von Prothrombin vermindert exprimiert werden. Dies ist
insofern interessant, da man eigentlich davon ausgehen wurde, dass antiangiogene
Gene, unter einer Depletion von Prothrombin, welchem proangiogene Eigenschaften
zugesprochen werden, eine erhohte Expression aufweisen. Im Folgenden werden
daher die einzelnen Gene in ihrem Expressionsverhalten im Zusammenhang mit ihren

proangiogenen oder antiangiogenen Eigenschaften unterteilt.
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3.2.3 Expressionsdaten der angiogenen Kandidatengene

Wie zuvor beschrieben, wurden die 35 Kandidatengene anhand einer
Literaturrecherche als proangiogen und antiangiogen eingeteilt. Als proangion werden
Gene bezeichnet, die sich positiv auf die Angiogenese in Tumoren auswirken. Als
antiangiogen gelten Gene, die einen negativen Einfluss auf die Tumorangiogenese
haben. Die Einteilung der Gene ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Die proangiogenen Gene, welche bei der Gesamtzahl der Gene, wie zuvor in der
Abbildung 4 dargestellt, mit 57,1% die Mehrheit der Kandidatengene ausmachen, sind
im Diagramm der Abbildung 5 anhand ihres Expressionsverhaltens aufgeteilt. Die
proangiogenen Gene wurden unterteilt, ob diese unter einer Depletion von
Prothrombin erhoht oder erniedrigt exprimiert werden. Dafur wurden die beiden
Vergleichsgruppen F2KD+Dox und B6+Dox ausgewahlt. Es wird die Expression
Gruppe F2KD+Dox im Verhaltnis zur Gruppe B6+Dox betrachtet.

Expression proangiogener Gene

ns = nicht
signifikant
*=p<0.05
§ 107 * " = p< 0.01
s wk = < 0,001
a 1
AN
L
c
O
& 0.1
C *
O
wn
% ns M Rk w * I ns ns ns
a 0.01 =
£ o Bl FoldChance
(qCD) F2KD+Dox/
5 0.001- B6+Dox
©
2
2
§ 000017 T T T T T T T T T T T T TT1
< R A AR LTI S N AN
O NV VTS RUON N LT

Kandidatengene

Abbildung 5 Expression proangiogener Gene
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In dem Diagramm werden auf der X-Achse die Kandidatengene, welche laut Literaturrecherche als
proangiogen gelten, dargestellt. Die Y-Achse zeigt anhand einer logarythmischen Skala den
FoldChange der Gruppen F2KD+Dox und B6+Dox. Die Balken zeigen die Mittelwerte aus den zwei RT-
PCR Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die Mittelwertabweichung. Fir die Berechnung der
statistischen Signifikanz der RT-PCR-Ergebnisse wurde der Students-T-Test herangezogen.
Signifikante Anderungen sind wie folgt hervorgehoben: *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. Nicht
signifikant sind die Ergebnisse, welche mit ,ns" gekennzeichnet sind.

Der Abbildung 5 ist zu entnehmen, dass 17 von 20 (85%) der proangiogenen Gene
unter einer Depletion von Prothrombin runterreguliert sind. Die drei Gene MANF,
MMP2 und TGFB2 sind unter einer Depletion von Prothrombin hochreguliert (15%).
Dass die proangiogene Gene MANF, MMP2 und TGFB2 bei einer verminderten
Prothrombinexpression im Tumorgewebe hochreguliert werden, macht sie zu
interessanten  Kandidaten. Durch die Annahme, dass eine erhohte
Prothrombinexpression mit einer erhdhten Tumorangiogenese einhergeht, wirde man
bei einer Depletion von Prothrombin von einer verminderten Expression ausgehen.
MANF fordert die Angiogenese durch die Hochregulierung von CD34+ und die
Aktivierung von VEGF (Gao et al. 2020). TGFB2 wird thrombinabhangig gespalten,
wirkt wachstumsstimulierend auf Tumorzellen und blockiert Antitumoraktivitaten, wie
die Antigenprasentation (Friess et al. 1993; Bernstorff et al. 2001; Jachimczak et al.
1993). MMP2 fordert in Tumoren auch durch Hypoxie induziert die Tumorangiogenese
uber den VEGF/ERK1/2-Signalweg (Tang et al. 2019, Liu et al. 2018d, Huang et al.
2014; Wu et al. 2018; Liu et al. 2018a, 2018a).

Bei den drei Genen MANF, MMP2 und TGFB2 ist bekannt, dass sie entweder
Thrombin- oder VEGF-abhangig reguliert werden. Gemeinsam haben die Gene
TGFB2 und MANF, dass sie beide Einflisse auf die Antigenprasentation nehmen. Der
Zusammenhang zwischen der Angiogenese und Entzindungsreaktionen ist ein stark

untersuchter Gegenstand in der aktuellen Forschung (Jeong et al. 2021).

3.2.4 Expressionsdaten der antiangiogenen Kandidatengene

Nachfolgend wurden in der Abbildung 6 die 15 Kandidatengene, welche laut
Literaturrecherche als antiangiogen eingeteilt sind (siehe Tabelle 1), anhand ihres
Expressionsverhaltens dargestellt. Die Expressionen der Gruppen F2KD2+Dox und
B6+Dox werden miteinander verglichen, wobei der Fokus auf der Gruppe F2KD+Dox
liegt, wie diese sich zu der Gruppe B6+Dox verhalt.
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Abbildung 6 Expression antiangiogener Gene

In dem Diagramm werden auf der X-Achse die Kandidatengene, welche laut Literaturrecherche als
antiangiogen gelten, dargestellt. Die Y-Achse zeigt anhand einer logarythmischen Skala den
FoldChange der Gruppen F2KD+Dox und B6+Dox. Die Balken zeigen die Mittelwerte aus den zwei RT-
PCR Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen die Mittelwertabweichung. Fir die Berechnung der
statistischen Signifikanz der RT-PCR-Ergebnisse wurde der Students-T-Test herangezogen.
Signifikante Anderungen sind wie folgt hervorgehoben: *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. Nicht
signifikant sind die Ergebnisse, welche mit ,ns" gekennzeichnet sind.

Bei den antiangiogenen Genen sind 12 von 15 Genen (80%) unter einer Depletion von
Prothrombin runterreguliert. Hochreguliert sind unter einer Depletion von Prothrombin
3 der 15 Gene (20%). Dass Thrombin proangiogen und antiangiogen auf die
Tumorangiogenese wirkt ist Gegenstand mehrerer Studien (Chan et al. 2003; Mohle
et al. 1997; Ma et al. 2001). Die Studienlage zu Prothrombin ist jedoch noch relativ
unklar. Dass antiangiogene Gene unter einer Depletion von Prothrombin hochreguliert
sind, unterstutzt die Annahme, dass sich Prothrombin proangiogen auf die
Tumorangiogenese auswirken konnte. Die Abbildung 6 zeigt jedoch, dass nur 20%
der Gene hochreguliert sind und 80% runterreguliert. Dass unter einer
Prothrombindepletion neben proangiogenen Genen auch antiangiogene Gene in ihrer
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Expression gemindert sind, ist ein Hinweis, dass Prothrombin sowohl auf pro- als als
auch antiangiogene Prozesse Einfluss hat.

Bei den antiangiogenen Genen, welche unter einer Depletion von Prothrombin erhoht
exprimiert werden, handelt es sich um die Gene COL18A1, HSPB1 und RRAS.

Der l6sliche Anteil von HSBP1 wird von Endothelzellen freigesetzt und steigt als
Gegenreaktion zu dem erhohten VEGF. VEGF steuert die Phosphorylierung von
intrazellularem HSPB1, wodurch es zu einer inhibierten Sekretion und Bindung an
Endothelzellen kommt. Ein erniedrigter HSPB1 Spiegel fordert die VEGF induzierte
Angiogenese (Lee et al. 2012).

Col18a1 codiert fur Endostatin, welches stark angiogenetisch wirkt und von
Blutplattchen als Antwort auf erhohte Thrombinexpressionen freigesetzt wird und
inhibiert VEGF (Sipola et al. 2009).

RRAS inhibiert die Tumorangiogenese durch die Vermindeurng des VEGF-
Signalweges in Endothelzellen (Sawada et al. 2015).

Gemeinsam haben die drei Gene COL18A1, HSPB1 und RRAS, dass alle die

Angiogenese Uber die Regulierung von VEGF vermindern konnen.

3.3 Ergebnisse Western Blots

Als nachstes wurden exemplarisch fur 2 der 35 Kandidatengene, die Gene MMP2 und
HSPB1 mittels Western Blot Uberpruft, ob sich die Regulation, welche auf RNA-Ebene
nachgewiesen wurde, auch auf Proteinebene stattfindet.

3.3.1 Expression MMP2 im Westernblot

Im Folgenden ist der Western Blot fur das Gen MMP2 dargestellt.
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Abbildung 7 Western Blot MMP2

Gezeigt sind 4 verschiedene Proteinladungen in einem Westernblot mit der dazugehérigen
Ladungskontrolle.

Es wurden F2KD-Fibrosarkomzellen bei einer Doxycyclinkonzentration von 10ug/ml im Vergleich zu
F2KD-Fibrosarkommzellen ohne Doxycyclinbehandlung, B6  Wildtypmause mit  10ul/ml
Doxycyclinbehandlung und ohne Doxycyclinbehandlung mitienander verglichen. Der vorliegende
Western Blot hat eine primare Antikérperverdinnung des Gens MMP2 von 1:1000 und einer
sekundaren Antikdrperverdinnung von 1:10 000. Unter den Banden ist die Ladungskontrolle mittels
einer Ponceaufarbung dargestellt. Sie soll eine gleichmaRige Proteinladung zeigen.

Der vorliegende Western Blot zeigt einen Nachweis des Proteins MMP2. Es wurden 4
Proteinladungen vorgenommen. Bei den untersuchen Zellen handelt es um F2KD-
Fibrosarkomzellen mit einer Doxycyclinkonzentration von 10ug/ml im Vergleich zu
F2KD-Fibrosarkommzellen ohne Doxycyclinbehandlung, B6 Wildtypmause mit
10ul/ml Doxycyclinbehandlung und ohne Doxycyclinbehandlung.

Die Ponceaufarbung als Ladungskontrolle zeigt, dass das Gel gleichmallig beladen
wurde.

Es bilden sich Banden bei einem erwarteten Molekulargwicht von 72kDa. Die Banden
zeigen innnerhalb der Gruppen keinen Unterschied in ihrer Starke.

Das Ergebnis aus dem Western Blot von MMP2 unterscheidet sich von den
Ergebnissen von MMP2 aus den RT-PCR Daten. Wahrend es bei MMP2, in Abbildung
2 dargestellt, zu einer veranderten Expression zu den Kontrollgruppen F2KD+Dox und
B+Doxauf RNA-Ebene kommt, sieht man keinen Expressionsunterschied bei den
Western Blots auf Proteinebene.

Ausgehend von den Ergebnissen aus den Sequencing-Daten und den RT-PCR-
Daten, wurde man davon ausgehen, dass die Bande F2KD+Dox starker als die der
Vergleichsgruppen ist. Vergleicht man die Dicke der Bande F2KD+Dox mit den

Banden F2KD-Dox, B6+Dox und B6-Dox, erscheint die Bande sogar eher schwacher
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im Vergleich, was auf eine verminderte Expression von MMP2 unter einer Depletion
von Prothrombin auf Proteinebene sprechen wuirde. In diesem Fall stunden die
Ergbnisse aus RT-PCR und Western Blot im Widerspruch zueinander. Es wurde
bedeuten, dass unter einer Depletion von Prothrombin eine erhdhte Expression von
MMP2 auf RNA-Ebene stattfinden wirde und eine verminderte Expression von MMP2
auf Proteinebene.

3.3.2 Expression HSPB1 im Westernblot

Als nachstes wurde die Expression von HSPB1A uns HSPB1 studiert.

F2KD+Dox F2KD B6+Dox B6
HSP1A 70kD e —
T N S

HSPB1 25kD

Ponceaufarbung

Abbildung 8 Western Blot HSPB1

Die Abbildung zeigt 4 verschiedene Proteinladungen in einem Westernblot mit der dazugehdrigen
Ladungskontrolle.

Es wurden F2KD-Fibrosarkomzellen bei einer Doxycyclinkonzentration von 10ug/ml im Vergleich zu
F2KD-Fibrosarkommzellen ohne Doxycyclinbehandlung, B6  Wildtypmause mit  10ul/ml
Doxycyclinbehandlung und ohne Doxycyclinbehandlung mitienander verglichen. Der vorliegende
Western Blot hat eine primare Antikorperverdiinnung des Gens HSPB1 von 1:250 und einer
sekundaren Antikdrperverdinnung von 1:10 000. Unter den Banden ist die Ladungskontrolle mittels
einer Ponceaufarbung dargestellt. Sie soll eine gleichmaRige Proteinladung zeigen.

Der vorliegende Western Blot zeigt einen Nachweis des Proteins HSPB1. Es wurden
4 Proteinladungen vorgenommen. Bei den untersuchten Zellen handelt es um F2KD-
Fibrosarkomzellen mit einer Doxycyclinkonzentration von 10ug/ml im Vergleich zu
F2KD-Fibrosarkommzellen ohne Doxycyclinbehandlung, B6 Wildtypmause mit
10ul/ml Doxycyclinbehandlung und ohne Doxycyclinbehandlung.

Die Ponceaufarbung als Ladungskontrolle zeigt, dass das Gel gleichmallig beladen
wurde.

Es bilden sich schwache Banden bei einem erwarteten Molekulargewicht von 27 kDa
und starke Banden bei 70kDa, wobei es sich dabei um HSPB1A handeln konnte,
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ebenfalls ein Mitglied der Heatshockproteine. Interaktionen der beiden Gene
miteinander sind bekannt (Périard et al. 2012; Ogbodo et al. 2023). Die Banden zeigen
innnerhalb der Gruppen keinen Unterschied in ihrer Starke.

Das Ergebnis aus dem Western Blot von HSPB1 unterscheidet sich von den
Ergebnissen von HSPB1 aus den RT-PCR und Sequencing Daten. Wahrend es bei
HSPB1, in Abbildung 2 dargestellt, zu einer erhdhten Expression im Vergleich zu den
Kontrollgruppen F2KD+Dox und B+Dox auf RNA-Ebene kommt, sieht man keinen
Expressionsunterschied bei den Western Blots auf Proteinebene.

Das bedeutet, dass es bei dem vorliegenden Experiment unter einer Depletion von
Prothrombin auf RNA-Ebene zu einer erhohten Expression von HSPB1 in
Fibrosarkomzellen kommt, dieser Expressionsunterschied jedoch nicht auf
Proteinebene stattfindet.

4 Diskussion

Thrombin nimmt neben der Angiogenese (Tsopanoglou und Maragoudakis 2004)
auch auf viele andere Prozesse wie embryonale Entwicklung, Arteriosklerose,
angeborene Immunitat, akute und chronische entzindliche Prozesse, in der
Neuropathologie und Tumorbiologie Einfluss (Sun et al. 1998b; Mullins et al. 2009;
Joyce und Pollard 2009; Nierodzik und Karpatkin 2006; Turgeon und Houenou 1997;
Borissoff et al. 2009).

Im nachfolgenden Kapitel wird versucht die Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf
eine thrombinabhangige Tumorangiogenese einzuordnen. Als besonders interessant
gelten die Kandidatengenen, welche trotz einer Depletion von Prothrombin erhoht
exprimiert werden. Je nachdem, ob es sich bei den Genen um proangiogene oder
antiangiogene Gene handelt, konnen somit Ruckschlisse auf Thrombin hinsichtlich
dessen angiogenen und antiangiogenen Eigenschaften geschlossen werden.

Der Grofteil der untersuchten Gene steht im Zusammenhang mit Thrombin oder
VEGF. Ebenfalls ist ein Grol3teil der Gene sowohl bei den proangiogenen als auch bei
den antiangiogenen Kandidaten bei einer Depletion von Prothrombin runterreguliert.
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Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass Gene, welche mit der Tumorangiogenese
assoziiert werden, nach einer Depletion von Prothrombin in ihrer RNA-Expression
verandert werden. Diese RNA-Expressionsanderung der Gene liegt sowohl in einer
verminderten als auch in einer erhdhten Expression vor. Dies kann ein Hinweis darauf
sein, dass Thrombin einen Einfluss auf die Tumorangiogenese nimmt. Dass neben
proangiogenen Genen auch antiangiogene Gene durch eine Depletion von
Prothrombin hoch- und runterreguliert werden, ist ebenfalls ein Hinweis darauf, dass
Thrombin neben proangiogenen auch antiangiogene Eigenschaften zugeschrieben
werden konnen.

Die gemessenen Expressionsanderungen der Kandidatengene aus dem
Genexpressionsdatensatz konnten in dieser Arbeit auf RNA-Ebene mittels RT-PCR
reproduziert werden (siehe Abbildung 2).

Bei der pathologischen Tumorangiogenese handelt es sich um einen Prozess, bei
dem je nach Tumorart viele verschiedene Signalwege, teilweise abhangig, teilweise
unabhangig voneinander, ablaufen. Bei dieser Arbeit wurden Firbrosarkomzellen
verwendet. So geben die Ergebnisse dieser Arbeit einen Einblick auf das
Expressionsverhalten ausgewahlter Kandidatengene unter einer Depletion von
Prothrombin bei der Tumorangiogenese. Die Ergebnisse sind daher im Vergleich mit
anderen Tumorarten vor diesem Hintergrund zu berucksichtigen.

Dass Thombin sowohl proangiogene, als auch antiangiogene Eigenschaften besitzt,
war in der Vergangenheit Gegenstand mehrerer Forschungsarbeiten (Chan et al.
2003; Mohle et al. 1997; Ma et al. 2001).

Auch unter physiologischen Prozessen wie in der Gerinnungskaskade hat Thrombin
eine duale Funktion. Einerseits wirkt es antikoagulant, indem es das Protein C spaltet
(Esmon 2003) , wodurch die Gerinnungskaskade inhibiert wird. Auf der anderen Seite
wirkt es durch die Aktivierung der Blutgerinnung, proangiogen.

Dass Thrombin sowohl pro- als auch antiangiogene Eigenschaften zugesprochen
werden konnten, macht es als Target bei der Tumortherapie besonders interessant.
Es wurde bedeuten, dass bei der potenziellen Behandlung von Tumoren, welche
durch eine Verringerung der Tumorangiogenese durch eine Depletion von
Prothrombin erreicht werden soll, ebenfalls ein Fokus auf Genprodukte gelegt werden

muss, welche durch eine Depletion von Prothrombin die Tumorangiogenese fordern.

55



Das bedeutet, dass eine sehr spezifische Inhibition von Genprodukten zur

Verringerung der Tumorangiogenese erfolgen muss.

4.1 Die Depletion von Prothrombin in Fibrosarkomzellen fuhrt
zu einer erhohten Expression des antiangiogenen HSPB1

Das Genkurzel HSPB1 steht fur “heat shock protein family B (small) member1” und
codiert fur HSPB20, einem Mitglied der kleinen heat-shock-protein-Familie. Dieses
Protein translokiert unter Stress vom Cytoplasma in den Nukleus und sorgt dort als
Chaperon fur die richtige Faltung anderer Proteine. Neben dem Einfluss auf die
Differenzierung vieler Zelltypen wird eine Expression dieses Proteins mit einer klinisch
schlechten = Tumorprognose, einer erhdohten  Tumorzellproliferation, der
Metastasierung und einem Schutz der Tumorzellen vor Apoptose in Verbindung
gebracht (Evans et al. 2008).

Losliches HSPB1, welches primar von Endothelzellen freigesetzt wird, interagiert
direkt mit VEGF und hat eine Schlusselrolle in der Regulation der angiogenetischen
Balance (Lee et al. 2012). Die VEGF-gesteuerte Phosphorylierung von intrazellularem
HSPB1 inhibiert die Sekretion von HSPB1 und dessen Bindung an Endothelzellen
(Lee et al. 2012). In Endothelzellkulturen aus Tumorzellen mit erniedrigtem HSPB1
unterstutzt dies die VEGF induzierte Angiogenese (Lee et al. 2012). Sarkomzellen aus
einem Mausmodell, in dem HSPB1 neutralisiert wurde, zeigten ebenfalls ein erhdhtes
Tumorwachstum (Lee et al. 2012). Dies zeigt die antiangiogenen Eigenschaften von
l6slichem HSPB1. Auf der anderen Seite zeigte eine Uberexpression von HSPB1
mittels eines adenoviralen Gentransfers eine Verringerung der der Lungenmetastasen
des CT26-Kolonkarzimons in vivo (Lee et al. 2012) und eine Neutralisation von HSPB1
fordert in vivo Wundheilung (Lee et al. 2012). So wird neben einer pathologischen
auch bei einer physiologischen Angiogenese von einer Interaktion von HSPB1 und
VEGF ausgegangen (Lee et al. 2012).

Serum-HSPB1 wird als prognostischer Tumormarker verwendet. Tumorpatienten
weisen erhohte HSPB1-Serumwerte auf (Liao et al. 2009; Huang et al. 2010; Schmitt
et al. 2007). Obwohl Tumorzellen bei einer Uberexpression von HSPB1 eine erhdhte
Radio- und Chemoresistenz aufzeigen (Lee et al. 2005b; Lee et al. 2005a), ist die
Rolle von HSPB1 bei der Tumorangiogenese noch nicht vollstandig geklart. Die
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Phosphorylierung des HSPB1-Serins 82 durch die PKC vermittelte PKD-Aktivierung
durch VEGF fordert die endotheliale Migration und Tubulogenese, was die wichtige
Rolle von HSPB1 in der VEGF-abhangigen Angiogenese unterstreicht (Lee et al.
2012).

Losliches HSPB1 interagiert direkt mit VEGF und inhibiert dadurch die Endothelzell -
proliferation und -tubeformation. In Endothelzellen aus Tumoren, welche VEGF
sezernieren, ist die Sekretion von HSPB1 verringert (Lee et al. 2012). Beim
Wundheilungsprozess bei Mausen wurde neben einer verringerten Sekretion von
HSPB1 eine erhohte Sekretion von VEGF festgestellt (Lee et al. 2012). Dies weist auf
eine Reduktion von HSPB1 durch eine Phosphorylierung des intrazellularen HSPB1
durch die Endothelzellen hin. Es wird davon ausgegangen, dass I6sliches HSPB1
VEGF durch eine direkte Interaktion inhibiert (Lee et al. 2012). Eine physiologische
Reduktion der HSPB1-Sekretion fuhrt bei einer Aktivierung von VEGF zu einer
fortschreitenden Angiogenese (Lee et al. 2012).

Wahrend der Tumorprogression steigt die Sekretion von HSPB1 (Lee et al. 2012). Zu
den Schutzmechanismen des Korpers, welche die Tumorangiogenese inhibieren,
gehoren endogene Inhibitoren wie Thrombospondin-1 und Endostatin (Lee et al.
2012). Dies fuhrt zur Verhinderung eines angiogenen Schalters, bei welchem die
proangiogenen Faktoren starker als die antiangiogenen Faktoren wirken. Dabei
kommt es bei Tumoren von einer avaskularen Hyperplasie zu einem wachsenden
vaskularisierten Tumor (Baeriswyl und Christofori 2009). Durch die Verhinderung des
angiogenen Schalters kommt es nicht zu einer Umwandlung in einen angiogenen
Phanotyp (Lee et al. 2012).

Zusammenfassend sorgt das von Endothelzellen sekretierte HSPB1 fur eine
angiogenetische Balance durch die Bindung an VEGF, wahrend bei der
physiologischen Angiogenese eine Inhibition von HSPB1 zu einer erhOhten
Angiogenese unter VEGF fuhrt (Lee et al. 2012). Bei einer pathologischen
Angiogenese, wie bei Tumorwachtum und Metastasierung, steigt der Anteil an
I6slichem HSPB1 als Gegenreaktion auf das steigende VEGF. Dieser Anstieg kann
die erhohte Produktion von VEGF der Tumorzellen jedoch nicht kompensieren, was
wiederum zu einem Tumorwachstum fuhrt. Obwohl VEGF die Sekretion von HSPB1
verringert, steigt der HSPB1-Spiegel (Lee et al. 2012). Dies ist darauf zurtuckzufuhren,

dass andere Faktoren wie Matrixmetalloproteasen die Extrazellularmatrix von
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Endothelzellen verandern und dadurch die Sekretion von HSPB1 gefordert wird (Lee
et al. 2012).

Die Abbildung 6 zeigt, dass unter einer Depletion von Prothrombin die Expression von
HSPB1 erhoht ist. Dass die Expression von HSPB1 unter einem Knockdown von
Prohrombin erhoht ist, kdnnte auf eine dadurch resultierende verminderte Produktion
von VEGF zurlckgefuhrt werden, wodurch eine verminderte Inhibition von HSPB1
durch VEGEF stattfindet.

4.2 Die Depletion von Prothrombin in Fibrosarkomzellen fuhrt
zu einer erhohten Expression des antiangiogenen COL18A1

Das Gen Col18a1 codiert fur das Kollagen18a1, welches durch Spaltungen am C-
terminalen Ende das stark antiangiogene Protein Endostatin bildet (O'Reilly et al.
1997). Endostation wirkt stark antiangiogen und inhibiert die Tumorangiogenese und
das Tumorwachstum (O'Reilly et al. 1997). Ein thrombinabhangige Freisetzung von
Col18a1 wird durch einen PAR4-Antagonisten blockiert (Ma et al. 2001).

Dass COL18A1 bei Fibrosarkomzellen unter einer Depletion von Prothrombin erhoht
exprimiert wird, lasst vermuten, dass es neben dem thrombinabhangigen
Mechanismus, bei dem Endostatin freigesetzt wird, einen weiteren Siagnalweg gibt,
der prothrombinabhangig zu einer verringerten Expression von COL18A1 fuhrt.

4.3 Die Depletion von Prothrombin in Fibrosarkomzellen fuhrt
zu einer erhohten Expression des antiangiogenen RRAS

RRAS agiert als Regulator bei der vaskularen Differenzierung von Blutgefallen
(Ehrhardt et al. 2002). RRAS antagonisiert den H-RAS Signalweg (Ramocki et al.
1997). RRAS gilt wegen der Nahe zu den anderen RAS Genen als transformierendes
Onkogen (Ehrhardt et al. 2002). RRAS und HRAS wirken entgegesetzt auf die
Zelldifferenzierung (Ramocki et al. 1997). Wahrend RRAS die Differenzierung und
Fusion von Fibroblasten begunstigt, inhibiert HRAS diesen Prozess (Ramocki et al.
1997). Es wird davon ausgegangen, dass die Balance zwischen den beiden Genen
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entscheidend fur das Wachstum und die Differenzierung ist (Ramocki et al. 1997).
RRAS-Knockout-Mause zeigen eine erhohte Angiogenese in Tumoren, wahrend
RRAS bei forcierter Genexpression als Suppressor der Tumorangiogenese wirkt
(Komatsu und Ruoslahti 2005).

In kultivierten Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass RRAS die Internalisation
von VEGFR2 unterdruckt (Sawada et al. 2015). Die Stummstellung von RRAS fuhrt
zu einer erhohten VEGFR2 Phosphorylisation (Sawada et al. 2015). RRAS inhibiert
die Tumorangiogenese durch die Verminderung des VEGF Signalweges in
Endothelzellen (Sawada et al. 2015).

Dass RRAS in Fibrosarkomzellen bei einer Depletion von Prothrombin vermehrt
exprimiert wird, gibt einen Hinweis auf mogliche Mechanismen, welche unter

Prothrombin Einfluss auf die Expression des antiangiogenen RRAS nehmen.

4.4 Die Depletion von Prohrombin in Fibrosarkomzellen fuhrt zu
einer erhohten Expression des angiogenen MMP2

MMP2 gehort zur Familie der Matrixmetalloproteasen. Es ist ein zinkabhangiges
Enzym, welches durch die Spaltung von Bestandteilen der extrazeullularen Matrix und
Molekilen der Signaltranduktion in vielen Signalwegen wie bespielsweise der
Vaskularisierung, Angiogenese und Metastasierung involviert ist (Godefroy et al.
2011; Brooks et al. 1998; Itoh et al. 1998; Kessenbrock et al. 2010; Liotta et al. 1980;
Westermarck und Kahari 1999).

Eine durch Hypoxie induzierte erhohte Expression von MMP2 geht mit einer
verstarken Angiogenese und Proliferation von Zellen einher (Liu et al. 2018c).

In Exosomen induziert MMP2 die Angiogenese von Endothelzellen Uber den
VEGF/ERK1/2-Signalweg (Tang et al. 2019).

Auch bei der pathologischen Angiogenese in Tumoren wirkt MMP2 Uber die
Freisetzung von VEGF proangiogen (Belotti et al. 2003).

Eine erhohte Expression von MMP2 korreliert mit einer erhdhten Tumorangiogenese
und Tumorproliferation (Huang et al. 2014; Wu et al. 2018; Liu et al. 2018a, 2018a).
Auch in Melanomen korreliert eine erhdohte Expression von MMP2 dber den
TLR2/TLR4-Signalweg mit einer erhohten Proliferation, wahrend eine verrringerte
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Expression mit einem verringerten Tumorwachstum einhergeht (Muniz-Bongers et al.
2021). In Diagramm 4 ist eine vermehrte Expression von MMP2 unter einer Depletion
von Prothrombin erkennbar. Da MMP2 VEGF-abhangig experimiert wird, musste man
bei einer Depletion von Prothrombin ebenfalls von einer Verringerung des MMP2
ausgehen. Dass MMP2 bei einer Depletion von Prothrombin in Fibrosarkomzellen
jedoch erhoht exprimiert wurde, gibt einen Hinweis auf mogliche antiangiogene

prothrombinabhangige Signalwege.

4.5 Die Depletion von Prothrombin Fibrosarkomzellen fuhrt zu
einer erhohten Expression des angiogenen MANF

Das codierte Protein von MANF wird sezerniert und liegt im Endoplasmatischen
Retikulum und im Golgi Apparat (Kovaleva et al. 2023).

MANF begunstigt die zerebrale Angiogenese nach einem Schlaganfall unter anderem
durch die Hochregulierung von CD34 und die Aktivierung des VEGF Signalweges
(Gao et al. 2020).

Eine erhohte Expression von MANF in Leberzellkarzinomen geht mit einer erhohten
Tumorexpression einher (He et al. 2020). Auch bei Cholangiosarkomen geht eine
erhohte MANF-Expression mit einer verringerten Uberlebensrate einher (Yu et al.
2021). Die Abbildung 5 zeigt, dass unter einer Depletion von Prothrombin MANF
erhoht exprimiert wird. Da MANF proangiogene Eingenschaften aufweist und den
VEGF Signalweg aktiviert, ware man bei einer Depletion von Prothrombin zunachst
ebenfalls von einer verminderten Expression von MANF ausgegangen. Dass MANF
trotz einer Depletion des Prothrombins in Fibrosarkomzellen erhdht exprimiert wird,
gibt einen Hinweis auf prothrombinabhangige antiangiogene Signalwege. Diese
moglichen antiangiogenen prothrombinabhangigen Mechanismen machen MANF zu
einem interessanten Gegenstand zukunftiger Forschungen im Bezug auf mdgliche

antiangiogene prothrombinabhangige Mechanismen.
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4.6 Die Depletion von Prothrombin in Fibrosarkomzellen fuhrt
zu einer erhohten Expression des angiogenen TGFB2

TGFB2 ist eine Isoform von TGFB. TGFB ist ein Cytokin, welches neben dem
Immunsystem, Zellfunktionen, die Zellmorphogenese und die Zellproliferation reguliert
(Massagué 1998). In normalen Zellen epithelialen Ursprungs und in ausgepragten
Tumorzellen epithelialen Ursprungs supprimiert TGFB die Tumorproliferation
(Massagué 1998; Massagué et al. 2000). Bei Zellen mesenchymalen Ursprungs, wie
Fibroblasten und in undifferenzierten epithelialen Tumorzellen, reagieren die
Tumorzellen nicht mehr auf die antiproliferative Wirkung des TGFBs und werden eher
durch dieses im Wachstum, stimuliert (Moustakas et al. 2002; Pasche 2001; Akhurst
und Derynck 2001; Eppert et al. 1996; Jennings und Pietenpol 1998; Kekow und
Wiedemann 1995; Kim et al. 1998; Markowitz et al. 1995; Sun et al. 1998a). Erhohte
TGF-Spiegel beeinflussen parakrin die zellulare Umgebung wie die Extrazellularmatrix
und Blutgefal3bildung (Moustakas et al. 2002; Akhurst und Balmain 1999). Eine
Blockade von TGF im Tumorgewebe sorgt fur eine Reduzierung des
Tumorwachstums, der Tumorinvasion, der Metastasen, der Transition der epithelialen
Zellen zu mesenchymalen Zellen, der Angiogenese und zu einer Umkehrung der
Immunsuppression (Jachimczak et al. 1993; Jachimczak et al. 1996).

TGBF2 ist vor allem in malignen Gliomen stark exprimiert. Hohe TGFB2-Spiegel
gehen mit dem immundefizierten Status von den erkranken Patienten einher (Kjellman
et al. 2000; Bodmer et al. 1989; Maxwell et al. 1992). Ein supprimiertes Immunsystem
sorgt bei Tumorpatienten fur eine starke Tumorprogression und geht mit einer
schlechten Prognose einher (Weller und Fontana 1995; Wojtowicz-Praga 1997).
TGFB2 inhibiert die Lymphozytenproliferation, die Immunzellaktivierung und blockiert
Antitumoraktivitaten wie z.B die Antigenprasentation (Jachimczak et al. 1993). Auch
beim Pankreaskrebs spielt TGFB2 eine zentrale Rolle bei der Progression des Tumors
(Friess et al. 1993; Bernstorff et al. 2001). Eine erhohte TGFB2-Expression geht mit
einem hoheren Tumorstaging und Progression des Pankreastumomr einher (Friess et
al. 1993). In Melanomzellen von entfernten Melanommetastasen konnte eine erhohter
TGFB2-Wert im Plasma festgestellt werden (Krasagakis et al. 1998) Schlingensiepen
et al. 20006).

61



TGFB reguliert die Angiogenese Uber zwei Smad-Signalwege, welche die endotheliale
Zellproliferation und Zellmigration und die endotheliale Zelldifferenzierung und
Zellreifung induzieren (Batlle et al. 2019; Goumans et al. 2003; Goumans et al. 2002).
Direkte Interaktionen von Prothrombin und TGFB2 sind bisher nicht bekannt,
wohingegen Interaktionen von Thrombin TGFB bereits erforscht sind (Chang et al.
2017). Durch den PAR1-Rezeptor wird die TGFB1-Aktivierug und Smad3-
Phosphorilisation agonisiert (Chang et al. 2017). Es wird davon ausgegangen, dass
Thrombin dber den ROCK-Signalweg die TGFB1-Aktivierung integrinabhangig
induziert (Chang et al. 2017).

Die Abbildung 5 zeigt, dass es unter einer Depletion von Prothrombin zu einer
erhohten RNA-Expression von TGFB2 kommt. Da TGFB2, wie zuvor beschrieben, als
proangiogen gilt, musste man unter einer Depletion von Prothrombin mit einer
verringerten Expression von TGFB2 ausgehen. Dass es unter einer Depletion von
Prothrombin jedoch zu einer erhohten Expression von TGFB2 kommt, lasst moglicher
Weise auf einen prothrombinabhangigen antiangiogenen Signalweg schlief3en.
Allerdings musste hierfur die Expressionsanderung auch auf Proteinebene bestatigt

werden.

4.7 Einteilung von Genen in proangiogen und antiangiogen

Gene konnen im Hinblick auf die Tumorangiogenese nicht pauschal in pro- und
antiangiogen eingeteilt werden. Ob ein Gen im Hinblick auf die Tumorangiognese pro-
oder antiangiogen wirkt, hangt von den Signalwegen der Tumoren ab, welche in
verschiedenen Tumoren unterschiedlich auspragt sind, bzw. wie vom Tumor auf die
Signalwege Einfluss genommen wird.

Es gibt Hinweise darauf, dass beispielsweise das Kandidatengen BMPG6 bei
verschiedenen Tumorarten sowohl pro-, als auch antiangiogen wirkt (Seo et al. 2019;
Katagiri und Watabe 2016; Ehata et al. 2013; Garcia Muro et al. 2021).

Das Gen BMP6 codiert fur einen sezernierten Liganden der TGF-beta-Superfamilie.
Durch die Bindung an TGF-beta Rezeptoren kommt es zu einer Aktivierung der
SMAD-Transkriptionsfaktoren, welche die Genexpression beeinflussen (Katagiri und
Watabe 2016).
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Durch die Regulierung von VEGFR2 durch BMP6 kommt es zu einer Beeinflussung
des VEGF-Signalweges, wodurch die Proliferation von Krebszellen gestort wird.
BMPG6 ist in vivo proangiogen und fordert die Neubildung von Endothelzellen
(Pulkkinen et al. 2021).

Die Abbildung 6 zeigt, dass es unter einer Depletion von Prothrombin zu einer
verminderten RNA-Expression von BMP6 kommt. Dies lasst auf einen
prothrombinabhangigen Signalweg von BMP6 schlieBen. Durch die sowohl
proangiogenen als auch antiangiogenen Eigenschaften im Hinblick auf die
Tumorangiogenese von BMP6 gibt dies einen Hinweis auf mogliche proangiogene als
auch antiangiogene Eigenschaften von Prothrombin.

4 .8 Die duale Rolle des Prothrombins im Hinblick auf die
Tumorangiogenese

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Depletion von Prothrombin sowohl pro-
angiogene als auch anti-angiogene Gene in ihrem Expressionverhalten auf RNA-
Ebene beeinflusst (Abbildung 5 und 6). Es kommt bei proangiogenen und
antiangiogenen Genen zu verminderten Expressionen unter einer Depletion von
Prothrombin, und vereinzelt zu erhdhten Expressionen. Unter der Pramisse, dass
Prothrombin und Thrombin im Hinblick auf die Tumorangiogenese als proangiogen
gelten (Tsopanoglou et al. 1993; Maragoudakis et al. 2002; Matsubara et al. 2012),
ware man davon ausgegangen, dass unter einer Depletion von Prothrombin angiogen
geltende Gene herrunterreguliert sind. Die Abbildung 5 zeigt jedoch, dass die Gene
MANF, MMP2 und TGFB2, welche, wie zuvor erwahnt als proangion im Hinblick auf
die Tumorangiogenese gelten, entgegen der Erwartungen erhoht exprimiert werden.
Dies ist zum einen ein Hinweis, dass die Gene MANF, MMP2 und TGFB2
prothrombinabhangig reguliert werden und zum anderem ein Hinweis auf
antiangiogene prothrombinabhangige Mechanismen.

Bei den Genen, welchen eine antiangiogene Rolle bei der Tumorangiogenese
zugeschrieben wird, wirde man unter der Pramisse, dass Thrombin und Prothrombin
im Hinblick auf die Tumorangiogenese als proangiogen gelten, mit einer Erhdhung der
Expression unter einer Depletion von Prothrombin rechnen. Von den 15
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antiangiogenen Kandidatengenen sind jedoch nur die drei Gene COL8A1, HSPB1 und
RRAS erhoht exprimiert. Die restlichen 12 Kandidatengene sind unter einer Depletion
von Prothrombin vermindert exprimiert, wobei bei dem Gen Bmp6, wie zuvor
beschrieben, keine eindeutige Einteilung in proangiogen oder antiangiogen im
Hinblick auf die Tumorangiogenese vorgenommen werden kann. Da ein Grofteil der
antiangiogenen Gene entgegen der Erwartungen unter einer Depletion von
Prothrombin vermindert exprimiert wird, lasst dies neben der Vermutung, dass diese
Gene prothrombinabhangig reguliert werden, auf keine eindeutige proangiogene Rolle
des Prothombins schlief3en.

Wie zuvor beschrieben, ist das angiogene Verhalten von Genen nicht nur abhangig
davon, ob es sich um eine physiologische oder pathologische Angiogenese wie
beispielsweise bei der Tumorangiogenese handelt, sondern auch im Hinblick auf die
Art des Tumors und den damit verbundenen Signalwegen (Di Cera 2008). Da
Thrombin unter physiologische Bedingungen pro- und antiangion auf Signalwege
wirken kann (Di Cera 2008), deuten die hier gewonnenen Daten darauf hin, dass
Thrombin auch im Kontext der pathologischen Angiogenese eine duale Rolle

einnehmen konnte.

4.9 Die Ergebnisse auf RNA Ebene stimmen nicht mit den
Ergebnissen auf Proteinebene Uberein

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Ergebnisse aus der RT-PCR und den
Western Blots miteinander verglichen. Besonders ist hier die Limitation der Studie im
Hinblick auf den Proteinnachweis gelegt. Die zwei Gene MMP2 und HSPB1 wurden
mittels Western Blots auf Proteinebene untersucht, um die Expression der Gene auf
RNA und Proteinebene miteinander zu vergleichen. Die Westernblots beider Gene
(Abbildung 7 und 8) zeigen keinen Expressionsunterschied bei den F2KD Zellen mit
Doxycyclin, das zeigt der Vergleich mit den Kontrollgruppen F2KD Zellen ohne
Doxycyclin, B6 mit Doxycyclin und B6 ohne Doxycyclin. Dieses Ergebnis kann
mehrere Grunde haben. Einerseits technische Fehler wie unsauberes Arbeiten oder
ein Nichtfunktionieren des Antikdrpers. Um technische Fehler auszuschliel3en, wurde
bei den Western Blots jeweils eine Verdunnungsreihe hinzufugt. Die Western Blots

64



zeigen aulerdem gleichmalige Ladungen und die Banden sind bei dem
prognostiziertem Molekulargwicht des Gens am starksten abgebildet, daher sind
technische Fehler beim Versuchsaufbau unwahrscheinlich.

Allerdings bedeutet der nicht abgebildete Expressionsunterschied auf den Western
Blots nicht, dass keine Expressionsanderung auf Proteinebene stattfindet. Zunachst
wurden exemplarisch nur zwei der 35 Kandidatengene auf Proteinebene untersucht.
Eine Betrachtung der Ubrigen Kandidatengene auf Proteinebene sollte in weiteren
Experimenten durchgefuhrt werden. Bei HSPB1 ist wie in Abbildung 2 zu entnehmen
einer starker Expressionsunterschied gemessen worden. Bei MMP2 findet zwar
ebenfalls ein Expressionsunterschied statt, jedoch ist dieser weniger signifikant. Bei
beiden Genen handelt es sich um Kandidaten, welche unter einer Depletion von
Prothrombin auf RNA-Ebene erhdht exprimiert wurden. Der Versuchsaufbau musste
mit hoheren und niedrigeren Doxycyclinkonzentrationen wiederholt werden. Es
mussten aullerdem langere Expositionszeiten der Zellen mit Doxycyclin getestet
werden, um auch langere Halbwertszeiten der Proteine zu berucksichtigen. Um
funktionelle Schlisse zur prothrombinabhangigen Tumorangiogenese der Gene zu
ziehen ist ein funktioneller Assay notwendig. Fur einen alternativen in vivo Versuch
wurde sich ein Matrigel Assay unter einer weiteren Einbringung einer siRNA eignen,
bei denen bei Aktivierung spezifische Gene herunterreguliert werden und dann die
Expression dieser gemessen wird. Als weiterer in vivo Versuch wurde sich der CAM-
Angiogenese-Assay anbieten (Ribatti 2017), um eine Erhdhung oder Verringerung der
Angiogenese bei Behandlung der Membran mittels einer siRNA, wo gewunschte
Genprodukte verringert oder erhoht exprimiert werden.

So konnen die Ergebnisse der qPCR auf RNA-Ebene als Basis fur weitergehende
Experimente genutzt werden, die mogliche prothrombinabhangige Signalwege bei der

Tumorangiogenese zeigen.
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit, neben der Reproduktion der Ergebnisse
eines bereits vorhandenen Gendatensatzes mittels Sequencing auf RNA- und
Proteinebene, auch eine Beurteilung dieser Ergebnisse vorgenommen. Dass
Thrombin als Schlusselrolle in vielen physiologischen Prozessen auch im Hinblick auf
pathologische Prozesse eine wichtige Rolle einnimmt (Rittirsch et al. 2008; Borissoff
et al. 2009; Turgeon und Houenou 1997, 1997, 1997; Nierodzik und Karpatkin 2006;
Joyce und Pollard 2009), ist unbestritten. Interessant sind die Hinweise auf eine
mogliche duale Rolle des Thrombins hinsichtlich seiner angiogenen Eigenschaften,
die diese Arbeit gewahrt. Die Theorie, dass Thrombin sowohl pro- als angiogen auf
pathologische Prozesse wie die Tumorangiogenese wirken kann, ist wichtig fur die
zukunftige Forschung an Angiogenesehemmern, wie sie bereits in der Tumortherapie
angewendet werden (Kubota 2012).
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