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1 Einleitung 

Hochrechnungen der IARC (International Agency for Research on Cancer) zeigten, dass im 

Jahr 2022 weltweit schätzungsweise 20 Millionen Menschen an Krebs neu erkrankten, 

und ca. 9,7 Millionen an den Folgen einer malignen Neoplasie verstarben [1]. Schon lange 

gelten die kardiovaskulären Ereignisse als die weltweite Haupttodesursache, doch ein 

aktueller Trend zeigt, dass insbesondere in den hochentwickelten Nationen Menschen 

zunehmend an Neoplasien versterben. So konnte gezeigt werden, dass 

Krebserkrankungen im Jahr 2020 bereits in 57 Ländern die Haupttodesursache darstellten 

und somit die kardiovaskulären Ereignisse auf den zweiten Platz der nationalen Ranglisten 

vertrieben [2, 3]. 

Schätzungen zu Folge wird die Anzahl der Neuerkrankungen bis 2050 um ca. 77 % 

ansteigen [1], was die Notwendigkeit einer intensiveren Forschung für die Entwicklung 

neuer Behandlungsstrategien neoplastischer Erkrankungen unterstreicht. Bezogen auf 

beide Geschlechter ist Lungenkrebs die weltweit am häufigsten vorkommende und für die 

meisten Tode verantwortliche Tumorentität. Betrachtet man hingegen die Inzidenz 

neoplastischer Erkrankungen innerhalb des weiblichen Geschlechts, befindet sich 

Brustkrebs an erster Stelle der Statistik [1]. Laut WHO war Brustkrebs im Jahr 2022 in 157 

von 185 Ländern die am häufigsten bei Frauen diagnostizierte Tumorentität [4]. Ähnliches 

gilt dabei für die Mortalität. Trotz der Fortschritte bei der Früherkennung und Therapie 

bleiben Mammakarzinome die Hauptursache für Krebs-assoziierte Todesfälle bei Frauen 

weltweit [1, 2]. Statistiken der WHO dokumentieren, dass Brustkrebs im Jahr 2022 über 

670.000 Leben von Frauen einforderte [4].  

Die Ausbildung von Metastasen nimmt dabei entscheidenden Einfluss auf die Progression 

der Erkrankungen und die Prognose der Patienten. So konnten Dillekås et al. zeigen, dass 

66,7 % der Todesfälle von Patienten mit soliden Tumoren durch Metastasen verursacht 

wurden [5]. Andere Quellen schätzen die Beteiligung von Metastasen am Tod von 

Patienten sogar auf bis zu 90 % [6]. Essentieller Bestandteil der Entstehung von 

Metastasen ist dabei die hämatogene Metastasierung [6, 7]. Maligne Zellen lösen sich aus 

dem Primärtumor und gelangen über das Blutsystem in entfernte Gewebe, wo sie sich 

schließlich einnisten und Metastasen ausbilden können [6]. Um diese 
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Metastasierungskaskade erfolgreich absolvieren zu können, interagieren die entarteten 

Zellen mit einer Vielzahl zellulärer Strukturen und adaptieren so essentielle 

Überlebensvorteile [6]. Von besonderer Relevanz ist dabei die Interaktion mit 

Thrombozyten zu benennen. Tumorzellen aktivieren die Blutplättchen und induzieren so 

eine Aggregation und bilden Heteroaggregate aus. Neben der Gefahr von 

thromboembolischen Ereignissen, schützen sich die Tumorzellen so vor der 

körpereigenen Immunabwehr und dem mechanischen Scherstress des Blutstroms, 

können Gefäße und Gewebe besser invadieren und steigern ihren aggressiven Phänotyp 

[8]. Interaktionen werden dabei häufig über veränderte Heparansulfat-Proteoglykan 

(HSPG) Strukturen auf der tumoralen Oberfläche vermittelt. Um diese strukturellen 

Veränderungen zu erreichen, kommt es in zahlreichen Tumorentitäten zu epigenetischen 

Deregulationen der HSPG-ausbildenden bzw. -modifizierenden Enzyme [9–11]. Die 

Umkehr solcher epigenetischen Regulationsmechanismen, die mit einem 

Überlebensvorteil der neoplastischen Zellen einhergehen, gilt es daher näher zu 

erforschen und zu forcieren, um somit das hämatogene Metastasierungsgeschehen zu 

verhindern oder zumindest zu erschweren. Es gibt bereits etliche Arzneistoffe, die sich auf 

epigenetische Zielstrukturen konzentrieren, von denen einige bereits eine Zulassung 

erhalten haben. Die unmittelbaren Auswirkungen auf die HSPG-Synthese oder die 

Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion bleiben allerdings bislang weitestgehend 

unerforscht. 

Angesichts des derzeitigen Schwerpunkts auf der Entwicklung neuer epigenetischer 

Krebstherapeutika, ist es daher wichtig zu verstehen, welche Auswirkungen diese neuen 

Therapeutika auf die Synthese von HSPG haben können, da Veränderungen in der HSPG-

Zusammensetzung tiefgreifende und unerwartete Auswirkungen haben könnten. 
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2 Theoretischer Hintergrund 

2.1 Hämostaseologie  

Die Hämostase spielt eine essentielle Rolle für sämtliche Mechanismen im Organismus, 

die der Stillung von Blutungen dienen. Sie schafft ein überlebenswichtiges Gleichgewicht 

aus der gezielten Koagulation im Falle einer Verletzung und der Antikoagulation, um eine 

übermäßige Gerinnung zu verhindern und somit einen kontinuierlichen Blutstrom zu 

gewährleisten [12, 13]. Die Interaktion zwischen Thrombozyten, Plasmafaktoren und der 

Gefäßwand ist dabei von grundlegender Bedeutung für die Stillung von Blutungen 

[12, 14]. Wenn das Hämostasesystem gestört und die Gerinnung behindert ist, können 

bereits kleinste Verletzungen zu lebensgefährlichen Blutungen führen. Liegt hingegen 

eine Thrombophilie vor, können ernsthafte Komplikationen wie venöse 

Thromboembolien die Konsequenz sein [12, 15, 16]. Im Falle arterieller 

Thromboembolien können daraus ischämische Schlaganfälle oder akute Myokardinfarkte 

resultieren [17]. Die Hämostase wird unterteilt in die primäre und die sekundäre 

Hämostase [12, 13]. 

 

2.1.1 Primäre Hämostase 

Die erste Reaktion auf eine Gefäßverletzung ist die primäre Hämostase. Treffen 

Thrombozyten auf eine Endothel-Denudation, interagieren sie mit den Glykoproteinen 

(GP) und Kollagenfasern der freiliegenden subendothelialen Matrix des beschädigten 

Gefäßendothels [18, 19]. Subendothelial gelagerter sowie freizirkulierender von-

Willebrand-Faktor (vWF) bindet mit seiner A1-Domäne an GPIbα des GPIb-IX-V-

Komplexes [18, 20–22] und vermittelt so die Bindung der Thrombozyten an Kollagen Typ 

I, III und VI [14, 16, 22, 23]. Aufgrund der Rezeptoreigenschaften des GPIb-IX-V-Komplexes 

kommt es durch die Bindung des Kollagens zu einer Aktivierung der Thrombozyten und 

einer Ausschüttung verschiedener prokoagulativer Mediatorstoffe [14, 24, 25]. Die 

Thrombozyten-Kollagen-Bindung wird außerdem über GPVI und das Integrin α2β1 

vermittelt, was ebenfalls zu einem intrazellulären signaling und einer 

Thrombozytenaktivierung führt [14, 26]. Durch die Sezernierung vasokonstriktorischer 
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Mediatorstoffe wie Thromboxan A2 (TXA2), Serotonin oder Adrenalin wird eine 

Verlangsamung des Blutstroms erreicht und die Anlagerung weiterer Thrombozyten 

erleichtert. TXA2 oder Adenosindiphosphat (ADP) aktivieren und immobilisieren dann 

wiederum vorbeiströmende Thrombozyten, die erneut über vWF gebunden werden 

können [13, 23]. Durch die Ausbildung von Pseudopodien vergrößern die aktivierten 

Plättchen ihre Oberfläche und bilden Vernetzungen untereinander aus. Es entsteht ein 

primärer und reversibler Thrombus und somit ein provisorischer erster Wundverschluss 

[13, 15]. Innerhalb des gebildeten Thrombus werden an GPIIa/IIIb Fibrinogen-Moleküle 

gebunden, welche die immobilisierten Thrombozyten quervernetzen und für die 

anschließende sekundäre Hämostase notwendig sind [14, 15, 23, 27, 28]. 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der primären Hämostase nach einer Gefäßendotheldenudation. vWF bindet 
an freiliegende Kollagenfasern und vermittelt die Adhäsion vorbeiströmender Thrombozyten über die 
Bindung des GPIb-IX-V-Komplexes. Thrombozyten werden durch die Rezeptoreigenschaften des GP-
Komplexes aktiviert und sezernieren Aktivatorstoffe. Weitere Thrombozyten werden angelockt, aktiviert 
und es entsteht über die Ausbildung von Pseudopodien ein Thrombus. Über Bindung an GPIIb/IIIa werden 
Fibrinogen-Moleküle im Thrombus angereichert [14, 23]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 

 

2.1.2 Sekundäre Hämostase 

Der im Zuge der primären Hämostase gebildete Thrombozytenpfropf ist für einen 

langfristigen Wundverschluss oftmals ungeeignet. Ziel der sekundären Hämostase ist 

daher einen dauerhaften und vor allem stabilen Wundverschluss herbeizuführen. Um dies 

zu erreichen, wird ein Fibrinnetzwerk polymerisiert, das den Thrombus stabilisiert. Dafür 

muss zunächst aus zuvor eingelagerten Fibrinogenmolekülen Fibrin abgespalten und 

anschließend polymerisiert werden. Die Abspaltung wird durch die Endopeptidase 

Thrombin vermittelt, welche wiederum durch den Prothrombinase-Komplex – bestehend 
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aus Faktor Xa, Faktor Va, Ca2+-Ionen und Phospholipiden (PL) – aktiviert wird. Thrombin 

hydrolysiert Arginylglycin-Bindungen der α- und β-Ketten des Fibrinogens und spaltet so 

Fibrinmonomere ab. Zunächst polymerisieren die gebildeten Monomere und bilden 

wasserlösliche Fibrinstränge aus, die dann allerdings Thrombin-vermittelt durch den 

Gerinnungsfaktor XIIIa unter Ausbildung kovalenter Peptidbindungen stabilisiert werden, 

wodurch es zu einem wasserunlöslichen Fibrinnetz und einem dauerhaften 

Wundverschluss kommt [12]. 

Die Aktivierung der Gerinnungskaskade wird in der Theorie in zwei voneinander 

unabhängige Systeme unterteilt, deren Ziel in beiden Fällen die Bildung des 

Prothrombinase-Komplexes und die Aktivierung von Thrombin ist. Man unterscheidet 

hierbei zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen System, wobei davon 

auszugehen ist, dass im physiologischen Kontext keine klare Trennung der beiden Systeme 

vorgenommen werden kann [13, 26]. Die Gerinnungskaskade und die Unterteilung in die 

beiden Systeme werden schematisch in Abbildung 2 dargestellt.  

Das extrinsische System wird durch die Präsentation der Gewebsthrombokinase (tissue 

factor, TF, Faktor III) aktiviert [12, 26, 29–31]. TF wird ausgeschüttet, wenn perivaskuläre 

Zellen zerstört werden. Parallel wird Faktor VII aktiviert, der sich dann mit Ca2+-Ionen, PL 

und TF zum extrinsischen Tenase-Komplex zusammenlagert, der Faktor X in seine aktive 

Form Faktor Xa überführt. Anschließend wird Thrombin aktiviert und es kommt zur 

Fibrinpolymerisation [12, 13, 32–34].  

Wenn Faktor XII (Hagemann-Faktor) auf negativ geladene endogene Strukturen (bspw. 

durch eine Gefäß-Denudation) oder auf künstliche Oberflächen trifft, wird dieser aktiviert 

und das intrinsische System der sekundären Hämostase initiiert [26, 35]. In einer 

Aktivierungskaskade werden die Gerinnungsfaktoren XI, IX und X nacheinander durch 

Reaktion mit Kofaktoren wie Ca2+-Ionen oder PL in ihre jeweils aktivierte Form überführt. 

Faktor Xa vermittelt dann erneut die Aktivierung des Prothrombins hin zum Thrombin. 

Wie bei der extrinsischen Aktivierung resultiert aus der Aktivierung des Thrombins eine 

Fibrinpolymerisation und eine positive Rückkopplungsschleife [12–14, 26]. Aktiviertes 

Thrombin intensiviert und propagiert die Gerinnungsreaktion, indem Faktor V und 

Faktor VIII sowie weitere Thrombozyten via PAR aktiviert werden [36–38]. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der sekundären Hämostase mit Unterteilung des intrinsischen und des 
extrinsischen Hämostasesystems [12, 13, 26]. 

 

2.1.3 Fibrinolyse 

Während eine schnelle und effiziente Blutgerinnung im Falle einer Verletzung 

überlebenswichtig ist, kann eine Hyperkoagulabilität zu schwerwiegenden 

Komplikationen führen. Es ist daher essentiell, dass Koagulation und Antikoagulation in 

einem Gleichgewicht zueinanderstehen. Die physiologische Gerinnungshemmung wird 

auch als Fibrinolyse bezeichnet, deren Ziel der Abbau überflüssiger Fibringerinnsel und die 

Verhinderung einer Hyperkoagulation ist. Dadurch wird die Entstehung von Thromben 

und Embolien verhindert, die andernfalls zu schwerwiegenden Schädigungen des Körpers 

führen könnten [12, 13, 15]. Die Auflösung bestehender Gerinnsel erfolgt über Plasmin, 

das je nach Lokalisation durch Kallikrein, Gewebsplasminogenaktivator oder Urokinase 

aus seiner inaktiven Form, dem Plasminogen, gebildet wird. Bestehende Fibrinpolymere 

werden in lösliche Fibrinpeptide gespalten und abgebaut. Diese hemmen darüber hinaus 

die Thrombinbildung und Fibrinpolymerisation [13, 15]. 

Im Falle einer akuten Gefäßverletzung wird durch aktivierte Thrombozyten Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor 1 freigesetzt, der die Abspaltung des Plasmins aus Plasminogen und so 

die Fibrinolyse vorübergehend antagonisiert [13]. 
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Die Freisetzung verschiedener Thromboseschutzproteine stellt einen zusätzlichen 

präventiven antikoagulativen Mechanismus dar. Das Antithrombin (AT) ist dabei von 

besonderer Relevanz und dessen Rolle wird daher in Kapitel 2.1.4 detaillierter 

beschrieben. Weitere bedeutende Schutzproteine sind beispielweise Prostacycline, tissue 

factor pathway inhibitor (TFPI), α1-Antitrypsin und Protein C [12, 13, 15]. 

 

2.1.4 Antithrombin 

Antithrombin (AT, Antithrombin III, Serpin C1) spielt eine essentielle Rolle in der 

Gerinnungshemmung und Hämostase. Es handelt sich um ein Plasmaglykoprotein der 

Serpin-Superfamilie und Serinprotease-Inhibitor, das als Selbstmordsubstrat zahlreiche 

Gerinnungsfaktoren hemmt und so den intrinsischen und extrinsischen Weg der 

sekundären Hämostase antagonisiert [26, 39–43]. Die Synthese des Serpins erfolgt in der 

Leber und die physiologische Plasmakonzentration beträgt 0,125 mg/ml [26]. AT hemmt 

die Proteaseaktivität der Gerinnungsfaktoren FIIa, FIXa, FXa, FXIa und FXIIa, indem seine 

mobile reactive center loop (RCL) Domäne irreversible kovalente Bindungen mit den 

aktiven Zentren der Serinproteasen eingeht und diese so als inaktive Komplexe bindet 

(siehe Abbildung 3) [39]. Durch Bindung des basischen D-Helix des AT an Heparin oder 

Heparansulfat-Proteoglykanen kommt es zu einer erheblich gesteigerten antikoagulativen 

Aktivität [26, 40, 41, 44–47]. Die Bindung des D-Helix führt zu einer 

Konformationsänderung und somit zu einer Aktivierung der enzymatischen Aktivität des 

AT, indem eine vorherig versteckte Protease-interaktive exosite, die für die Interaktion 

mit den Koagulationsfaktoren essentiell ist, zugänglich gemacht wird [46, 48]. Aktiviertes 

AT inhibiert Faktor Xa und Faktor IIa über hundert-fach schneller als seine inaktivierte 

Form [49–51]. Die Pentasaccharid-Struktur GlcNAc6S-GlcA-GlcNS3S6S-IdoA2S-GlcNS6S 

des Heparins ist dabei für die Bindung und Aktivität des AT von besonders hohem 

Stellenwert [10, 52–55]. So konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der 3-O-Sulfatierung 

des 3,6-O-sulfatierten N-Sulfoglucosamins zu einer 105-fachen Reduktion der 

Bindungsaffinität führt [10]. Im Falle einer akuten Verletzung wird die antikoagulative 

Wirkung des AT durch anti-Plättchenfaktor 4 antagonisiert und ein effizienter 

Wundverschluss sichergestellt [13]. 
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Abbildung 3: Einfluss von Antithrombin auf das intrinsische und extrinsische System der sekundären Hämostase 
[13, 26]. 

 

2.2 Thrombozytäre Granula 

Thrombozyten enthalten eine Vielzahl von Mediatorstoffen, die in drei verschiedenen 

Granula gespeichert sind und nach einer Aktivierung freigesetzt werden können [56]. Man 

unterscheidet bei den Granula zwischen den Lysosomen, den dichten Granula und den α-

Granula, die sich in Funktion und Aufbau unterscheiden [57]. In den Granula sind Stoffe 

enthalten, die für die Funktionalität der Thrombozyten während der Hämostase, 

Thrombose, Entzündung, Angiogenese und Tumorgenese verantwortlich sind [58–60]. 

Die Lysosomen speichern Enzyme, die für den Abbau von Kohlenhydraten, Lipiden und 

Proteinen verantwortlich sind. Ein Thrombozyt enthält bis zu drei Lysosomen, in denen 

bspw. Cathepsine, Carboxypeptidasen, Glucosidasen, Phosphatasen und saure 

Hydrolasen gespeichert sind [14, 57]. 

Die dichten Granula enthalten hauptsächlich kleine Moleküle, welche die bereits 

aktivierte Hämostase verstärken, zu Entzündungsprozessen und im pathophysiologischen 

Fall zur Bildung von Thrombosen beitragen. Ein Thrombozyt enthält zwischen drei bis 

sechs dichte Granula [57], in denen unter anderem Adenosintriphosphat (ATP), ADP, 

Serotonin, Ca2+-Ionen und Polyphosphate enthalten sind [14, 61–63].  
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Jeder Thrombozyt enthält bis zu 80 Vesikel der α-Granula, in denen vor allem 

membranständige Adhäsionsproteine und lösliche funktionelle Proteine wie Zytokine und 

Mitogene gespeichert sind [57]. Im Falle einer Plättchenaktivierung kommt es zur 

Exozytose dieser Vesikel, was zu einer Präsentation der Adhäsionsproteine auf der 

thrombozytären Oberfläche und Sezernierung der Funktionsproteine führt [64]. 

Untersuchungen des Proteoms konnten zeigen, dass aus den α-Granula über 300 lösliche 

Proteine freigesetzt werden [65]. 

Die Funktionsproteine vermitteln dabei teils adversative Effekte, die auf eine eventuelle 

Kompartimentierung der α-Granula in Subpopulationen zurückzuführen sein könnten 

[57]. So sind zum Beispiel neben antikoagulativen Proteinen wie AT, tissue factor pathway 

inhibitor 1 (TFPI) oder plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) auch prokoagulative 

Enzyme wie Faktor V, Faktor IX, Faktor XIII und Plasminogen in den Granula gespeichert. 

Durch das Sekretom können außerdem pro- als auch antiangiogenetische Effekte 

vermittelt werden. Neben platelet-derived growth factor (PDGF) und vascular 

endothelium growth factor (VEGF) enthalten die Vesikel außerdem Angiostatin, 

Endostatin und Plättchenfaktor 4 (CXCL4). Es konnte gezeigt werden, dass die α-Granula 

sich anhand ihrer Reaktion auf Agonisten [66–69], ihrer Morphologie [70] und ihrer 

Beladung [66, 67, 71] unterscheiden lässt. Vesikel-assoziierte Membran-Proteine könnten 

dabei einen entscheidenden Einfluss auf die gezielte Sezernierung eines spezifischen 

Sekretoms nehmen [57]. 

Die enthaltenen Adhäsionsproteine können über Wechselwirkungen mit Liganden oder 

Rezeptoren Bindungen eingehen, die das Adhärieren an andere Thrombozyten, Endothel- 

oder Tumorzellen ermöglichen. Zu ihnen zählen zum Beispiel vWF, Fibrinogen, 

Thrombospondin und P-Selektin. Auch die Präsentation des GPIb-IX-V-Komplexes und des 

GPIIb/IIIa auf der Thrombozytenoberfläche sind auf die Exozytose der α-Granula 

zurückzuführen [14, 56]. 

Neben der Freisetzung der Mediatorstoffe nimmt die Exozytose der α-Granula außerdem 

Einfluss auf die Größe der Plättchen. Nach erfolgter Aktivierung kommt es zu einem 

schnellen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration, was zu einer Kontraktion 

des Zytoskeletts und einem Transport der Granula zur Plasmamembran führt. Soluble-N-

ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment-receptor Proteine vermitteln dann die 
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Fusionierung der Plasmamembran mit den Granula [72]. So kann im Zusammenspiel mit 

dem open canalicular system eine zwei- bis dreifache Vergrößerung der thrombozytären 

Oberfläche erreicht und die charakteristischen Pseudopodien ausgebildet werden 

[14, 72]. 

 

2.3 Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung 

Tumorzellen sind befähigt Thrombozyten mittels diverser Mechanismen zu aktivieren, 

was auch als Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung (TCIPA) bezeichnet wird [73]. 

Neben der erhöhten Gefahr einer hämatogenen Metastasierung durch die zahlreichen 

Überlebensvorteile, die sich die entarteten Zellen durch die Aktivierung der Blutplättchen 

sichern [8, 74], besteht für den Krebspatienten darüber hinaus ein signifikant erhöhtes 

Risiko thromboembolische Komplikationen zu erleiden [75–79]. Lebensgefährliche 

ischämische Schlaganfälle oder akute Myokardinfarkte können durch Thromboembolien 

verursacht werden [77]. Die Mechanismen mittels derer Tumorzellen die Thrombozyten 

aktivieren können, lassen sich in drei Klassen unterteilen [80]. Man unterscheidet 

zwischen der TCIPA durch direkten Oberflächenkontakt mit Tumorzellen, durch 

Ausschüttung parakriner Aktivatoren oder durch Aktivierung des Blutgerinnungssystems 

[80, 81]. Die relevantesten Aktivierungsmechanismen werden in Abbildung 4 schematisch 

dargestellt. 
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Abbildung 4: Schematische und vereinfachte Darstellung der unterschiedlichen Mechanismen einer TCIPA (Neu 
verwendete Abkürzungen: CLEC-2 = C-type lectin-like receptor; δ = dichte Granula; Podo = Podoplanin; 
PSL = P-Selektin-Ligand; TXR = Thromboxan-Rezeptor; αIIbβ3 = GPIIb/IIIa) [81, 82]. Die Grafik wurde mit 
BioRender erstellt. 

 

2.3.1 Kontakt-mediierte Thrombozytenaktivierung 

Ein direkter Zell-Zell-Kontakt kann eine TCIPA initiieren. Dabei kommt es zu einem 

Wechselwirken zwischen Adhäsionsmolekülen und den korrespondierenden Rezeptoren, 

was die Aktivierung der Thrombozyten zur Folge hat. Das Adhäsionsmolekül P-Selektin 

spielt eine wichtige Rolle während der hämatogenen Metastasierung und beeinflusst die 

TCIPA [83, 84]. Kommt es zu einer Thrombozytenaktivierung, wird das in den α-Granula 

der Thrombozyten gespeicherte Selektin an die Oberfläche transloziert. Dort kann es mit 

einer Vielzahl an Oligosacchariden in einer Ca2+-Ionen-abhängigen Reaktion interagieren 

und als Adhäsionsrezeptor fungieren. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass P-

Selektin neben seiner Rolle in der Adhäsion auch eine Funktion bei der Aktivierung von 

Thrombozyten spielt, indem es beispielsweise ein intrazelluläres signaling in den 
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Thrombozyten induziert [84, 85]. Es konnte ebenfalls demonstriert werden, dass P-

Selektin alleinig eine TCIPA induzieren kann [86]. Einige Tumorzelllinien können P-

Selektin-Liganden wie Sialyl Lewis X (sLex) oder P-Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL-1) 

exprimieren und so Heteroaggregate mit Thrombozyten ausbilden [87]. Tumorzellen 

können außerdem Muzine sezernieren, die an das P-Selektin der Thrombozyten und an 

L-Selektin von Neutrophilen binden und diese in räumliche Nähe zueinander bringen. Die 

in den Heteroaggregaten eingebundenen Neutrophilen schütten dann Cathepsin G aus, 

das die Thrombozyten über den Protease-aktivierten Rezeptor 4 (PAR-4) aktiviert [88, 89]. 

Thrombozyten tragen auf ihrer Oberfläche das Integrin α6β1, welches von Tumorzellen 

durch das membranständige disintegrin and metalloproteinase domain-containing 

protein 9 (ADAM9) stimuliert werden kann, was wiederum zu einer Aktivierung der 

Thrombozyten, der Ausbildung von Pseudopodien und einer verstärkten P-Selektin-

Präsentation auf der thrombozytären Oberfläche führt [90]. Die Aktivierung des Integrins 

hängt dabei stark von der simultanen Stimulation des GPVI ab, da die durch Integrin α6β1 

vermittelte Thrombozytenaktivierung in Abwesenheit des Glykoproteins stark attenuiert 

ist [91]. GPVI ist ein auf Thrombozyten lokalisiertes Glykoprotein, das eine wichtige Rolle 

bei der Kollagen-vermittelten Adhäsion und Aggregation von Thrombozyten einnimmt. 

GPVI kann außerdem durch einige Tumorentitäten durch die Präsentation von Galectin-3 

aktiviert werden [92, 93].  

Ein weiteres Adhäsions-assoziiertes Integrin, das im Kontext der TCIPA von Relevanz ist, 

ist das auf der Oberfläche von Thrombozyten befindliche GPIIb/IIIa. Der Plättchenrezeptor 

spielt im physiologischen Kontext eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaggregation. 

Tumorzellen können diesen Rezeptor ebenfalls auf ihrer Oberfläche exprimieren und so 

Heteroaggregate mit Thrombozyten über Bindung von Fibrinogen oder vWF ausbilden 

[81, 83, 94]. Durch eine Tumorzell-induzierte Aktivierung von Endothelzellen wird vWF 

aus den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzellen sezerniert und die Bindung an 

Thrombozyten erleichtert [95]. Es konnte gezeigt werden, dass die Ausschüttung von vWF 

die Progression und Metastasierung von Krebszellen fördert [96] und in der tumoralen 

Mikroumgebung zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität, Angiogenese und EMT führt [97]. 

Die Interaktion des GPIb-IX-V mit vWF resultiert dann in einer verstärkten Expression von 
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GPIIb/IIIa [98, 99]. Die Inhibition von GPIb-IX-V oder vWF führt zu einer reduzierten 

Tumorzell-Thrombozyten-Interaktion [100].  

C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) ist ein thrombozytärer Adhäsionsrezeptor, dessen 

Agonist das transmembranäre Glykoprotein Podoplanin ist. Durch Bindung kommt es zu 

einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration und dadurch zur Exozytose der 

thrombozytären Granula [101]. Eine Podoplanin-Überexpression konnte in zahlreichen 

Tumorentitäten beobachtet werden und wird mit einer gesteigerten Malignität assoziiert 

[81, 102, 103]. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass eine hohe Podoplanin-

Expression in primären Hirntumoren mit einem erhöhten Risiko für venöse 

Thromboembolien einhergeht [104]. 

 

2.3.2 Parakrine Thrombozytenaktivierung 

Tumorzellen können mittels einer parakrinen Stimulation eine TCIPA induzieren. Dabei 

werden Botenstoffe mit prokoagulativer Wirkung ausgeschüttet, die zu einer Aktivierung 

der Thrombozyten führen. Ein solcher Initiator ist beispielsweise ADP, das im 

physiologischen Kontext vor allem in den dichten Granula der Thrombozyten gespeichert 

und im Falle einer Aktivierung in die Umgebung abgegeben wird [56]. Einige 

Tumorzelllinien können ebenfalls ADP freisetzen und dadurch Thrombozyten über die 

purinergen Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 aktivieren [82, 105–107]. Die Aktivierung der 

Plättchen durch ADP führt neben dem shape change zu einer Freisetzung verschiedener 

Wachstumsfaktoren und Thromboxan A2 (TXA2) [107–110]. Auch TXA2 kann eine parakrin-

mediierte TCIPA induzieren, indem es den thrombozytären Thromboxan A2-Rezeptor 

(TXR) aktiviert [111]. Die Plättchen vollführen ebenfalls einen shape change und es kommt 

zur Degranulation [112]. TXA2 wird in den Thrombozyten durch die TXA2-Synthase aus 

Arachidonsäure synthetisiert und fungiert daher ähnlich wie ADP sowohl als para- als auch 

als endokriner Aktivator [113]. 

Ein weiterer Aktivator ist das high-mobility group box 1 (HMGB1), das den toll-like 

receptor 4 (TLR4) auf der Oberfläche von Thrombozyten aktiviert. Eine erhöhte Expression 

von HMGB1 wurde in einer Vielzahl verschiedener solider Tumor beobachtet und mit 
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einem gesteigerten Invasions- und Metastasierungspotential assoziiert. Eine erhöhte 

HMGB1-Expression konnte unter anderem in neoplastischen Geweben aus Prostata, 

Kolon, Pankreas und Brust beobachtet werden [114, 115]. 

2.3.3 Thrombozytenaktivierung mittels Aktivierung des Blutgerinnungssystems 

Der wohl am häufigsten beschriebene und effizienteste Aktivierungsmechanismus ist die 

Stimulation der plasmatischen Gerinnungskaskade über die Präsentation oder 

Ausschüttung der Gewebsthrombokinase (tissue factor, TF). Zahlreiche Tumorentitäten 

präsentieren auf ihrer Oberfläche TF oder sezernieren TF-beladene Mikrovesikel [116–

121]. TF aktiviert zusammen mit FVII das extrinsische System der sekundären Hämostase 

mittels Ausbildung des Prothrombinasekomplexes (siehe Abschnitt 2.1.2) [122, 123]. Das 

Level der TF-Expression korreliert mit der Aggressivität der jeweiligen Tumorzellentität, 

beeinflusst das Thromboserisiko und beeinflusst die Prognose des betroffenen Patienten 

[124–126]. Neben der intrinsischen TF-Expression sind einige Tumorzellen befähigt über 

die Ausschüttung von Tumornekrosefaktor α (TNF-α) Endothelzellen zu aktivieren, die 

dann ihrerseits TF ausschütten können [124, 127]. Sobald die sekundäre Hämostase 

aktiviert ist, kommt es zu einer positiven Rückkopplungsschleife und der verstärkten 

Thrombozytenaktivierung. Thrombin, das aus der enzymatischen Kaskade der sich 

gegenseitig aktivierenden Zymogene des Hämostasesystems gebildet wird, kann so 

beispielsweise weitere Thrombozyten über PAR-1 und PAR-4 aktivieren [128] – wobei 

PAR-1 der effizienteste Rezeptor für eine Thrombin-induzierte Aktivierung ist [129]. Eine 

Überexpression von PAR-1, PAR-3 und PAR-4 konnte ebenfalls in entarteten Zellen 

beobachtet werden, wobei insbesondere die PAR-1-Überexpression mit der Entwicklung 

und dem Fortschreiten einer Tumorerkrankung in Verbindung gebracht werden konnte 

[130, 131]. Einige Tumorzelllinien können außerdem eine TF-unabhängige Generierung 

von Thrombin induzieren. Die Freisetzung der Cysteinprotease cancer procoagulant (CP) 

führt zu einer direkten Aktivierung des Faktor X und ist somit unabhängig von Faktor FVII 

und TF [132, 133]. Es konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass Lungenkarzinomzellen 

Thrombin direkt bilden und sezernieren können [134]. Die Aktivierung der Plättchen führt 

zudem zu einer verstärkten Präsentation des GPIIb/IIIa auf der Oberfläche von 

Thrombozyten, und begünstigt so auch andere TCIPA-initiierende Mechanismen (siehe 

Abschnitt 2.3.1) [135]. 
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2.4 Hämatogene Metastasierung 

Im Jahr 1829 beschrieb Récamier erstmals die invasive Ausbreitung von Tumoren in 

entfernte Gewebe und prägte den Begriff „Metastasierung“ [136]. Es handelt sich dabei 

um einen komplexen und dynamischen Prozess, der bei der Progression von 

Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle spielt. Dieser Prozess ist Hauptursache für 

die meisten Tumor-assoziierten Komplikationen und Todesfälle und führt häufig zum 

Versagen des durchgeführten Therapieregimes [6, 7, 137]. Metastasierung bezeichnet 

den Vorgang, bei dem sich entartete Zellen aus dem Primärtumor lösen, im Körper 

verbreiten und schließlich in entfernten Geweben oder Organen Sekundärtumore 

ausbilden [137]. Man unterscheidet dabei zwischen zwei verschiedenen Arten, die 

lymphatische und die hämatogene Metastasierung, in Abhängigkeit von dem zur 

Verbreitung genutzten Gefäßsystem [6]. Im Falle der hämatogenen Metastasierung 

erfolgt die Dissemination der entarteten Zellen über das Blutsystem. Die erfolgreiche 

Ausbildung eines sekundären Tumors setzt ein Durchlaufen einer komplexen, 

metastatischen Kaskade voraus, was nur wenigen disseminierten Zellen gelingt 

[6, 138, 139].  

Im ersten Schritt der hämatogenen Metastasierung kommt es zu einer 

Neovaskularisierung des Primärtumors, was einerseits den stetig steigenden Nährstoff- 

sowie Sauerstoffbedarf des neoplastischen Gewebes kompensiert und andererseits die 

spätere Intravasation in das Blutsystem ermöglicht [140, 141]. Die verstärkte 

Vaskularisation wird durch die Freisetzung proangiogenetischer Substanzen wie TGF-β 

(transforming growth factor), VEGF und PDGF bewerkstelligt, die von den Tumorzellen 

selbst als auch aus der umgebenden Zellmatrix sezerniert werden können [141, 142]. 

Kommt es zum Beispiel zu einer Hypoxie, wird der Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxie-

induzierter Faktor 1) aktiviert und vermehrt VEGF ausgeschüttet [143]. Die neu gebildeten 

Gefäße weisen zwar oftmals eine fehlerhafte Architektur und eine eingeschränkte 

Funktionalität auf, die die Tumorprogression und Metastasierung jedoch begünstigen 

können. Eine starke Fenestrierung der Gefäße erleichtert so beispielsweise die 

Intravasation von Tumorzellen in die Blutlaufbahn [144]. Durch die eingeschränkte 

Funktionalität der Gefäße kann es erneut zu Hypoxien innerhalb des Tumors kommen, 

was neben einer erneuten HIF-1-induzierten VEGF-Ausschüttung auch zu einer Selektion 
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und somit zu einer gesteigerten Invasionsfähigkeit und Aggressivität der Tumorzellen 

führen kann [140, 143, 145]. 

Um ein Blutgefäß infiltrieren zu können, muss sich die Tumorzelle zunächst aus dem 

Gewebeverbund des Tumors lösen und durch die extrazelluläre Matrix (EZM) hin zum 

nächstgelegenen Blutgefäß migrieren. Dafür durchlaufen die Tumorzellen eine epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) und induzieren eine proteolytische Degradation der EZM 

[146, 147]. Die Inflammation des Gewebes rund um den Primärtumor sorgt für ein 

Einwandern von Makrophagen. Über die Ausschüttung diverser Zyto- und Chemokine 

induziert das tumorale Gewebe eine Differenzierung der Makrophagen hin zum M2-

Subtyp. So wird verhindert, dass es zur Aktivierung einer T-Zellreaktion durch 

proinflammatorische M1-Typ Makrophagen kommt. Tumor-assoziierte M2-Makrophagen 

inhibieren die T-Zell-Aktivität und schützen den Tumor so vor Phagozytose. Außerdem 

werden Matrix Metalloproteasen (MMP) wie MMP-7 und MMP-9 ausgeschüttet, die 

Peptidbindungen der EZM katalytisch aufspalten [146, 147]. Des Weiteren kann durch 

Sezernierung von MMP-2, Interleukin-1 und VEGF die Angiogenese erneut angeregt 

werden [147, 148]. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass Tumor-assoziierte 

Makrophagen häufig in Mammakarzinomen vorkommen [149]. Durch die Expression von 

Aromatase können die Makrophagen Androgene zu Östrogen oxidieren und so das 

Tumorwachstum beeinflussen [150]. Neben Makrophagen begünstigen Tumorzell-

assoziierte Fibroblasten (TAF) die Tumorigenese ebenfalls über die Sekretion 

verschiedener Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und mittels Degradation der 

EZM [151–153]. Orimo et al. konnten zeigen, dass TAF über die Ausschüttung von stromal 

cell-derived factor 1 (SDF-1) Wachstum, Invasivität und Neovaskularisation von 

Brustkrebszellen fördern können [154]. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Teilschritte der metastatischen Kaskade der hämatogenen 
Metastasierung: 1.) Neovaskularisation und enzymatische Degradation der Basalmembran sowie der 
EZM durch Tumorzellen des Primärtumors und Tumorzell-assoziierte Makrophagen und Fibroblasten 
gefolgt von einer aktiven Lokalinfiltration der entarteten Zellen in die EZM. 2.) Intravasation in Blutgefäß 
und Eintritt in das Blutsystem. 3.) Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung führt zur Ausbildung 
von Heteroaggregaten, durch die sich die disseminierten Zellen vor hämodynamischem Scherstress und 
Immunabwehr schützen. 4.) Extravasation aus dem Blutsystem. 5.) Bildung einer Mikrometastase unter 
Ausnutzung der prämetastatischen Nische. 6.) Metastatische Kolonisation und Ausbildung eines 
vaskularisierten Sekundärtumors [155]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 

Durch die Interaktion mit der tumoralen Mikroumgebung können Tumorzellen eine 

gesteigerte Motilität erlangen und die zuvor degradierte EZM infiltrieren. Aktivierte 

Thrombozyten schütten beispielweise das Zytokin TGF-β1 aus und induzieren so eine EMT 

in den Tumorzellen [156, 157]. Die Zellen verlieren dabei ihren epithelialen Phänotypen 

und nehmen eine mesenchymale Gestalt an, die sich durch eine gesteigerte Zellmotilität 

auszeichnet [158, 159]. Dies geschieht durch den verstärkten Abbau des 

Adhäsionsproteins E-Cadherin. Dieser Prozess verhindert epitheliale Zell-Zell-Adhäsionen, 

die apikobasale Zellpolarität wird reduziert und das Herauslösen einzelner Zellen aus dem 

Zellverband erleichtert [160, 161]. Parallel kommt es zu einer gesteigerten N-Cadherin 

Expression, was auch als cadherin-switch bezeichnet wird und dessen Resultat ein 

verstärktes Migrations- und Invasionsverhalten der Zellen ist [158, 162, 163]. Neben der 
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gesteigerten Motilität nehmen Zellen mesenchymalen Phänotyps Stammzell-ähnliche 

Eigenschaften an und sind resistenter gegen Zytostatika sowie Apoptose [144, 164–166]. 

Treffen Tumorzellen während ihrer Migration durch die EZM auf ein Blutgefäß, kann es 

zur Intravasation und zur Infiltration in das Blutsystem kommen. Dort angekommen 

werden die Zellen erheblichen Belastungen ausgesetzt [8]. Durch Interaktion mit 

verschiedenen Blutkompartimenten sichern sich Tumorzellen essentielle 

Überlebensvorteile, die eine erfolgreiche Dissemination über das Blutsystem 

ermöglichen. So interagieren die entarteten Zellen beispielsweise mit Endothelzellen, 

Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten, Mastzellen und Thrombozyten. Insbesondere 

die Interaktion mit Thrombozyten ist im Kontext der hämatogenen Metastasierung von 

besonderer Relevanz, wie Camerer et al. anhand eines in vivo Mausmodells zeigen 

konnten. Hierfür wurde das Metastasierungsverhalten in nuclear factor nucleotid-

derived 2 (NFE2) defizienten Mäuse untersucht. Durch den NFE2-knockout wurde die 

Reifung der Megakaryozyten der Mäuse und in Konsequenz die Bildung von 

Thrombozyten unterbunden. Verglichen mit der Kontrollgruppe, wurde die 

experimentelle Metastasierung in den NFE2-defizienten Mäusen fast vollständig inhibiert 

[167].  

Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, können Tumorzellen über verschiedene Mechanismen 

Thrombozyten aktivieren [81]. Diese schütten dann eine Fülle von Mediatorstoffen aus 

ihren Granula aus, bilden Pseudopodien und vernetzen sich mit den Tumorzellen zu 

Heteroaggregaten. Durch diese Tumorzell-Thrombozyten-Kohäsion ummanteln sich die 

Tumorzellen förmlich mit einer Thrombozytenschicht und schützen sich so vor dem im 

Blutstrom herrschenden hämodynamischen Scherstress und tarnen sich vor der 

körpereigenen Immunabwehr [8, 81, 84]. Durch die Aktivierung der Thrombozyten 

werden mittels Exozytose der α-Granula Adhäsionsproteine wie P-Selektin oder GPIb-IX-

V auf der Oberfläche der Thrombozyten präsentiert. Dies hat ein Abbremsen der 

Heteroaggregate im Blutstrom zur Folge, was die spätere Extravasation der Tumorzellen 

erleichtert [14]. Neutrophile Granulozyten können sich darüber hinaus über 

Wechselwirkungen mit L-Selektin, sLex und CD11 in die Heteroaggregate einlagern und so 

die leukozytäre Erkennung der zirkulierenden Tumorzellcluster und die Lyse durch NK-

Zellen verhindern. Über die Präsentation von Integrinen und Selektinen tragen die 
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Granulozyten zu einer Arretierung der Tumorzellcluster im Kapillarbett bei, wodurch 

Extravasation und Transmigration durch das Endothel begünstigt werden [168]. Durch die 

Ausschüttung von TGF-β1 aus den aktivierten Thrombozyten kommt es erneut zu einer 

EMT der Tumorzellen. Des Weiteren bewirkt TGF-β1 eine Herunterregulierung von NKG2D 

(NK-Zellen aktivierender Rezeptor) und schützt die disseminierten Zellen so vor der Lyse 

durch NK-Zellen [169]. Neben der direkten Auswirkung des TGF-β1 auf die zirkulierenden 

Tumorzellen, ist es auch an der Ausbildung prämetastatischer Nischen beteiligt [151, 156].  

Neben den zirkulierenden Tumorzellclustern ist auch das Zielgewebe aktiv am Erfolg der 

Etablierung einer Metastase beteiligt. Der Primärtumor initiiert mittels eines 

mehrstufigen Prozesses die Ausbildung einer prämetastatischen Nische, um so das 

sekundäre Gewebe auf das Einnisten der Tumorzellen vorzubereiten. Die primären 

Tumorzellen setzen sekretorische Faktoren und extrazelluläre Vesikel frei, die bereits vor 

der Dissemination in der Mikroumgebung des Zielorgans zu einer Immunsuppression, 

einer Reorganisation der EZM und einer gesteigerten Permeabilität der Vaskularisierung 

des Gefäßes führen [170]. Der Primärtumor ist befähigt TF-beladene Mikrovesikel zu 

sezernieren, die in entfernten Geweben Thrombozyten oder Endothelzellen aktivieren 

können [116, 119, 121]. Die Aktivierung der Thrombozyten hat eine Ausschüttung der 

Chemokine CXCL5 und CXCL7 zur Folge, die mittels einer Rekrutierung neutrophiler 

Granulozyten zu einer Ausbildung metastatischer und prämetatstatischer Nischen 

beiträgt [171]. Zusätzlich wird VEGF exprimiert, wodurch das Nährstoffangebot in der 

metastatischen Nische erhöht wird [172]. 

Kommt es zu einer Adhäsion des zirkulierenden Zellclusters an das Gefäßendothel, 

können diese durch transendotheliale Migration in die prämetastatische Nische gelangen. 

Dort angekommen, durchlaufen die Tumorzellen eine mesenchymal-epitheliale Transition 

(MET) und bilden wieder einen epithelialen Phänotyp aus. Es kommt zur Kolonialisierung 

des Zielorgans und der Ausbildung einer Mikrometastase, die durch Größenwachstum 

und Neovaskularisation zu einer sekundären Metastase heranreift [7, 144]. 
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2.5 Glykokalyx 

Die Glykokalyx beschreibt eine aus Glykanen bestehende multifunktionale und gelartige 

Schicht, welche die luminalen Oberflächen von Zellen umgibt. Sie setzt sich aus 

membranständigen Proteoglykanen (PG), Glykoproteinen (GP), Glykosaminoglykanketten 

(GAG) und adhärenten Plasmaproteinen zusammen [173–177]. Über sie wird die 

Interaktion der Zelle mit Plasmaproteinen, Enzymen, Enzyminhibitoren, 

Wachstumsfaktoren und Zytokinen vermittelt [177–180]. 

 

2.5.1 Komponenten und Funktionen der Glykokalyx 

Ein Kompartiment der Glykokalyx sind Glykoproteine, an deren Kern kurze verzweigte 

Oligosaccharid-Ketten gebunden sind [181]. Sie fungieren vor allem als 

Adhäsionsrezeptoren und beeinflussen so die Leukozytenadhäsion und 

Entzündungsprozesse. So haben beispielsweise Integrine, E-Selektin, P-Selektin, 

intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) oder vascular cell adhesion molcule 1 (VCAM-

1) Oligosaccharide an sich gebunden und werden daher als Glykoproteine klassifiziert 

[177, 181]. Neben den Zelladhäsionsmolekülen beherbergt die Glykokalyx auch 

Glykoproteine, die bei der Gerinnung, Fibrinolyse und Hämostase eine wichtige Rolle 

spielen. Ein Beispiel ist GPIb-IX-V, das auf Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert 

wird und vWF binden kann [182].  

Proteoglykane bestehen aus Kernproteinen, an die über eine kovalente Bindung GAG-

Ketten und Sialoglykoproteine gebunden sind. Die Kernproteine können entweder über 

einen Glykophosphatidyl-Anker oder über eine transmembranäre Domäne, die mit dem 

Zytoskelett verbunden ist, auf der Zelloberfläche immobilisiert werden. An das 

Kernprotein werden dann lange, lineare GAG-Ketten gebunden, die aus einer hohen 

Anzahl von Disaccharrid-Einheiten aufgebaut sind und auf Grund ihrer zahlreichen 

negativen Ladungen einen stark hydrophilen Charakter haben [176]. Die Klassifizierung 

der GAG erfolgt anhand der zu einer Kette verknüpften Disaccharid-Einheiten [180]. 

Heparansulfate (HS), Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Keratansulfate und 

Hyaluronsäuren sind dabei die auf Zelloberflächen dominierenden GAG. Diese an das 
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Kernprotein gebundenen Ketten reichen dann in den extrazellulären Raum der Zelle und 

werden so auf der zellulären Oberfläche präsentiert [175, 176, 183]. Lösliche 

Komponenten, wie z.B. diverse Proteine oder lösliche Proteoglykane, betten sich in das 

Netz aus Proteoglykanen und Glykoproteinen ein und beeinflussen im hohen Maße die 

Funktionalität der Glykokalyx [181].  

In neoplastischen Geweben ist die Glykokalyx der Tumorzellen signifikant größer und 

deutlich robuster als die von gesunden Zellen [175, 184]. Durch eine veränderte 

Expression Glykokalyx-modifizierender Enzyme erlangt die entartete Zelle etliche Vorteile 

hinsichtlich der Tumorprogression. So beeinflusst die kanzeröse Glykokalyx Funktionen 

von transmembranären Rezeptoren, Integrin-vermittelte Signalwege, Zell-Zell- und Zell-

EZM-Interaktionen und die Immunerkennung [174]. Es konnte gezeigt werden, dass eine 

vergrößerte, voluminösere Glykokalyx mit einer erhöhten Migrationsrate und einer 

potenteren Metastasierung einhergeht [185, 186]. 

Etwa 50 – 90 % der Gesamtmenge der in der Glykokalyx befindlichen Proteoglykane 

machen Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) aus [177, 187]. Daher soll im folgenden 

Abschnitt näher auf die Bedeutung der HSPG eingegangen werden. 

 

2.5.2 Heparansulfat-Proteoglykane 

Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) werden ubiquitär auf der Oberfläche und EZM von 

Säugetierzellen exprimiert [188–192]. Sie haben eine Schlüsselfunktion bei einer Vielzahl 

physiologischer und pathophysiologischer Prozesse, wie z.B. der Zellkommunikation,  

-differenzierung, -wachstum und -morphogenese. Es handelt sich dabei um 

Glykoproteine, die aus einer oder mehreren Heparansulfatketten (HS) bestehen [193]. HS 

sind lange, lineare, anionische Glykosaminglykanketten (GAG), die sich aus sich 

wiederholenden Disaccharideinheiten, bestehend aus N-Acetyl-Glucosamin (GlcNAc) und 

Glucuronsäure (GlcA) oder der C5-epimerisierten Variante Iduronsäure (IdoA), 

zusammensetzen und über α-1,4- oder β-1,4-glykosidische Bindungen verknüpft sind 

[10, 188, 194–197]. Diese Makromoleküle steuern etliche zelluläre 

Regulationsmechanismen, die mit Zellwachstum, Proliferation, Migration, Invasion, 
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Zelladhäsion, Membrantransport, Angiogenese und der Bildung extrazellulärer 

Gradienten assoziiert werden [191, 198]. Des Weiteren spielen sie in physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen eine essentielle Rolle, in dem sie die 

Embryonalentwicklung, den Gewebeumbau, den Aufbau und die Aufrechterhaltung der 

EZM, die Stoffwechselhomöostase, die Abwehr von Pathogenen und 

Entzündungsprozesse steuern [199–204]. HSPG agieren als Liganden oder Korezeptoren 

in verschiedenen Signalkaskaden wie dem VEGF-, FGF-, Wnt-, Notch-, IL-6/JAK-STAT3- 

oder NF-κB-signaling [205]. Insbesondere die strukturellen Merkmale der HS, 

einschließlich Länge und Sulfatierungsmuster, sind dabei entscheidend für die 

biologischen Funktionen der HSPG, da diese Merkmale die Selektivität und Affinität der 

HS bestimmen. Diese strukturelle Vielfalt resultiert aus einem streng regulierten 

Biosyntheseweg, der je nach Organ, Entwicklungsstadium oder Pathologie 

verschiedentlich ausgeprägt ist [195, 206]. HS und andere sulfatierte GAG gehören zu den 

am stärksten negativ geladenen Biopolymeren und die Variation der Anzahl und Länge der 

Ketten sowie der Modifikationen führen zu einer enormen Polydispersität hinsichtlich 

ihrer Funktion und Erscheinung. Aufgrund der stark ausgeprägten negativen Ladung 

binden zahlreiche Proteine, darunter Vertreter der fibroblast growth factor-Familie und 

deren Rezeptortyrosinkinasen, transforming growth factors, Wnt-Proteine, Chemokine, 

Interleukine, Enzyme und Enzyminhibitoren, Lipasen sowie EZM- und Plasmaproteine, an 

die HS-Ketten [195, 207, 208]. Durch die Interaktion mit zahlreichen Liganden und 

Strukturproteinen sowie der Modulation verschiedener Signalwege, welche die 

Zelltransformation und -proliferation beeinflussen, übernehmen die HSPG außerdem eine 

essentielle Rolle im neoplastischen Kontext durch ihre Beteiligung an Tumorwachstum 

und Metastasierungsprozessen [189, 204, 209–211]. 

HSPG können abhängig vom Ort ihrer Präsentation drei Gruppen zugeordnet werden. Eine 

Gruppe bilden die membranständigen HSPG, zu denen die Syndecane und die 

Glykosylphosphatidylinositol-verankerten Proteoglykane (Glypicane) gehören. Des 

Weiteren gibt es die sezernierten, extrazellulären Matrix-HSPG, zu denen beispielsweise 

Agrin, Perlecane, Testicane und Typ-XVIII-Kollagen zählen. Vertreter der dritten und 

letzten Gruppe ist das sekretorische Vesikelproteoglykan Serglycin [191, 201, 206]. 
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Membranständige HSPG werden auf der Basalmembran präsentiert und interagieren mit 

anderen Komponenten der EZM, was bspw. die Migration der Zellen ermöglicht. Sie 

erleichtern so die Zellmotilität, Zell-Zell-Interaktion und EZM-Adhäsion mittels Interaktion 

mit Zelladhäsionsrezeptoren und Integrinen. In der Leber spielen die membranständigen 

HSPG eine wichtige Rolle, da sie die Elimination gebundener Rezeptorliganden regulieren 

und so entscheidend in den Lipoprotein-Metabolismus eingreifen [191, 212]. 

Serglycin ist ein HSPG, das hauptsächlich intrazellulär in endothelialen und 

hämatopoetischen Zellen vorkommt [195, 213–215]. Es wird vor allem in 

unterschiedlichen Speichergranula exprimiert, wodurch die Beladung der sekretorischen 

Vesikel reguliert wird. Die enzymatische Aktivität der in den Granula befindlichen 

Proteasen wird durch Wechselwirken mit Serglycin aufrechterhalten und so verschiedene 

biologische Aktivitäten reguliert (z.B. Gerinnung und Wundheilung). In Mastzellen wird 

ebenfalls Sergylcin exprimiert, an das mittels kovalenter Bindung diverse 

Chondroitinsulfate und Heparin gebunden sind [193, 216].  

Die Biosynthese der HS-Ketten, an der in Säugetieren bis zu 26 Enzyme beteiligt sind [195], 

findet an der Schnittstelle zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-

Apparat statt [181, 194, 206]. Erster Schritt der Biosynthese ist der Aufbau eines GAG-

Protein Linkers, der die spätere kovalente Bindung der HS-Kette an das Proteoglykan-

Kernprotein vermittelt. Dafür wird zunächst ein Xylosemolekül (Xyl) durch XYLT1 und 

XYLT2 (Xylosyltransferase) auf einen Serinrest des Kernproteins übertragen. An die Xylose 

wird dann durch Galaktosyltransferase 1 (GALT1) ein Galaktosemolekül (Gal) β-1,4-

glykosidisch angebunden. GALT2 bindet dann wiederum über eine β-1,3-glykosidische 

Bindung ein weiteres Gal-Molekül. Glucuronyltransferase 1 (GLCAT1) vermittelt dann eine 

β-1,3-glykosidische Anbindung eines Glucuronsäuremoleküls (GlcA), wodurch der 

Tetrasaccharid-Primer GlcA-Gal-Gal-Xyl fertiggestellt wird. Exostosin like 

glycosyltransferase 3 (EXTL3) überträgt eine N-Acetyl Glucosamin-Einheit und bereitet die 

HS-Kette auf die anschließende Elongation durch Exostosine (EXT) vor [195]. EXT1 und 

EXT2 polymerisieren GlcA- und GlcNAc-Einheiten zu Ketten [195, 201]. Im letzten Schritt, 

der Reifung der fertigen HS-Kette, kommt es durch eine Reihe von HS-modifizierenden 

Enzymen zu Sulfatierungen, Deacetylierungen und Epimerisierungen, die entscheidenden 

Einfluss auf die Funktionalität der HSPG nehmen. Vermittelt werden diese Veränderungen 
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durch N-Deacetylase/N-Sulfotransferasen (NDST), HS-D-Glucuronyl C5-Epimerase 

(HSGLCE) und diverse O-Sulfotransferasen (HS2ST, HS3ST, HS6ST) 

[10, 193, 195, 197, 208, 217–220]. Durch diese Modifikationen und weitere 

postsynthetische Veränderungen der HS-Ketten durch 6-O-Endosulfatasen (SULF-1 und 

SULF-2) oder Heparanase erlangen die HSPG ihre Polydispersität [195, 197, 221]. 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus von Heparansulfaten und der für die Ausbildung der AT-
Bindungsstelle notwendigen Modifikationen der HS-Kette. Im Golgi-Apparat wird der Tetrasaccharid-
Primer Xyl-Gal-Gal-GlcA durch XYLT1, XYLT2, GALT1, GALT2 und GLCAT1 ausgebildet. An diesen wird 
durch EXTL3 GlcNAc angebunden. EXT1 und EXT2 polymerisieren die HS-Kette, die im späteren Verlauf 
durch diverse Enzyme modifiziert wird. NDST vermitteln die N-Deacetylierung und anschließende N-
Sulfatierung von GlcNAc. HS6ST kann dann eine 6-O-Sulfatierung Glc oder GlcNAc vermitteln. GlcA wird 
durch HSGLCE zu IdoA epimerisiert. Im Folgenden wird IdoA durch HS2ST 2-O-sulfatiert. HS3ST 
synthetisiert 3-O-Sulfatierungen an. Oberhalb der schematischen HS-Kette wird die Strukturformel des 
Antithrombin-bindenden Pentasaccharids abgebildet. (GlcNAc6S = 6-O-sulfatiertes N-Aceytlglucosamin; 
GlcA = Glucuronsäure; GlcNS3S6S = 3,6-O-sulfatiertes N-Sulfoglucosamin; IdoA2S = 2-O-sulfatierte L-
Iduronsäure; GlcNS6S = 6-O-sulfatiertes N-Sulfoglucosamin) [10, 54, 195, 222–224]. Die Grafik wurde mit 
BioRender erstellt. 

Dies ermöglicht, dass HSPG als Rezeptoren für Proteasen oder Proteaseinhibitoren 

fungieren und so deren räumliche Verteilung und Aktivität regulieren können. Ein 

prominentes Beispiel für solch eine spezifische Regulation ist die Bindung von 

Antithrombin durch Heparin oder HSPG und die darauffolgende Aktivierung des 

Serinproteaseinhibitors [225]. Dass sulfatierte GAG-Ketten eine antikoagulative Wirkung 

aufweisen können und diese auf der Bindung von Antithrombin basiert, ist bereits länger 

bekannt. So wurde bereits 1916 das Heparin und dessen antikoagulative Wirkung 

entdeckt und beschrieben [226]. 1939 wurde dann nachgewiesen, dass die 

antikoagulative Wirkung des Heparins auf die Anwesenheit eines im Plasma befindlichen 
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Kofaktors angewiesen ist [227]. In den 1950er Jahren wurde dann herausgefunden, dass 

dieser Kofaktor Antithrombin ist und Heparine die antikoagulative Wirkung des 

Serinproteaseinhibitors verstärken [228, 229]. In den frühen 1980er Jahren konnte dann 

erstmalig die für die Bindung und Aktivierung von Antithrombin essentielle 

Pentasaccharid-Struktur identifiziert werden [230]. Die Interaktion mit der 

Pentasaccharidsequenz GlcNAc6S-GlcA-GlcNS3S6S-IdoA2S-GlcNS6S führt zu einer 

aktivierenden Konformationsänderung des Antithrombins und dadurch zu einer Inhibition 

der Faktoren Xa und IIa [10, 223, 231]. 

Heparin und HS sind beides sulfatierte GAG-Ketten, die sich strukturell stark ähneln. 

Anders als HS setzt sich Heparin allerdings aus Disaccharideinheiten, bestehend aus IdoA 

mit einer Sulfatierung an der C2-Position und N-sulfatiertem Glucosamin mit einer 

zusätzlichen Sulfatierung an der C6-Position, zusammen [194, 232, 233]. Die 

Differenzierung wird allerdings anhand des Ortes der Biosynthese vorgenommen. Als 

Heparine zählen diejenigen GAG-Ketten, die in Mastzellen synthetisiert werden. Alle 

übrigen strukturverwandten Polysaccharide werden hingegen als Heparansulfate 

bezeichnet [193]. HS-Ketten können ähnlich wie Heparine über die AT-bindende 

Pentasaccharidstruktur verfügen, weswegen beide GAG-Ketten antikoagulative 

Eigenschaften vermitteln [10, 232]. Die in Abbildung 6 dargestellte Struktur zeigt die AT-

bindende Domäne der HS und des Heparins sowie die notwendigen Modifikationen. 

Neben den 6-O-Sulfatierungen an GlcNAc6S, GlcNS3S6S und GlcNS6S sowie der 2-O-

Sulfatierung an IdoA2S, ist die 3-O-Sulfatierung GlcNS3S6S trotz ihres seltenen 

Vorkommens von besonders hohem Stellenwert für die AT-Bindung [222]. Chopra et al. 

konnten zeigen, dass das Fehlen der 3-O-Sulfatierung zu einer 105-fachen Reduktion der 

Bindungsaffinität führt [10]. Ein Großteil dieser Modifikationen wird durch Heparansulfat 

Sulfotransferasen vermittelt, auf die im folgenden Abschnitt näher eingegangen werden 

soll. 
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2.6 Einfluss einer veränderten HSPG-Ausstattung auf das Tumorgeschehen  

Neben ihren physiologischen Funktionen in der Entwicklung und Homöostase können 

HSPG eine wichtige Rolle in pathophysiologischen Prozessen einnehmen, indem die HS-

Ketten bspw. mit krankheitsassoziierten Proteinen interagieren [195, 208, 211]. Die 

HSPG-Synthese ist in zahlreichen Tumorentitäten hochreguliert und kann als molekularer 

Biomarker zur Unterstützung der Diagnose und Prognose einer Krebserkrankung dienen 

[199, 234]. Die abweichende HSPG-Ausstattung der Tumorzellen ist Resultat einer 

dysregulierten Expression HS-modifizierender Enzyme. Konsequenz der abweichenden 

HS-Biosynthese sind stark veränderte HS-Strukturen, aus denen die entarteten Zellen 

durch eine veränderte HS-Protein-Interaktion etliche Überlebensvorteile ziehen. So 

konnte bereits nachgewiesen werden, dass sich die veränderte HS-Ausstattung auf die 

Tumorprogression, -proliferation, -migration, -apoptose und den Schutz vor der 

körpereigenen Immunabwehr auswirkt [9, 155, 195].  

 

2.6.1 Heparansulfat 2-O-Sulfotransferasen 

HS2ST1, die bislang einzige bekannte Isoform der Heparansulfat 2-O-Sulfotransferase, 

katalysiert den Transfer einer Sulfatgruppe an der C2-Position von GlcA und IdoA, wobei 

die Affinität an die epimerisierte IdoA fünffach höher ist als an GlcA [235]. IdoA2S ist für 

HSGLCE als Substrat durch den Sulfatrest unzugänglich und kann dementsprechend nicht 

mehr zu GlcA epimerisiert werden [236]. Die Expression von HS2ST1 ist in zahlreichen 

Tumorentitäten dysreguliert. IdoA2S spielt eine entscheidende Rolle in der 

Tumorprogression, in dem es die Interaktion der HS-Ketten mit zahlreichen tumorigenen 

Liganden vermittelt [237]. Safaiyan et al. konnten zeigen, dass die Wechselwirkung der 

HS-Ketten mit Wachstumsfaktoren wie FGF-2, PDGF und Fibronectin maßgeblich von 

IdoA2S des GlcNS6S-IdoA2S-Disaccharids abhängt [238–242]. Die HS2ST-Expression in 

Prostatakarzinomen ist im Vergleich zu gesunden Geweben signifikant erhöht. Auch in in 

vitro-Untersuchungen des Prostatakarzinomzellmodells LNCaP-C4-2B konnte eine 

Korrelation zwischen HS2ST1-Level und Metastasierungspotential identifiziert werden. 

Aus einem HS2ST1-knockdown resultierte eine gesteigerte Zelladhäsion durch eine 

erhöhte E-Cadherin-Expression. Der knockdown bewirkte außerdem eine verminderte 



2 THEORETISCHER HINTERGRUND 

 

  27 

Invasions- und Proliferationsrate der Zellen [243]. Teils konnten allerdings auch 

adversative Effekte einer veränderten HS2ST1-Expression beobachtet werden. 

Untersuchungen der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zeigten, dass 

eine Überexpression der Sulfotransferase zu einer reduzierten Invasivität, Migration und 

EZM-Adhäsion der Zellen führte. Außerdem beeinflusste eine Überexpression mehrere 

tumorassoziierte Signalwege wie EGFR, MAPK und Wnt und verschlechterte so die 

Viabilität der Zellen [244]. Eine veränderte Expression von HS2ST1 beeinflusst zudem die 

Stammzell-Eigenschaften von Brustkrebszellen [237]. 

 

2.6.2 Heparansulfat 3-O-Sulfotransferasen 

Die 3-O-Sulfatierung der HS-Ketten ist einer der letzten Reifungsschritte der HS-

Biosynthese und wird durch HS3ST vermittelt. Insgesamt sind sieben Isoformen der 3-O-

Sulfotransferasen bekannt, deren Expression in vielen Tumorentitäten dereguliert ist 

[9, 245]. Während HS3ST1 und HS3ST5 im physiologischen Kontext an der Ausbildung der 

AT-Bindungsdomäne beteiligt sind, werden die Isoformen HS3ST2, HS3ST3A1, HS3ST3B1, 

HS3ST4 und HS3ST6 vorrangig mit der Synthese der Bindungsdomäne für das 

Glykoprotein gD des Herpes-simplex-Virus-1 (HSV-1) in Verbindung gebracht [246–256]. 

Studien haben gezeigt, dass die HS3ST-Genexpression durch epigenetische Mechanismen 

bei verschiedenen Tumorentitäten wie Brust-, Lungen- , Pankreas-, Hirn-, Haut- und 

Darmkrebs dereguliert wird, was eine wichtige Rolle im Kontext einer Pathogenese 

vermuten lässt [11, 257]. Bisherige Studien kommen allerdings zu einem heterogenen 

Ergebnis, was die Auswirkungen einer HS3ST-Dysregulation anbelangt. Während in 

einigen Forschungsarbeiten eine Funktion als Tumorsuppressor postuliert wurde, zeigten 

andere Studien klare onkogene Effekte der 3-O-Sulfotransferasen [11, 258–269]. 

Untersuchungen einer HS3ST2-Reexpression in Mammakarzinomzellen zeigten 

beispielsweise, dass je nach Brustkrebszelllinie Invasion und Proliferation der Zellen 

beeinflusst werden. Während die Reexpression in MDA-MB-231-Zellen zu einer 

gesteigerten Viabilität, Invasionsrate, Proliferation und Überlebensrate führte, konnten 

solche Effekte in MCF-7-Zellen nicht beobachtet werden [270, 271]. Ein ähnlicher 
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Zusammenhang zwischen der Hypermethylierung der HS3ST2-Promotorregion und einer 

erhöhten Tumorinvasivität wurde auch in Lungen- und Blasenkrebs hergestellt [262, 272].  

Mao et al. konnten zeigen, dass die Expression von HS3ST3A1 in nahezu allen 

untersuchten Mammakarzinomzelllinien unterdrückt wird. Neben DNA-Methylierungen 

konnten auch Histonmodifikationen als epigenetische Regulationsmechanismen und 

Ursache der unterdrückten Expression ausgemacht werden. Transfektionen der Zellen mit 

cDNA und siRNA zeigten essentielle Auswirkungen einer geminderten HS3ST3A1-

Expression auf das Zellverhalten. Ob die Reexpression von HS3ST3A1 pro- oder 

antitumorale Effekte vermittelt, hängt dabei von der untersuchten Zelllinie ab [267].  

Bei H-HEMC-SS Chondrosarkomzellen wurde eine Hypermethylierung und eine damit 

einhergehende verringerte Expression der 3-O-Sulfotransferasen HS3ST1, HS3ST2 und 

HS3ST3A1 mit einem invasiveren Phänotyp in Verbindung gebracht. Mittels cDNA konnte 

in den H-HEMC-SS-Zellen eine Reexpression von HS3ST3A1 und HS3ST1 induziert werden, 

was eine Reduktion der proliferativen und invasiven Eigenschaften und eine verstärkte 

Adhäsion der Zellen zur Folge hatte [258]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein 

HS3STA1-knockdown zu einer verbesserten Migration von A549-Zellen führte [273]. 

 

2.6.3 Heparansulfat 6-O-Sulfotransferasen  

Die 6-O-Sulfatierung der HS-Ketten ist für die Bindung und Aktivierung vielerlei 

Signalmoleküle notwendig, die entscheidend an der Proliferation, Adhäsion und Migration 

von Zellen beteiligt sind. Dazu zählen beispielsweise VEGF, PDGF, HGF, FGF oder 

Fibronectin [241, 274–280]. Mehrere Studien weisen auf die Beteiligung einer 

Überexpression der insgesamt drei HS6ST-Isoformen am Tumorgeschehen hin [281]. So 

konnte beispielweise eine HS6ST1-Überexpression in Ovarialkarzinomen [282] und eine 

HS6ST2-Überexpression in Adenokarzinomen der Bauchspeicheldrüse, des Dickdarms, 

des Magens, der Gebärmutter und der Eierstöcke [282–286] beobachtet werden. 

Außerdem konnte eine Überexpression aller drei Isoformen in Chondrosarkomen 

festgestellt werden [287]. Irvani et al. untersuchten die Mammakarzinomzelllinien MDA-

MB-231, MCF-7 und T47D, und stellten ebenfalls eine hochregulierte HS6ST3-Expression 
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fest. Ein HS6ST3-silencing mittels siRNA führte zu einer Reduktion des Wachstums, der 

Migration und der Invasion sowie zu einer gesteigerten Adhäsion und Apoptose der 

untersuchten Tumorzellen [281]. In vivo Untersuchungen zeigten zusätzlich, dass inaktive, 

therapierefraktäre Brustkrebszellen durch eine HS6ST1-Überexpression sowie einer 

hochregulierten Expression von FGF1, FGF2R und der Galaktosyltransferase B3GALT6 

verbesserte Überlebenschancen adaptieren und das Risiko eines Tumorrezidivs steigt 

[288]. Gewebeproben von Patienten, die an einem Pankreaskarzinom litten, wurden mit 

nicht-kanzerösem Pankreasgewebe verglichen. Während die mRNA-Expression der 

Isoformen HS6ST1 und HS6ST3 in beiden Geweben unterhalb der Nachweisgrenze lag, 

konnte eine stark hochregulierte HS6ST2-Expression in dem Tumorgewebe festgestellt 

werden. Selbiges konnte bei in vitro Untersuchungen der Pankreaskarzinomzelllinie 

PANC-1 beobachtet werden. Ein shRNA-induziertes HS6ST2-silencing führte zu einer 

reduzierten Invasion, Migration und Angiogenese sowie zu einer verminderten 

Wachstumsrate und Tumorigenität der Tumorzellen. Ein HS6ST2-knockdown inhibierte 

außerdem die Tumorgenese in immunsupprimierten Mäusen [285]. In Ovarialkarzinomen 

modulierten HS6ST1 und HS6ST2 über eine HS-abhängige HB-EGF/EGFR-Achse die 

Expression proangiogener Zytokine. Die Herunterregulierung der beiden 

Sulfotransferasen in humanen Ovarialkarzinomzelllinien führt zu einer signifikanten 

Reduktion der 6-O-sulfatierten Glucosamin-Level, was das EGFR-signaling beeinträchtigt 

und die mRNA- und Proteinexpressionen von FGF2, IL-6 und IL-8 reduziert. Die 

Konsequenz ist eine verminderte Angiogenese des Tumorgewebes [289]. Mittels 

Microarray-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die HS6ST2-Expression im 

Gewebe von Magenkarzinomen, verglichen mit der Expression in gesundem 

Magengewebe, 12-fach erhöht ist. Es konnte außerdem auch ein Zusammenhang 

zwischen einem höheren HS6ST2-Level und der Tiefe der Tumorinvasion und dem 

allgemeinen Metastasierungspotential hergestellt werden. Die Kaplan-Meier-

Überlebensanalyse zeigte, dass die Prognose der HS6ST2-positiven Gruppe signifikant 

schlechter war als die der HS6ST2-negativen Gruppe (5-Jahresüberlebensrate: 

HS6ST2+ = 28 %; HS6ST2- = 64,7 %) [290].  
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2.6.4 Heparanase 

Eine veränderte Expression der Enzyme, die an der postbiosynthetischen Modifikation der 

HS beteiligt sind, wird mit einer gesteigerten Tumorprogression assoziiert. Es konnte 

festgestellt werden, dass die Endo-β-Glucuronidase Heparanase (HPSE) von vielen 

Tumorentitäten verstärkt exprimiert wird. Die Überexpression korreliert dabei mit einer 

gesteigerten Malignität des Tumorgewebes, einer höheren Neovaskularisationsrate, einer 

reduzierten Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten [199, 291–294] und fördert die 

Infiltrations- und Metastasierungsrate von Tumorzellen durch einen verstärkten Abbau 

der EZM [196, 208, 295]. Wachstumsfaktoren und Zytokine, die an die HSPG der EZM 

gebunden sind, werden durch HPSE katalytisch abgespalten, in die Tumor-

Mikroumgebung abgegeben und für eine Stimulation des Tumorgewebes zugänglich 

gemacht. Über die Freisetzung von proangiogenetischen Botenstoffen wie VEGF, FGF und 

PDGF wird so beispielsweise die Vaskularisation von Primärtumoren begünstigt 

[196, 208, 221, 292, 295, 296]. Neben der Spaltung der HS-Ketten der EZM kommt es auch 

zu einer HPSE-induzierten Degradation der Basalmembranen. Die Migration der Zellen 

durch den extrazellulären Raum und die Intravasation in den Blutkreislauf werden 

dadurch erleichtert. HPSE scheint darüber hinaus selbst Einfluss auf die Genexpression 

der Tumorzellen zu nehmen. Effektorproteine wie VEGF, MMP-9, TGF-β oder TF werden 

von HPSE-stimulierten Tumorzellen vermehrt exprimiert [196, 295, 297]. Durch 

Aktivierung von Thrombozyten, beispielsweise über eine verstärkte TF-Expression, 

können Tumorzellen ebenfalls eine Freisetzung von HPSE induzieren und erleichtern so 

ihre Extravasation aus dem Blutstrom [298]. Die Spaltung durch HPSE erfolgt bevorzugt 

an HS-Sequenzen mit einem niedrigen Sulfatierungsgrad [196]. Tumorzellen verfügen 

dadurch verglichen mit gesunden Geweben zwar über kürzere HS-Ketten, die dafür aber 

einen deutlich erhöhten 6-O-Sulfatierungsgrad und somit eine stärkere negative Ladung 

aufweisen [299]. Dies könnte die Bindungsaffinitäten von protumoralen Liganden und 

somit Krebs-assoziierte Signalwege beeinflussen [208]. 
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2.6.5 6-O-Endosulfatasen 

Die Expression von SULF-1 und SULF-2 ist in vielen Tumorentitäten dysreguliert. Während 

die Expression von SULF-1 je nach Tumorentität hoch- oder herunterreguliert wird [300], 

konnte für SULF-2 eine ubiquitäre Überexpression in allen untersuchten Tumorentitäten 

festgestellt werden [197, 300–303]. Bei den Endosulfatasen handelt es sich ebenfalls um 

Enzyme, die eine postsynthetische Modifikation der HS-Ketten vermitteln. Sie führen zu 

einer Desulfatierung der 6-O-Sulfatierungen der HS-Ketten, was Tumor-assoziierte 

Signalwege beeinflussen kann [197, 205, 304, 305]. Die 6-O-Desulfatierung findet dabei 

hauptsächlich an der Disaccharidstruktur IdoA2S-GlcNS6S statt [302, 306–308], die auch 

Bestandteil der AT-bindenden Domäne ist [10, 223, 231]. Während Tumorzellen SULF-2 

überwiegend selbst exprimieren, wird SULF-1 vor allem von Tumorzell-assoziierten 

Fibroblasten ausgeschüttet [205]. In der Literatur werden den Sulfatasen teils adversative 

Effekte hinsichtlich einer pro- oder antitumoralen Wirkung zugesprochen [197]. So führt 

eine SULF-1-Überexpression zu einer tumorsupprimierenden Wirkung [309–311], 

während SULF-2 protumorigene Effekte vermitteln soll [302–304, 312–314]. Zahlreiche 

andere Studien konnten jedoch zeigen, dass eine erhöhte endogene SULF-1- oder 

SULF-2-Expression mit einer reduzierten Überlebenswahrscheinlichkeit des Patienten und 

einer gesteigerten Tumorprogression korrelieren. Dies konnte beispielsweise in 

Pankreas-, Mamma-, Magen-, hepatozellulären Karzinomen, Zervixkarzinomen sowie in 

Glioblastomen und multiplen Myelomen beobachtet werden 

[300, 301, 304, 311, 313, 315–317]. Die protumorale Wirkung der SULF-2 wird durch eine 

Studie von Zhu et al. unterstrichen, in der MCF-7-Zellen, die sich durch eine hohe 

intrinsische SULF-2-Expression auszeichnen, und MDA-MB-231-Zellen, die kein SULF-2 

exprimieren, untersucht wurden. Hierfür wurden knockout- und überexprimierende 

Varianten der Zelllinien generiert, die hinsichtlich Proliferation, Invasion, Mobilität, 

Adhäsion und Apoptose untersucht wurden. Eine erhöhte SULF-2-Expression führte dabei 

zu einer gesteigerten Proliferations-, Invasions- und Metastasierungsrate und zu einer 

verringerten Apoptose der Brustkrebszellen [317].  
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2.7 Epigenetische Regulation der HS-modifizierenden Enzyme 

Die Regulation der HSPG-Biosynthese in Tumorzellen spielt eine bedeutende Rolle bei der 

Tumorgenese und -progression. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass die Expression 

der HS-modifizierenden Enzyme, die an der Biosynthese beteiligt sind, durch 

epigenetische Mechanismen reguliert werden [199]. Das Krebsepigenom ist durch globale 

Veränderungen in den DNA-Methylierungs- und Histonmodifikationsmustern sowie durch 

veränderte Expressionsprofile von Chromatin-modifizierenden Enzymen gekennzeichnet. 

Diese epigenetischen Veränderungen führen zu einer globalen Dysregulation von 

Genexpressionsprofilen, welche die Entwicklung und das Fortschreiten von Krankheiten 

begünstigen [199, 318, 319]. Eine entartete Regulation dieser Mechanismen hat dann 

zum Beispiel zur Folge, dass Tumorzellen mittels einer veränderten HSPG-Ausstattung 

zahlreiche biologische Prozesse beeinflussen können, die entscheidend an der 

Onkogenese beteiligt sind [199].  

2.7.1 DNA-Methyltransferasen 

Eine der wichtigsten epigenetischen Veränderungen, die mit der Tumorgenese in 

Verbindung gebracht wird, ist die in Tumorzellen aberrante DNA-Methylierung. 

Tumorzellen weisen erhebliche Abweichungen in ihrem DNA-Methylom auf, die sich in 

Form von gezielten Hypermethylierungen von Genpromotoren, globalen 

Hypomethylierungen und vermehrten Mutationen an methylierten CpG-Dinukleotiden 

äußern [320]. Die Methylierung wird durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) vermittelt, 

welche die Übertragung einer Methylgruppe vom Kofaktor S-Adenoysl-L-Methionin (SAM) 

auf die C5-Position eines Cytosin-Rings katalysieren [321, 322]. Man unterscheidet dabei 

drei Isoformen der DNMT. DNMT1 wird auch als maintenance-Methyltransferase 

bezeichnet, da sie vorhandene Methylierungsmuster auf die neusynthetisierten DNA-

Stränge kopiert. DNMT2 besitzt nur eine marginale enzymatische Aktivität und trägt kaum 

zur Ausbildung des DNA-Methyloms bei. DNMT3a und DNMT3b werden als de novo-

Methyltransferasen bezeichnet, da sie die Cytosinmethylierung an nicht-methylierten 

CpG-Dinukleotiden vermitteln [321–323]. Insbesondere CpG-reiche Regionen, 

sogenannte CpG-Inseln, werden in Tumorzellen häufig hypermethyliert, was zu einem 

Verlust der entsprechenden Genexpression führt. Besonders häufig betroffen sind dabei 
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Tumorsuppressorgene, Zellzyklusregulatoren, DNA-Reparaturgene und Apoptose-

assoziierte Gene [258]. Neben den zuvor genannten Genen wird auch die Transkription 

verschiedener HS3ST-kodierender Gene supprimiert. So konnte beispielsweise eine 

verminderte oder gänzlich unterdrückte HS3ST2-Expression, die auf eine 

Hypermethylierung zurückzuführen war, in Brust-, Kolon-, Lungen- und 

Pankreaskarzinomzellen festgestellt werden [11]. 

Das erste HS-modifizierende Enzym, bei dem eine epigenetische Deregulation im 

Zusammenhang mit einer Tumorerkrankung festgestellt werden konnte, ist EXT-1. Da es 

eine grundlegende Funktion in der Kettenelongation trägt, kann eine veränderte 

Expression viele anschließende HS-Funktionen beeinflussen und sich auf die 

Karzinogenese auswirken [199]. So konnte gezeigt werden, dass die EXT-1-kodierende 

Gensequenz bei promyelotischer Leukämie, akuter lymphatischer Leukämie und nicht-

melanotischem Hautkrebs hypermethyliert ist. Resultat ist ein silencing der EXT-1-

Expression und ein Stillstehen der HS-Biosynthese [245]. 

In Zellen der Chondrosarkomzelllinie H-HEMC-SS konnte eine Hypermethylierung in der 

NDST1 Promotorregion festgestellt werden. Zellen, die kein NDST1 oder NDST2 

exprimieren, verfügen zwar über 6-O-Sulfatierungen; 2-O-, 3-O- sowie N-Sulfatierungen 

bleiben jedoch aus [324, 325]. Die Behandlung der H-HEMC-SS-Zellen mit dem DNMTi 

Decitabin führte zu einer Demethylierung der entsprechenden Promotorregion, zu einer 

erhöhten NDST1 mRNA-Expression und zu einer Reduktion der proliferativen und 

invasiven Eigenschaften der Zellen [258]. Die durchgeführte Analyse des 

Methylierungsstatus von Glykosyltransferase- und Sulfotransferase-Genen in H-HEMC-SS-

Zellen zeigte außerdem eine Hypermethylierung der HS3ST-Gene. Eine Behandlung mit 

Decitabin führte auch hier zu einer Reexpression der Sulfotransferasen und gesteigerte 

HS3ST1-, HS3ST2- und HS3ST3A-mRNA-Level konnten nach der DNMTi-Inkubation 

gemessen werden [258]. Ein durch eine Hypermethylierung der HS3ST2-Promotorregion 

vermitteltes HS3ST2-silencing wurde auch in Lungen- und Blasenkrebs beobachtet. Die 

verminderte Expression korreliert dabei mit einer erhöhten Tumorinvasivität [262, 272]. 

Eine Hypermethylierung des HS3ST2-Gens wurde auch von Miyamoto et al. in einer 

Vielzahl von primären Mammakarzinomproben sowie in Kolon-, Lungen-, 

Pankreastumoren festgestellt. Durch eine Demethylierung wurde die Expression 
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wiederhergestellt [11]. Die Abwesenheit von HS3ST2 bewirkt in Mammakarzinomzellen 

außerdem eine erhöhte Proliferations- und Invasionsrate. Des Weiteren werden 

Stammzell-assoziierte Signalwege dadurch beeinflusst und die Tumorzellen schützen sich 

durch das silencing vor Apoptose und einem NK-Zellen-vermittelten Zelltod [237]. 

 

2.7.2 Histon-Deacetylasen 

Histon-Deacetylasen (HDAC) spielen eine wichtige Rolle in der Transkriptionsregulation, 

indem sie über den Acetylierungszustand der Histone die Genexpression steuern. Histon-

Acetyltransferasen (HAT) und HDAC stehen dabei in einem Gleichgewicht und bestimmen 

den Acetylierungsstatus von Lysinresten der N-terminalen Regionen der Histonproteine 

[326, 327]. HDAC katalysieren die Abspaltung von Acetylgruppen von ε-N-Acetyl-Lysin-

Aminosäuren, wodurch es zur Präsentation einer positiven Ladung des Lysinrestes kommt 

[327]. Durch ladungsbasierte Wechselwirkungen mit der DNA kommt es zu dann einer 

Kondensation der Chromatinstruktur, was eine supprimierte Genexpression zur Folge hat 

[327, 328]. Die Acetylierung der Lysinreste führt hingegen zu einer Abschirmung der 

Ladung, wodurch eine Relaxation der Chromatinstruktur und eine gesteigerte 

Transkription erreicht wird [327–330]. HDAC regulieren neben der Histonmodifikation 

auch den postranslationalen Acetylierungsstatus zahlreicher Nicht-Histonproteine, wie 

z.B. zytoplasmatischer Proteine oder Transkriptionsfaktoren, und beeinflussen so 

ebenfalls die Gentranskription und weitere zelluläre Prozesse [331, 332]. Insgesamt 

wurden 18 unterschiedliche HDAC-Isoformen im menschlichen Organismus identifiziert, 

die entsprechend ihrer Sequenz-Homologie zu saccharomyces cerevisiae-Proteinen, ihrer 

subzellulären Lage, ihrer Gewebsspezifität und ihrer enzymatischen Aktivität in vier 

Klassen unterteilt werden [327, 331, 333, 334]. Elf HDAC-Isoformen, die Zn2+-Kationen als 

Kofaktor für ihre Deacetylaseaktivität benötigen, werden den Klassen I, II und IV 

zugeordnet. Klasse III bilden die Sirtuine (SIRT1-7), die in einer NAD+-abhängigen Reaktion 

die Deacetylierung katalysieren [327, 335–337]. 

Neben ihren physiologischen Funktionen sind HDAC auch im Kontext neoplastischer 

Erkrankungen von großer Bedeutung. In zahlreichen Tumorentitäten konnten veränderte 

Expressionen oder Aktivitäten der HDAC beobachtet werden [331, 337]. Sie regulieren 
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etliche Proteine, die sowohl an der Tumorgenese als auch an der Progression beteiligt 

sind. Insbesondere eine HDAC-Überexpression wird mit einem fortgeschrittenen 

Krankheitsstadium und einer verschlechterten Prognose assoziiert [338–340]. 

Auch die Expression HS-modifizierender Enzyme unterliegt der epigenetischen Regulation 

durch HDAC. So konnte gezeigt werden, dass neben der Hypermethylierung von CpG-

Inseln auch der Acetylierungsstatus der Histone die Expression beeinflusst. In 

Brustkrebszellen konnte beispielsweise eine deregulierte HSGLCE-Expression festgestellt 

werden, die durch eine veränderte Chromatinstruktur und nicht durch eine DNA-

Hypermethylierung verursacht wurde. Während die Behandlung der Zellen mit einem 

HDAC-Inhibitor (HDACi) zu einer Reexpression der HSGLCE führte, nahm eine DNMT-

Inhibition keinen Einfluss auf die Expression [341]. Zellen der Pankreaskarzinomzelllinie 

PANC-1 verfügen über keine HS3ST3B1-Expression. Die Reexpression kann neben einer 

DNMT-Inhibition mittels Decitabin auch durch die Behandlung der Zellen mit 

Trichostatin A – einem potenten Inhibitor der HDAC-Klassen I und II – induziert werden 

[342]. 

 

2.8 Epigenetische Wirkstoffe zur Reexpression HS-modifizierender Enzyme 

Mittels geeigneter epigenetisch wirksamer Wirkstoffe soll im Zuge dieser Arbeit eine 

Reaktivierung der Sulfotransferasen-Expression in Mammakarzinomzellen induziert 

werden. Dafür werden die in Abbildung 7 abgebildeten Wirkstoffe verwendet, deren 

jeweiliger Wirkmechanismus im Folgenden erläutert wird. 

 

Abbildung 7: Strukturformeln der verwendeten epigenetisch-wirksamen Inhibitoren, deren Einfluss auf die Expression 
der Heparansulfat Sulfotransferasen untersucht werden soll. 
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2.8.1 Azacytidin 

Azacytidin (5-Azacytidin, Aza) ist ein Pyrimidin-Nukleosid-Analogon und gehört zu der 

Klasse der DNMT-Inhibitoren (DNMTi) [343]. Es handelt es sich um ein prodrug, das 

intrazellulär zunächst durch die Uridin-Cytidinkinase und Pyrimidinmonophosphatkinase 

zu 5-Azacytidin-diphosphat phosphoryliert wird. Nach einem weiteren 

Phosphorylierungsschritt, vermittelt durch Pyrimidindiphosphatkinase, kann 

5-Azacytidintriphosphat durch RNA-Polymerasen in RNA-Stränge integriert werden, was 

zu einer gestörten RNA- und Proteinbiosynthese führt [343–345].  

Der hauptsächliche Wirkmechanismus der DNMTi ist jedoch die Inhibition der DNA-

Methylierung. Dafür wird 5-Azacytidindiphosphat durch die Ribonucleotidreduktase zu 

5-Aza-2'-Desoxycytidindiphosphat katalysiert und durch Nucleosiddiphosphatkinase 

erneut phosphoryliert. 5-Aza-2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat wird dann als Antimetabolit 

durch DNA-Polymerasen anstelle von Cytosin in den DNA-Strang integriert. Azacytosin-

Guanin-Dinukleotide werden von DNA-Methyltransferasen als Substrat erkannt. Im Zuge 

der Methylierung kommt es durch einen nukleophilen Angriff zur Ausbildung einer 

kovalenten Bindung zwischen dem C6-Atom des Cytosinringes und dem Enzym [346–348]. 

Diese kovalente Bindung kann unter Normalkonditionen durch das C5-Atom des 

Cytosinringes durch eine β-Elimination gelöst werden [349]. Da der Kohlenstoff an dieser 

Stelle jedoch durch ein Stickstoffatom ausgetauscht wurde, ist das Enzym irreversibel an 

die DNA gebunden und verliert dadurch seine enzymatische Aktivität [349–352]. Darüber 

hinaus führt die Bindung zu einer Induktion eines DNA damage signaling, was eine 

Degradation der gebundenen DNMT zur Folge hat [352]. Durch eine verringerte 

Methylierungsrate kommt es zur Reaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Azacytidin 

ist zugelassen zur Behandlung von myelodysplastischen Syndromen (MDS), chronischer 

myelomonozytärer Leukämie (CMML) und akuter myeloischer Leukämie (AML) 

[353, 354]. 
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2.8.2 5-Fluor-2'-Desoxycytidin 

5-Fluor-2'-Desoxycytidin (FdCyd) ist ebenfalls ein Nucleosid-Analogon und verfügt über 

denselben Wirkmechanismus wie Azacytidin (vergleiche Abschnitt 2.8.1) [355]. In vivo 

wird FdCyd durch das Enzym Cytidindesaminase zu 5-Fluor-2'-Desoxyuridin katalysiert 

und im weiteren Verlauf bilden sich die zytotoxischen Metaboliten 5-Fluoruracil und 5-

Fluoruridin [356, 357]. FdCyd wird daher derzeit in Kombination mit dem 

Cytidindesaminase-Inhibitor 3,4,5,6-Tetrahydrouridin in einigen präklinischen und 

klinischen Studien untersucht [358]. 

 

2.8.3 Vorinostat 

Vorinostat ist ein Hydroxamsäure-basierter Histondeacetylase-Inhibitor, der die HDAC-

Isoformen HDAC1, 2, 3 und 6 bereits im nanomolaren Bereich antagonisiert 

[334, 359, 360]. Vorinostat war der erste HDACi, der für eine Chemotherapie zugelassen 

wurde, was im Jahr 2006 durch die FDA für die Behandlung von kutanen T-Zell 

Lymphomen geschah [360, 361].  
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3 Ziel der Arbeit 

Tumorzellen ziehen aus ihrer Interaktion mit Thrombozyten zahlreiche 

Überlebensvorteile, die insbesondere für eine erfolgreiche hämatogene Metastasierung 

von besonderer Relevanz sind [8]. Eine hohe intrinsische TF-Expression korreliert dabei 

mit einem aggressiveren Phänotyp und einer verschlechterten Prognose für den Patienten 

[124]. TF aktiviert neben anderen (patho-)physiologischen Prozessen die sekundäre 

Hämostase, die in der Aktivierung von Thrombin endet. Thrombozyten werden dann 

durch Thrombin aktiviert und schützen die entarteten Zellen vor immunologischen 

Reaktionen und verhelfen zu einer erfolgreichen Dissemination. Eine Begleiterscheinung 

des hämatogenen Metastasierungsprozesses ist die Gefahr der Entwicklung 

thromboembolischer Komplikationen [77]. 

Neben einer hochregulierten TF-Expression konnte in zahlreichen Tumorzelllinien eine 

epigenetisch deregulierte Expression HS-modifizierender Enzyme festgestellt werden. Die 

resultierenden Veränderungen der tumoralen HS-Strukturen nehmen dabei auf eine 

Reihe zentraler zellulärer Prozesse Einfluss, die an der Entstehung und dem Fortschreiten 

neoplastischer Erkrankungen beteiligt sind [9, 199]. In vielen Tumorentitäten konnte eine 

veränderte Expression der Heparansulfat 3-O-Sulfotransferasen (HS3ST) beobachtet 

werden, die oftmals auf gestörte epigenetische Regulationsmechanismen zurückzuführen 

ist [9]. Die seltene 3-O-Sulfatierung der HSPG, welche die HS3ST vermitteln, ist für die 

Ausbildung der AT-Bindungsdomäne essentiell [10]. Eine veränderte HSPG-Biosynthese 

könnte zu einer veränderten Bindungsaffinität des AT führen und so die Koagulabilität der 

Tumorzellen beeinflussen.  

Zielsetzung dieser Dissertationsarbeit ist die Untersuchung des potentiellen Einflusses 

einer Reaktivierung der HS-modifizierenden Enzyme auf das hämatogene 

Metastasierungsgeschehen. Humane Mammakarzinomzellen werden dafür mit 

epigenetisch wirksamen DNA-Methyltransferase- oder Histondeacetylase-Inhibitoren 

behandelt und die Expressionsprofile verschiedener 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen auf 

mRNA- und Proteinebene sowie die Bindung von humanem Antithrombin an den 

Oberflächen der behandelten Zellen untersucht. Der Einfluss der reaktivierten 3-O- bzw. 

6-O-Sulfatierung der HS-Ketten auf die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung 

wird mittels geeigneter in vitro-Testverfahren betrachtet. Eine durch gezielte 
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epigenetische Behandlungsstrategien reaktivierte Synthese antikoagulativer HS auf den 

Oberflächen entarteter Zellen könnte sowohl das Risiko thromboembolischer Ereignisse 

minimieren als auch einzelne disseminierte Zellen an einem erfolgreichen Durchlaufen der 

hämatogenen Metastasierungskaskade hindern.  

 

Abbildung 8: Potentieller Einfluss der 2-O-, 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen HS2ST, HS3ST und HS6ST auf die 
Ausbildung des Antithrombin-bindenden Pentasaccharids mittels Modifikation der HSPG innerhalb der 
tumoralen Glykokalyx. Die Inhibition des aktiven Thrombins (FIIa) könnte zu einer Beeinflussung der 
TCIPA mit Auswirkung auf die Tumorzell-Thrombozyten-Kommunikation und die hämatogene 
Metastasierung führen. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 
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4 Material 

4.1 Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Absaugsystem BVC 21 NT Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim 

 

Accu-Jet® BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

 

Accu-Jet®pro BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

 

Analysenwaage Kern 770 Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern 

 

Analysenwaage Mettler Toledo Classic 

Plus AB135-S 

Mettler-Toledo GmbH, Giessen  

 

 

Analysenwaage Sartorius basic BA210S  Sartorius AG, Göttingen  

 

Analysenwaage Sartorius R160P  Sartorius AG, Göttingen  

 

APACT 4004 Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen 

 

ASSIST PLUS Basisgerät INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

 

Autoklav Systec V-95 

 

Systec GmbH, Linden 

CO2-Brutschrank ICO105med  Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach 

 

CO2-Inkubator MCO-170 AIC (UV) Panasonic Healthcare Co., Kadoma, Japan 

 

CO2-Inkubator NuAire™ DH AutoFlow NuAire Inc., Plymouth, MN, USA 

 

Colibri Microvolume Spectrometer 

 

Berthold Technologies, Bad Wildbad 

Einfrierbox Mr. Frosty™ Cryo 1 °C Freezing 

Container 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

Fluoroskan Ascent® Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

Guava®easyCyte HT Merck KGaA, Darmstadt 
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Konfokales Laser-Scanning Mikroskop 

Nikon A1R  

 

Nikon GmbH, Düsseldorf 

Laborschüttler KS-15 

 

Edmund Bühler GmbH, Hechingen 

Laborschüttler New Brunswick™ Excella® 

E24R 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Laminar-Air-Flow-Werkbank Heraeus 

Herasafe HSP 12 

Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 

 

Laminar-Air-Flow-Werkbank Holten safe 

2010 

 

Heto-Holton A/S, Allerød, DK 

 

Lichtmikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena 

 

Lichtmikroskop Wilovert 30 Helmut Hund GmbH, Wetzlar 

 

Lichtmikroskop Wilovert Standard HF/K Helmut Hund GmbH, Wetzlar 

 

Magnetrührer RCT basics 

 

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen 

Mehrfachdispenser HandyStep®electronic 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Mehrfachdispenser HandyStep®S 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A  

(50 ml) 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A 

(10 ml) 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A 

(100 ml) 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A 

(1000 ml) 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A 

(250 ml) 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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Messkolben BLAUBRAND®, Klasse A 

(500 ml) 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Minishaker MS 2 

 

IKA Works Inc., Wilmington, NC, USA 

Multipette®M4 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Multiwell Reader FLUOstar™ OPTIMA 

 

BMG Labtech GmbH, Ortenberg 

pH-Meter S20 SevenEasy™ pH 

 

Mettler-Toledo GmbH, Giessen 

PHIO Cellwatcher M 

 

PHIO scientific GmbH, München 

Pipette (10 μl) Research® 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Pipette (100 μl) Research® 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Pipette (100 μl) Transferpette®S 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Pipette (1000 μl) Research® 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Pipette (200 μl) Transferpette® S-12 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Purelab®Flex Wasseraufbereitungsanlage 

 

ELGA LabWater, Celle 

Realtime PCR CFX Opus 96 

 

Bio-Rad Laboratories, München 

SPARK® Multimode Microplate Reader 

 

Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz 

Thermomixer comfort 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

 

Bio-Rad Laboratories, München 

Trockenschrank 60 °C 

 

Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Ultraschallbad Sonorex® Super RK 103 H 

 

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, 

Berlin 

 

Vakuumpumpe Vacuubrand Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim 
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Vortex-Genie 2 

 

Scientific Industries, NY, USA 

VOYAGER Elektronische Pipette, 8-Kanal, 

5 – 125 µl  

 

INTEGRA Biosciences GmbH. Biebertal 

Zellzähler CASY®1 Model TT 

 

Schärfe System GmbH, Reutlingen 

Zentrifuge Allegra™25R 

 

Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld 

Zentrifuge Avanti J-25 

 

Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld 

Zentrifuge Micro 200 R 

 

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen 

 

Zentrifuge Mini Spin 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Zentrifuge Universal 32 R 

 

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen 

 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerätschaften 

 

4.2 Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

µ-Slide 12 Well glass bottom 

 

Ibidi GmbH, Gräfelfing 

µ-Slide 4 Well glass bottom 

 

Ibidi GmbH, Gräfelfing 

µ-Slide 8 Well glass bottom 

 

Ibidi GmbH, Gräfelfing 

125 µl GRIPTIP, unsteril, 5 XYZ Racks für 

384 Spitzenbox 

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

APACT 4004 Küvetten 

 

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen 

 

CASY®cups 

 

Schärfe System GmbH, Reutlingen 

CELLSTAR® Röhrchen, 15 ml, steril 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

CELLSTAR® Röhrchen, 50 ml, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 



4 MATERIAL 

 

  44 

 

CytoOne®24-Well-Platte, TC-behandelt, 

steril 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

 

CytoOne®6-Well-Platte, TC-behandelt, 

steril 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

CytoOne®96-Well-Platte, TC-behandelt, 

steril 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

Disposable Reservoirs 10 ml, steril  

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

Dual Reservoir Adapter 

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

Einmalspritzen Braun Luer Solo (20 ml) 

 

B.Braun Melsungen AG, Melsungen 

Eppendorf Tubes® Safe-Lock Tubes 1,5 ml 

PCR clear 

 

Eppendorf AG, Hamburg 

Isopore™ Membranfilter (0,1 µm) 

 

Millipore GmbH, Schwalbach 

Kryogefäße Cryo S® 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Mikroplatte, 96-Well, PS, U-Boden 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen  

Mikroplatte, 96-Well, PS, V-Boden, klar 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Mini-Protean® TGX Stainfree™, 

Elektrophorese Gel 10 %, 10/12 Wells 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Mini-Protean® TGX Stainfree™, 

Elektrophorese Gel 12 %, 10/12 Wells 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Mini-Protean® TGX Stainfree™, 

Elektrophorese Gel 7,5 %, 10/12 Wells 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Multifly®-Kanüle Set 21 G 200 mm Länge 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplatte, 

schwarz 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 
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Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplatte, 

weiß 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

Parafilm®M 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Pasteurpipetten, Glas 

 

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim 

Pipettenspitzen (101-1000 μl), blau 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

Pipettenspitzen (1-10 μl), natur 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

Pipettenspitzen (1-200 μl), gelb 

 

Starlab GmbH, Ahrensburg 

Pipettenspitzen (5 ml) Plastibrand®, natur 

 

BRAND GmbH & Co. KG; Wertheim  

Pipettierreservoirs, PS, 50 ml für 

Mehrkanalpipetten 

 

Ratiolab GmbH, Dreieich  

PVDF-Membran 

 

Carl Roth Gmbh, Karlsruhe 

Rack für 0,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen 

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

Rack für 1,5 - 2 ml 

Mikrozentrifugenröhrchen 

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

Reagiergefäße (0,6 ml) 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Reagiergefäße (1,5 ml) 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Reagiergefäße (2,0 ml) 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Serologische Pipetten (10 ml) 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

Serologische Pipetten (25 ml) 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

S-Monovette® 8,2 ml 9N 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

TC-Platte 6 Well, Standard 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  

TC-Platte 96-Well, Standard 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  
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Vernichtungsbeutel 

 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

VWR Blotting Pad 

 

VWR International GmbH, Darmstadt 

Zellkulturflaschen, 250 ml, 75 cm², PS 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen, 50 ml, 25 cm², PS 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Zellkulturflaschen, 550 ml, 175 cm², PS 

 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

 

4.3 Chemikalien und Reagenzien 

4.3.1 Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazoliumbromid 

 

AppliChem GmbH, Darmstadt 

Antithrombin III aus Humanplasma 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Bacillol® AF 

 

Paul Hartmann AG, Heidenheim  

Bovines Serum-Albumin (BSA) 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Calciumchlorid-Dihydrat 

 

AppliChem GmbH, Darmstadt  

CASY®ton 

 

Schärfe Systems GmbH, Reutlingen  

Cell Extraction Buffer 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA  

 

Clarity Western™ Luminol 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

Clarity Western™ Peroxidlösung 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 
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Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Direct-zol™ RNA Miniprep 

 

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg 

Dithiothreitol (DTT)  

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

D-Luciferin 

 

Cayman Chemical, MI, USA 

DMEM Nährmedium 

 

Gibco™ Life Technologies Ltd., Paisley, 

UK 

 

DMEM Nährmedium 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

DNase/RNase-freies Wasser 

 

Zymo Research, Irvine, CA, USA 

DPBS ohne Calcium und Magnesium, steril 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

EDTA Lösung 50 mM 

 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

EDTA-Lösung, 0,02 % in PBS [m/V] 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Ethanol absolut ≥99. 

 

VWR International GmbH, Darmstadt  

FACS clean 

 

BD Biosciences, Heidelberg  

FACS flow 

 

BD Biosciences, Heidelberg  

FACS rinse 

 

BD Biosciences, Heidelberg  

FBS Good (fetal bovine serum, 0,2 µm 

sterilfiltriert) 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach 

Gigasept® Instru AF 

 

Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt  

Glucose 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt  
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Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

HEPES 

 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

Isopropanol 100 % 

 

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach  

Kaliumchlorid 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Kohlenstoffdioxid 

 

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, 

Düsseldorf 

 

Laemmli-Puffer (2x) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

L-Glutamin-Lösung [200 mM] 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach  

Luciferase, firefly recombinant 

 

Cayman Chemical, MI, USA 

Magermilchpulver 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Methanol 

 

Merck KGaA, Darmstadt  

MycoplasmaOff 

 

Minerva Biolabs GmbH, Berlin   

Natriumazid 

 

Janssen GmbH, Neuss 

Natriumchlorid 

 

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 

 

AppliChem GmbH, Darmstadt  

Natriumhydrogencarbonat 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Natriumhydrogenphosphat 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Natriumhydroxid 

 

Grüssing GmbH, Filsum 
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Natriumpyruvat [100 mM] 

 

Gibco™ Life Technologies Ltd., Paisley, 

UK 

 

Natronlauge [1 M] 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Penicillin-Streptomycin-Lösung 

[10.000 I.E./ml, 10 mg/ml] 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach  

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

 

Precision Plus Protein™ Unstained 

Standards 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

Precision Protein™ StrepTactin-HRP 

Konjugat 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

Reaktions Puffer ATP-Assay (20x) 

 

 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA 

RPMI-1640® Nährmedium 

 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach  

Salzsäure [1 M] 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Schwefelsäure 96 %  

 

Merck KGaA, Darmstadt  

Sterillium® 

 

Bode Chemie GmbH, Hamburg  

Stickstoff 

 

Linde AG, Düsseldorf  

Technothrombin® TGA CAL Set 

 

Technoclone GmbH, Wien, Österreich 

Technothrombin® TGA RC high 

 

Technoclone GmbH, Wien, Österreich 
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Technothrombin® TGA Substrat 

 

Technoclone GmbH, Wien, Österreich 

TRAP-6 

 

Tocris Bioscience, Bristol, GB 

 

TRIS-Base 

 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Tween®20 

 

AppliChem GmbH, Darmstadt 

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien 

 

4.3.2 Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung  

Antithrombin-Stammlösung 

[150 mg/ml] 

Antithrombin aus Humanplasma 

Aqua millipore 

1,5 mg 

10,0 ml 

 

ATP-Assay-Lösung 

 

Reaction Buffer (20x) 

Dithiothreitol [0,1 mM] 

D-Luciferin [10 mM] 

Luciferase, firefly [5 mg/ml] 

Aqua Millipore 

  

0,5 ml 

0,1 ml 

0,5 ml 

2,5 µl 

ad 10,0 ml 

Blockierungspuffer 

(Durchflusszytometrie) 

 

BSA 

DPBS 

 

300,0 mg 

10,0 ml 

Blockierungspuffer 

(CLSM) 

Milchpulver 

Glycin 

DPBS 

 

1,0 g 

30,0 mg 

20,0 ml 

Blockierungspuffer 

(Western Blot) 

 

Milchpulver 

TBS-T 

0,5 g 

10,0 ml 

BSA-Lösung 0,5 % BSA 

DPBS 

 

250,0 mg 

50,0 ml 

Calciumchloridlösung [0,5 M] Calciumchlorid-Dihydrat 

Aqua millipore 

 

1,47 g 

10,0 ml 
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Elektrophoresepuffer (10x) Glycin 

TRIS-Base 

SDS 

Aqua Millipore 

 

72,0 g 

15,0 g 

5,0 g 

500,0 ml 

Elektrophoresepuffer (1x) Elektrodenpuffer (10x) 

Aqua Millipore 

 

100,0 ml 

ad 1000,0ml 

Fixierungslösung 

(Durchflusszytometrie) 

 

Saponin 

Tween 20 

Paraformaldehydlösung (3 % m/V) 

 

100,0 mg 

50,0 µl 

ad 10,0 ml 

Fixierungslösung 

(CLSM) 

Paraformaldehyd  

Aqua millipore 

 

4,0 ml 

ad 100,0 ml 

Kryomedium FKS 

DMSO 

 

45,0 ml 

5,0 ml 

Luminol-Peroxid-Lösung Clarity Western™ Peroxidlösung 

Clarity Western™ Luminollösung 

 

4,0 ml 

4,0 ml 

Lysepuffer PMSF-Stammlösung [0,3 M] 

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail 

Cell Extraction Buffer 

 

3,4 µl 

10,0 µl 

ad 1,0 ml 

MTT-Lösung [5 g/l] MTT 

DPBS 

 

50,0 mg 

ad 10,0 ml 

Nährmedium MCF-7  FBS Good 

Penicillin / Streptomycinlösung 

[10.000 I.E./ml, 10 mg/ml] 

L-Glutaminlösung [200 mmol/ml] 

DMEM Nährmedium 

 

50,0 ml 

5,0 ml 

 

5,0 ml 

500,0 ml 

Nährmedium MDA-MB-231 FBS Good 

Penicillin / Streptomycinlösung 

[10.000 I.E./ml, 10 mg/ml] 

L-Glutaminlösung [200 mM] 

Pyruvatlösung 

DMEM Nährmedium 

 

50,0 ml 

5,0 ml 

 

5,0 ml 

5,0 ml 

500,0 ml 
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Plättchenarmer Puffer (PPP) 

10x 

HEPES 

Natriumchlorid 

Kaliumchlorid 

Magnesiumchlorid 

Natriumhydrogencarbonat 

Natriumhydrogenphosphat x H2O 

D-Glucose 

Aqua millipore 

 

2,383 g 

7,989 g 

0,194 g  

0,095 g 

1,159 g 

0,050 g 

0,991 g  

100,0 ml 

Plättchenarmer Puffer (PPP) 

1x 

PPP 10x 

Aqua millipore 

 

5,0 ml 

ad 50,0 ml 

PMSF-Stammlösung [0,3 M]  PMSF 

DMSO 

 

250,0 mg 

4,783 ml 

Proteinstandard-Stammlösung 

[0,2 g/l] 

BSA 

Aqua millipore 

 

2,0 mg 

10,0 ml 

TBS Puffer (10x) Natriumchlorid 

TRIS-Base 

Aqua millipore 

Salzsäure [1 M] pH=7,3 

 

40,0 g 

6,06 g 

500,0 ml 

TBS Puffer (1x) TBS Puffer (10x) 

Aqua millipore 

 

100,0 ml 

ad 1,0 l 

TBS-T Puffer TBS Puffer (10x) 

Tween 20 

Aqua Millipore 

 

100,0 ml 

2,0 ml 

ad 1,0  l 

Transferpuffer (10x) Glycin 

TRIS-Base 

Aqua millipore 

 

72,0 g 

15,0 g 

500,0 ml 

Transferpuffer (1x) Transferpuffer (10x) 

Aqua millipore 

 

100,0 ml 

ad 1,0 l 

TRAP-6-Stammlösung 

[3,3 mM] 

TRAP-6 

Aqua Millipore 

 

5,0 mg 

2,0 ml 
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Waschpuffer 

(Druchflusszytometrie) 

 

BSA 

Natriumazid 

DPBS 

 

250,0 mg 

50,0 mg 

50,0 ml 

Tabelle 4: Auflistung der hergestellten Puffer und Lösungen 

 

4.3.3 Primäre Antikörper 

Bezeichnung Epitop Eigenschaften Hersteller 

Anti-VSV GP 

(V5507) 

VSV-Glykoprotein Maus,  

monoklonal, 

IgG 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

 

ATIII (H-7) 

(sc-271987) 

Antithrombin III (AT) Maus, 

monoklonal,  

IgG, AF647 

 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

Heidelberg 

GAPDH 

(GT239) 

GAPDH Maus, 

monoklonal, 

IgG 

 

Affinity 

Biosciences,  

OH, USA 

HS3ST1 

(AF5968) 

HS3ST1 Schaf, 

polyklonal, 

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 

HS3ST2 

(PA5-26522) 

HS3ST2 Kaninchen, 

polyklonal, 

IgG 

 

 

Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, MA, 

USA 

 

HS3ST2 (G-6) 

(sc-514361) 

HS3ST2 Maus,  

monoklonal, 

IgG 

 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

Heidelberg 

HS3ST3 

(AF7276) 

HS3ST3 Schaf,  

polyklonal, 

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 
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HS3ST4 

(MAB60851) 

HS3ST4 Maus, 

monoklonal, 

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 

HS3ST5 

(HPA021823) 

HS3ST5 Kaninchen, 

polyklonal 

 

 

Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

HS4C3 

(p5365) 

3-O-Sulfatierungen 

von HSPG 

Bakteriophagen Dr. T. van 

Kuppevelt, 

Radboud Uni. 

Nijmegen 

 

HS6ST1 

(AF5057) 

HS6ST1 Schaf, 

polyklonal, 

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 

HS6ST2 

(AF2710) 

HS6ST2 Ziege, 

polyklonal, 

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 

HTF-1 

(16-1429-82) 

Tissue Factor (TF) Maus, 

monoklonal, 

IgG 

 

Thermo Fisher 

Scientific Inc., 

Waltham, MA, 

USA 

 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten primären Antikörper 

 

4.3.4 Sekundäre Antikörper 

Bezeichnung Konjugat Eigenschaften Hersteller 

Donkey Anti-Mouse 

(sc-2785) 

TR Esel, 

polyklonal, 

IgG 

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Heidelberg 

Donkey Anti-Rabbit 

(sc-2090) 

 

FITC 

 

Esel, 

polyklonal,  

IgG 

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Heidelberg 
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Donkey Anti-Sheep 

(sc-2473) 

HRP Esel, 

IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Heidelberg 

 

Goat Anti-Mouse 

(BD554001) 

FITC Ziege, 

polyklonal,  

IgG/IgM 

 

BD Biosciences, 

Heidelberg 

Goat Anti-Rabbit 

(HAF008) 

HRP Ziege, 

polyklonal,  

IgG 

 

R&D Systems Inc., 

MN, USA 

mIgGκ BP 

(sc-516102) 

HRP Leichtketten-

bindendes 

Protein 

 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Heidelberg 

Mouse Anti-Goat 

(sc-2354) 

HRP Maus, 

monoklonal, 

IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., Heidelberg 
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten sekundären Antikörper 

 

4.3.5 Primer 

Zielgen  Hersteller 

GAPDH (VHPS-3541) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

HS3ST1 (VHPS-4288) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

HS3ST3A1 (VHPS-4290) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

HS3ST3B1 (VHPS-4291) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

HS3ST4 (VHPS-4292) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

HS3ST5 (HP218169) 

 

OriGene Technologies Inc, Rockville, MD, USA 

HS6ST1 (HP208069) 

 

OriGene Technologies Inc, Rockville, MD, USA 

HS6ST2 (VHPS-4293) Biomol GmbH, Hamburg 
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SULF2 (HP213232) 

 

OriGene Technologies Inc, Rockville, MD, USA 

TF (VHPS-3105) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

β-Actin (VHPS-110) 

 

Biomol GmbH, Hamburg 

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Primer 

4.3.6 Inhibitoren 

Bezeichnung Target Hersteller 

5-Azacytidin 

 

DNMT MedChemExpress, NJ, USA 

5-Fluor-2'-Desoxycytidin 

 

DNMT MedChemExpress, NJ, USA 

Corn Trypsin Inhibitor (CTI) 

 

Trypsin und Faktor XIIa 

 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Heidelberg 

 

Vorinostat 

 

HDAC MedChemExpress, NJ, USA 

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Inhibitoren 

 

4.4 Software 

Bezeichnung/Version Urheber 

APACT LPC-Software 1.21c 

 

LABiTec GmbH, Ahrensburg  

Bio-Rad CFX Maestro 2.3 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

BioRender® Premium Account 

 

Biorender 2022, Toronto, Canada 

ChemDraw Professional 18.1.2.18 

 

PerkinElmer Informatics, MA, USA 

 

Citavi 6.18 Swiss Academic Software GmbH, 

Wädenswil, Schweiz 

 

FlowJo™ 10.5.3 

 

BD Life Sciences, NJ, USA 

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software 
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GuavaSoft InCyte™ 3.3 

 

Merck KGaA, Darmstadt 

Image Lab™ 6.0.1 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen 

ImageJ v1.54h 

 

National Institutes of Health, MD, USA 

LibreOffice 6.2.5.2  

 

LibreOffice  

Microsoft® Office 2016 für Windows 

 

Microsoft Corporation, WA, USA 

NIS-Elements Advanced Research 

 

Nikon Instruments Inc., Kawasaki, Japan 

NIS-Elements Viewer 5.21 

 

Nikon Instruments Inc., Kawasaki, Japan 

Optima 2.20R2 

 

BMG Labtech GmbH, Offenburg 

VIALAB 

 

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal 

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Software 
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5 Methoden 

5.1 Zellkultivierung 

Die verwendeten Tumorzelllinien sollen stets unter aseptischen Bedingungen behandelt 

und kultiviert werden. Sämtliche Arbeitsschritte finden daher an einer vorher 

desinfizierten laminar air flow-Werkbank (LAF) statt, um so Kontaminationen mit Pilzen 

oder Bakterien vorzubeugen. Die LAF wird in regelmäßigen Abständen mit Isopropanol 

70 % (V/V) oder unter Zuhilfenahme einer UV-Lampe desinfiziert. Die benötigten 

Verbrauchsmaterialien werden vor Beginn der Versuche für 20 min bei 120 °C autoklaviert 

oder – sofern die Beschaffenheit der Materialien eine Autoklavierung nicht zulassen 

sollte – mit Isopropanol 70 % (V/V) eingesprüht und abgewischt. Um einer Mykoplasmen-

Infektion vorzubeugen, wird die LAF außerdem vor und nach jeder Benutzung mit 

MycoplasmaOff® behandelt. Um Zellkulturkontaminationen auszuschließen wird in 

regelmäßigen Abständen mittels PCR-Tests auf etwaige Infektionen getestet. 

Die Lagerung der Zellen findet in einem Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C und 

einem CO2-Gehalt von 5 % statt. Die für die jeweiligen Zelllinien individuell hergestellten 

Zellkulturmedien werden für eine verlängerte Haltbarkeit bei 2 – 8 °C aufbewahrt und erst 

unmittelbar vor Benutzung auf 37 °C temperiert. Anhand der Zellmedien und dem darin 

enthaltenen Farbindikator Phenolrot kann nachvollzogen werden, wann ein Wechsel des 

Mediums erforderlich ist. Wenn die sauren Stoffwechselprodukte der Zellen den pH-

abhängigen Farbumschlag von rot nach gelb bewirken, wird das alte Medium abgesaugt, 

die Zellen mit DPBS gewaschen und neues Zellkulturmedium hinzugegeben. 

 

5.2 Kryokonservierung und Revitalisierung 

Für eine Langzeitaufbewahrung werden die Tumorzellen in einem mit flüssigem Stickstoff 

gefüllten Tank bei -196 °C oder einem Gefrierschrank bei -150 °C kryokonserviert. Etwa 

2 x 106 Tumorzellen werden dafür in einem Kryomedium – bestehend aus neun Teilen FKS 

und einem Teil DMSO – resuspendiert und zu je einem Milliliter in Kryogefäße aliquotiert. 

Das zugesetzte DMSO dient dabei als Kryoprotektivum, da andernfalls durch die 

Ausbildung scharfkantiger Eiskristalle die Zellmembranen perforiert werden könnten. Die 
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Kryokonservate werden in einem mit reinem Isopropanol gefüllten Mr. Frosty™ 

Gefrierbehälter bei -80 °C zwischengelagert, um so ein zu schnelles Absinken der 

Temperatur zu verhindern. 

Für die Revitalisierung der Tumorzellen werden die Kryokonservate durch Zugabe eines 

Milliliters warmen Mediums aufgetaut. Die Suspension wird in ein Zentrifugenröhrchen 

überführt und bei 450 g und 4 °C für 4 min zentrifugiert. Der DMSO-haltige Überstand 

wird verworfen, das Zellpellet in einem ml Medium resuspendiert und in eine T25- oder 

T75-Zellkulturflasche überführt. Die Dauer der jeweiligen Arbeitsschritte wird so gering 

wie möglich gehalten, um so etwaige zytotoxische Effekte des DMSO zu minimieren. 

 

5.3 Subkultivierung der Tumorzellen 

Die Kultivierung der Zellen findet in sterilen Zellkulturflaschen statt, in denen ein 

Adhärieren der Tumorzellen mittels einer physikalischen Oberflächenveränderung des 

Flaschenbodens gewährleistet ist. Spätestens wenn die Zellkulturen einen konfluenten 

monolayer ausgebildet haben, müssen die Zellen abgelöst und passagiert werden. 

Verbrauchtes Medium wird mittels einer Vakuumpumpe abgesaugt und der Zellrasen 

vorsichtig mit DPBS gewaschen, um so abgestorbene Zellen und Reste des Mediums sowie 

die darin enthaltenen Calcium-Ionen zu entfernen. Anschließend wird der Zellrasen mit 

einer sterilen EDTA-Lösung benetzt und bei 37 °C und 5 % CO2 für etwa 10 min inkubiert. 

Durch eine lichtmikroskopische Kontrolle wird überprüft, ob sämtliche Zellen von der 

Oberfläche losgelöst sind. Sollte dies nicht der Fall sein, können die Zellen zusätzlich 

mechanisch mittels leichten Klopfens oder der Zuhilfenahme eines Zellschabers von der 

Oberfläche abgelöst werden. Der Flaschenboden wird dann unter der LAF mehrfach mit 

DPBS abgespült, die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen überführt und für 4 min 

bei 450 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet in einem 

definierten Volumen DPBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation wird eine Zellzahlbestimmung entsprechend Abschnitt 5.4 durchgeführt. 

Abschließend wird ein adäquater Volumenanteil der Zellsuspension in eine neue 

Zellkulturflasche gegeben und im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt gelagert oder 

für etwaige anstehende Versuche weiterverwendet.  
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5.3.1 MCF-7 Mammakarzinomzellen 

Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurde 1973 durch die Michigan Cancer Foundation 

etabliert. Die Zellprobe wurde 1970 aus einer Metastase in der Pleurahöhle einer 

69-jährigen Frau mit kaukasischer Herkunft, die an einem Adenokarzinom der Brust litt, 

isoliert und anschließend immortalisiert [362]. Die Tumorzellen sind Östrogenrezeptor 

und Progesteronrezeptor-positiv und gehören zum molekularen Subtyp Luminal A 

[363, 364]. Die Amplifikation des human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) fehlt. 

MCF-7 ist eine wenig aggressive und nicht-invasive Zelllinie, deren 

Metastasierungspotential eher gering ausfällt [364, 365]. Eine endokrine anti-östrogene 

Therapie bietet aufgrund der stark östrogenabhängigen Proliferation der MCF-7-

Tumorzellen eine vielversprechende Therapiegrundlage [366]. Für die Kultivierung der 

adhärent wachsenden Zelllinie wird DMEM®-Nährmedium verwendet, das mit 10 % [V/V] 

FKS, 1 % [V/V] L-Glutamin und 1 % [V/V] Penicillin/Streptomycin supplementiert wird. 

 

5.3.2 MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen 

Die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde 1973 durch das M.D. Anderson 

Hospital and Cancer Institute aus einer Brustgewebeprobe einer 51-jährigen, 

kaukasischen Patientin etabliert, die an einem metastatischen Mamma-Adenokarzinom 

litt [367, 368]. MDA-MB-231-Zellen weisen keine Expression des Östrogen- und des 

Progesteron- Rezeptors auf. Zudem fehlt die Amplifikation des HER2 [366]. Es handelt sich 

daher um eine triple-negative Mammakarzinomzelllinie, die hoch aggressiv, invasiv und 

schlecht differenziert ist [366, 369]. Die Zellen haben einen fibroblastoiden Phänotyp und 

bilden wenig Zell-Zell-Kontakte aus. Ein weiteres Charakteristikum der Zellen ist eine hohe 

intrinsische TF-Expression [370]. Für die Kultivierung der adhärent wachsenden Zelllinie 

wird DMEM®-Nährmedium verwendet, das mit 10 % [V/V] FKS, 1 % [V/V] L-Glutamin und 

1 % [V/V] Penicillin/Streptomycin supplementiert wird. 
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5.4 Zellzahlbestimmung 

Vor Versuchsreihen, in denen eine standardisierte und exakte Zellkonzentration von 

Nöten ist, wird eine Zellzahlbestimmung mittels eines CASY®1 Modell TT Cell Counters 

durchgeführt. Das Messprinzip des verwendeten Geräts basiert auf dem Grundsatz der 

electrical current exclusion und gibt Auskunft über Zellzahl und -viabilität [371].  

Um die Zellanzahl zu ermitteln, werden die Tumorzellen entsprechend Abschnitt 5.3 

vorbereitet und in einem definierten Volumen DPBS resuspendiert. 20 µl dieser 

Suspension werden in 10 ml einer sterilfiltrierten CASY®ton-Elektrolytlösung verdünnt 

und gründlich durch vorsichtiges Invertieren durchmischt. Die Lösung wird dann durch 

einen Unterdruck durch eine Kapillare mit einem Durchmesser von 150 µm geleitet. An 

zwei Platinelektroden am Ende der Kapillare wird ein Stromfluss angelegt und der 

resultierende Widerstand gemessen. Bei konstantem Fluss der reinen CASY®ton-

Elektrolytlösung verhalten sich Stromfluss und Widerstand konstant. Durchströmt 

hingegen eine Tumorzelle die Kapillare, so verdrängt das Eigenvolumen der Zelle einen 

äquivalenten Teil der Elektrolytlösung. Eine intakte Zelle wirkt aufgrund ihrer 

Phospholipidmembran wie ein partieller Isolator, was bei Passieren der Elektroden zu 

einem kurzzeitigen Anstieg des Widerstandes und damit verbunden zu einer messbaren 

Spannungsschwankung führt. Das Ausmaß dieser Schwankungen wird durch Anzahl und 

Größe der vorbeiströmenden Zellen beeinflusst. Passiert eine abgestorbene Zelle mit 

defekter Zellmembran die Elektroden, so nimmt nur der Zellkern noch Einfluss auf den 

Widerstand. Somit können tote Zellen von lebenden differenziert werden und neben der 

Konzentration auch Aussagen über die Viabilität einer Zellkultur getroffen werden [371]. 
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Abbildung 9: Aufbau des CASY®1 Modell TT Cell Counters [371]  

 

5.5 MTT-Assay 

Der MTT-Assay ist ein etabliertes kolorimetrisches Verfahren, das für 

Zytotoxizitätsbestimmungen von Substanzen und Inhibitoren genutzt wird [372]. Im Zuge 

dieser Arbeit sollen diejenigen Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren ermittelt 

werden, die in einem subtoxischen Bereich liegen. Das Prinzip der Messung beruht auf der 

Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), 

einem gelben Tetrazoliumsalz, das in stoffwechselaktiven Zellen durch mitochondriale 

Reduktasen in violettes wasserunlösliches Formazan reduziert wird (siehe Abbildung 10). 

Die entstehenden Formazankristalle werden abschließend in DMSO gelöst und können 

dann photometrisch vermessen werden. Die gemessene Absorption ist dabei direkt 

proportional zu der Viabilität der behandelten Zellen [372]. 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der enzymatischen Reduktion von MTT hin zu violettem Formazan durch 
mitochondriale Reduktasen [372]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 

Für die Durchführung des Versuches werden in durchsichtigen 96 Well Platten 

Tumorzellen ausgesät und für 24 h bei 37 °C und einer CO2-Konzentration von 5 % 

kultiviert. Die ausgesäte Zellzahl hängt dabei von der jeweiligen Zelllinie ab (MDA-MB-

231: 5.000 Zellen/Kavität; MCF-7: 2.000 Zellen/Kavität). Anschließend werden die Zellen 

für 72 h mit einer halblogarithmischen Verdünnungsreihe [10-9 - 10-4,5 mol/l] der 

Inhibitoren inkubiert, was die spätere Bestimmung des EC50-Wertes der jeweiligen 

Substanzen ermöglicht. Zusätzlich werden Zellen mit DPBS als Negativ- und DMSO als 

zytotoxische Positivkontrolle beimpft. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen 

für 90 min mit 20 µl einer MTT-Lösung [5 g/l] beimpft. Die Formazankristalle adhärieren 

am Boden der Wells und überschüssiges Lösungsmittel kann entfernt werden. Die Kristalle 

werden dann in reinem DMSO gelöst und die Absorption bei den Wellenlängen 570 nm 

und 690 nm in einem Multiwellreader Multiskan EX® gemessen. Während 570 nm den 

eigentlichen Messbereich des chromogenen Produkts darstellt, wird bei 690 nm das 

Hintergrundrauschen erfasst [372].  
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5.6 Quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion 

Die quantitative real-time Polymerase Kettenreaktion (qPCR) wird genutzt, um die 

Auswirkung verschiedener DNMT- und HDAC-Inhibitoren auf die mRNA-Expressionen von 

Zielgenen zu untersuchen, die durch eine veränderte Expression Einfluss auf den 

Sulfatierungsstatus der HSPGs entarteter Zellen nehmen. Die qPCR basiert auf der 

Vervielfältigung von Nukleinsäuren und kann für eine relative Quantifizierung der 

Expression von mRNA (messenger Ribonukleinsäure) genutzt werden [373]. 

Dafür muss die mRNA zunächst aus den behandelten Tumorzellproben extrahiert werden. 

Für die Isolation und Aufreinigung der mRNA aus Zellproben wird das Direct-zol™ RNA 

Miniprep-Kit der Firma Zymo Research Europe GmbH verwendet [374]. Die Zellen werden 

zunächst entsprechend Abschnitt 5.3. kultiviert und für einen definierten Zeitraum mit 

den jeweiligen Inhibitoren inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird der Zellrasen 

mittels EDTA gelöst und mit DPBS gewaschen. Nachdem der DPBS-Überstand mittels 

Zentrifugation abgetrennt wurde, wird die mRNA entsprechend der Herstelleranweisung 

aus den Zellpellets extrahiert [374].  

Mit Hilfe eines Colibri Microvolumen Spektrophotometers werden dann die 

Konzentrationen der Proben bestimmt. Dafür werden Absorptionsmaxima der Proben bei 

den Wellenlängen 260 nm und 280 nm gemessen. Anhand des Quotienten der beiden 

Absorptionsmaxima können Rückschlüsse auf die Reinheit der mRNA-Proben geschlossen 

werden. A260/280 sollte den Wert von 1,9 bis 2,1 nicht unter- bzw. überschreiten. Werte, 

die außerhalb dieser Spanne liegen, weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin. 

Die qPCR-Messung erfolgt an einem CFX Opus 96 Real-Time PCR System der Firma Bio-

Rad Laboratories. Im ersten Schritt der durchgeführten one-step qPCR werden je 25 ng 

der isolierten mRNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA (complementary 

Desoxyribonukleinsäure) transkribiert. Diese doppelsträngige cDNA wird dann im 

weiteren Verlauf durch eine DNA-Polymerase vervielfältigt. SYBR Green – ein 

interkalierender Fluoreszenzfarbstoff – kann sich in den neugebildeten DNA-Strängen 

einlagern. Durch Interkalation des SYBR Greens wird die Fluoreszenzintensität des 

Fluorophors um den Faktor 1000 erhöht und kann bei einer Wellenlänge von 521 nm 

detektiert werden. Das daraus resultierende Fluoreszenzsignal und die Menge der 
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gebildeten cDNA sind direkt proportional zueinander, wodurch Rückschlüsse auf die 

Ausgangsmenge der mRNA geschlossen werden können [373]. 

Die Amplifikation der Stränge erfolgt zyklusweise und die Vermehrung der cDNA-Stränge 

geschieht exponentiell, woraus sich eine Amplifikationskurve mit einem sigmoidalen 

Kurvenverlauf ableitet. Anhand der Anzahl der Zyklen, die benötigt werden, um das 

Fluoreszenzsignal über einen vordefinierten Schwellenwert zu heben und ab denen das 

exponentielle Kurvenwachstum beginnt, wird der sogenannte threshold cycle-Wert 

(CT-Wert, auch quantification cycle) ermittelt. Je weniger mRNA zu Beginn vorliegt, desto 

mehr Zyklen werden benötigt, um den Schwellenwert zu überschreiten. Hohe 

Expressionen zeichnen sich also folglich durch einen niedrigen CT-Wert aus [373]. 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Messprinzips (links) der qPCR und die daraus resultierende 
Amplifikationskurve (rechts). Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 

 

Die Proben werden in insgesamt 50 Vermehrungszyklen untersucht, von denen jeder 

Zyklus in drei Phasen unterteilt werden kann (siehe Abbildung 12). In der ersten Phase 

wird sämtliche DNA bei 95 °C denaturiert. Der Doppelstrang wird dabei in zwei 

einzelsträngige DNA-Matrizen aufgebrochen und bereits gebundene SYBR Green 

Moleküle freigegeben. In der zweiten Phase, dem Primer-annealing, kommt es zu einer 

Primerhybridisierung und forward und reverse primer lagern sich an die jeweiligen 

Einzelstränge an. Ausgehend von den angelagerten Primern werden in der dritten und 

letzten Phase durch die DNA-Polymerase neue komplementäre DNA-Sequenzen 

synthetisiert, in denen SYBR Green dann erneut interkalieren kann. Dieser Schritt wird als 
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Elongation bezeichnet und erfolgt genau wie das Primer-annealing bei einer Temperatur 

von 60 °C. In einem Temperaturzyklus wird jeder DNA-Strang verdoppelt, was letztlich zu 

der bereits erwähnten exponentiellen Vermehrung der DNA-Stränge führt [373].  

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung der jeweiligen Teilschritte eines Vermehrungszyklus während der qPCR. Die 
Grafik wurde mit BioRender erstellt. 

 

Die Reinheit des entstehenden Produktes wird simultan durch eine Schmelzpunktanalyse 

untersucht. Handelt es sich um ein reines Produkt, so erscheint in der Schmelzkurze 

lediglich ein klar abgegrenzter Peak bei einer definierten Temperatur. Sofern es zu 

Verunreinigungen oder der Bildung von Primer-Dimeren gekommen ist, zeichnen sich in 

der Schmelzkurze mehrere Peaks bei unterschiedlichen Temperaturen ab. Die 

Schmelztemperatur der gebildeten DNA-Sequenzen hängt dabei von dem Adenin-Thymin- 

und dem Guanin-Cytosin-Verhältnis ab. Des Weiteren werden Negativkontrollen 

vermessen, in denen abgesehen von den biologischen Proben alle Reagenzien enthalten 

sind. So soll sichergestellt werden, ob die Reagenzien eventuelle biologische 

Verunreinigungen enthalten. Das entsprechende Temperaturprogramm wird in 

Abbildung 13 dargestellt. 
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Abbildung 13: qPCR-Temperaturprogramm mit Unterteilung der drei Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation 
der cDNA mit den entsprechenden Inkubationstemperaturen und -zeiten. Messpunkte sind mittels eines 
Kamerapiktogramms gekennzeichnet. Jede qPCR-Messung beginnt mit einer 30-minütigen 
Inkubationszeit bei einer Temperatur von 48 °C, bei der mRNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in 
cDNA transkribiert wird, und endet mit einer Schmelzpunktbestimmung. Für diese wird ein 
Temperaturgradient (60 – 90 °C) mit 0,5 °C-Intervallen vermessen. 

Neben den Zielgenen werden außerdem die beiden housekeeping Gene GAPDH 

(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) und β-Actin vermessen, die in allen Zellen 

ubiquitär exprimiert werden und zur Normalisierung der gemessenen Expressionen 

herangezogen werden. Die relative Quantifizierung der Genexpressionen erfolgt mittels 

∆∆CT-Methode mit Hilfe der Software Bio-Rad CFX Maestro 2.3 [373]. 

 

5.7 Durchflusszytometrie 

Die Quantifizierung der Proteinexpression einer Zellpopulation kann mittels der 

mikrokapillaren Durchflusszytometrie erfolgen. Es handelt sich um ein hochsensitives 

Verfahren, bei dem einzelne Zellen oder Partikel an mehreren Lasern vorbeiströmen und 

die daraus resultierende Lichtstreuung und diverse Fluoreszenzparameter gemessen 

werden [375].  

Die Tumorzellen sollten möglichst als einzelne Zellen an den jeweiligen 

monochromatischen Lasern vorbeiströmen. Um eine solche Separation der Zellen zu 

bewerkstelligen, können verschiedene Verfahren genutzt werden. Bei der 

hydrodynamischen Fokussierung, die das gängigere Verfahren darstellt, wird die 

Probelösung mit einer Mantelflüssigkeit umspült und so einzelne Zellen mitgerissen (siehe 

Abbildung 14). Im CytoFLEX Durchflusszytometer der Firma Beckmann-Coulter GmbH, das 

für die Untersuchung der Antithrombin-Bindung an der Oberfläche vorbehandelter 

Tumorzellen genutzt wurde, wird ebendiese hydrodynamische Fokussierung für die 

Separation der Zellen genutzt [375, 376].  

Schmelzpunkt-
bestimmungDenaturierungcDNA Transkription

Annealing &
Elongation Denaturierung Abkühlung



5 METHODEN 

 

  68 

 

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Separation der Zellen durch Umspülung der Probelösung mit 
Mantelflüssigkeit [376]. 

Für die Quantifizierung von TF wird ein Guava® easyCyte HT Flow Zytometer verwendet. 

Hier werden die Zellen durch eine Mikrokapillare mit sehr hoher Geschwindigkeit 

angesaugt, was ebenfalls zu einer Separation der Zellen aus der Suspension führt [377]. 

Die zu untersuchenden Zellen werden dann mit einem Laser mit einer definierten 

Wellenlänge von 488 nm bzw. 633 nm bestrahlt. Am Interrogationspunkt entsteht so eine 

Lichtstreuung, die aus zwei Richtungen gemessen werden kann und Rückschlüsse auf 

Größe und Granularität der Zellen zulässt. Die Größe der Zellen nimmt dabei Einfluss auf 

die Lichttransmission des Lasers und kann in Form des Vorwärtsstreulichtes (forward 

scatter, FSC) erfasst werden. Der FSC-Detektor befindet sich in der Messanordnung auf 

einer Linie mit der Probe und dem Exzitationslaser. Die Größe einer Zelle und das 

gemessene Vorwärtsstreulicht stehen hierbei in einem reziproken Verhältnis zueinander, 

da die Lichttransmission mit zunehmender Zellgröße abnimmt. Ein weiterer Detektor 

erfasst im orthogonalen Winkel zum eingestrahlten Licht das Seitwärtsstreulicht 

(sideward scatter, SSC), dessen Ausmaß von der internen Komplexität und der 

Granularität der Tumorzellen abhängig ist und somit Rückschlüsse auf die Morphologie 

erlaubt.  
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Aufbaus und des Strahlenganges des Durchflusszytometers [377]. 

Trägt man nun FSC und SSC gegeneinander auf, so bilden Zellen ähnlicher Größe und 

Granularität Populationen in Form von dotplots aus, anhand derer man unterschiedliche 

Zelllinien oder defekte und intakte Zellen voneinander differenzieren kann. Nachdem man 

die entsprechende Population mittels eines Gates selektiert hat, trägt man nun die Fläche 

des gemessenen FSC-Signals (FSC-A) gegen die Höhe desselben Signals (FSC-H) auf. Somit 

können Zellaggregate, sogenannte Doublets, von Singulets unterschieden werden.  

Spezifische Fluorophor-konjugierte Antikörper binden an Zielstrukturen und können 

durch einen entsprechenden monochromatischen Laser angeregt werden. Die daraus 

resultierende Lichtemission kann für die Charakterisierung und Quantifizierung intra- und 

extrazellulärer Strukturen genutzt werden. Fluoreszenz-markierte Singulets können nun 

als Histogramm dargestellt und quantifiziert werden, indem die gemessene 

Fluoreszenzintensität gegen die Ereigniszahl aufgetragen wird. 
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Abbildung 16: Gating-Strategie der Durchflusszytometrie 

 

5.7.1 Quantifizierung der TF-Expression mittels Durchflusszytometrie 

Für die Quantifizierung der TF-Expression mittels Durchflusszytometrie werden die 

Tumorzellen entsprechend Abschnitt 5.3 vorbereitet und zwei Mal mit DPBS gewaschen. 

Anschließend werden die Zellen für 15 min bei Raumtemperatur in ca. 3 ml 

Zellsuspensionspuffer, bestehend aus 300 mg BSA gelöst in 10 ml DPBS, suspendiert und 

inkubiert. Durch die Blockierung mit BSA werden unspezifische Bindungen abgesättigt und 

vermieden. Die Konzentration der Zellproben wird mittels eines CASY®1 Modell TT Cell 

Counters ermittelt und die Proben nach Beendigung der Inkubationszeit für 4 min bei 4 °C 

und 600 g zentrifugiert. Die Pellets werden in Waschpuffer resuspendiert, sodass eine 

Stammlösung mit einer Konzentration von 1,5 × 106 TC/ml resultiert. Je 300 µl dieser 

Zellsuspensionen werden in Reagiergefäße aliquotiert. Ein gegen TF gerichteter, primärer 

monoklonaler Antikörper wird den Zellproben mit einer Konzentration von 2,5 µg/1 × 106 

TC zugegeben und unter Ausschluss von Licht für 45 min bei 21 °C inkubiert. Die 

Tumorzellsuspension sollte dabei ca. alle 15 min vorsichtig invertiert werden, um ein 

Herabsinken der Zellen zu verhindern. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die 

Reagiergefäße zentrifugiert (600 g, 4 °C, 4 min), die Zellen gewaschen und die Pellets 

anschließend in 200 µl Waschpuffer resuspendiert. Der primäre TF-Antikörper wird 

mittels eines Fluoresceinisothiocyanat-gekoppelten (FITC) Antikörpers markiert 

(45 min, lichtgeschützt, 21 °C). Nachdem die Inkubationszeit verstrichen und die Zellen 

zwei weitere Male gewaschen wurden, werden die Proben zu je 150 µl in die Kavitäten 

einer geeigneten Platte (96 Well, U-Form) überführt. Das Fluorophor wird in einem 
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Guava® easyCyte HT Flow Zytometer mittels eines blauen Lasers mit einer Wellenlänge von 

488 nm angeregt und das emittierte Licht durch einen grünen Bandpassfilter (530 nm) 

detektiert. 

 

5.7.2 Quantifizierung der AT-Bindung mittels Durchflusszytometrie 

Die Tumorzellen werden gemäß Abschnitt 5.3 vorbereitet und abschließend zwei Mal mit 

DPBS gewaschen, bevor eine relative Quantifizierung der AT-Bindung mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie durchgeführt wird. Anschließend werden die Zellen für 15 min bei 

Raumtemperatur in ca. 3 ml Zellsuspensionspuffer suspendiert und inkubiert. Durch BSA 

werden unspezifische Bindungen abgesättigt. Die Konzentration der Zellproben wird 

mittels eines CASY®1 Modell TT Cell Counters ermittelt und die Proben nach Beendigung 

der Inkubationszeit für 4 min bei 4 °C und 600 g zentrifugiert. Die Pellets werden in 

Waschpuffer resuspendiert und je 2 × 105 Tumorzellen in ein Reagiergefäß überführt. 

Nach erneuter Zentrifugation (600 g, 4 °C, 4 min) werden die Zellpellets in 200 µl 

Waschpuffer aufgenommen und für eine Stunde bei Raumtemperatur und unter 

Ausschluss von Licht mit humanem Antithrombin mit einer Konzentration von 15 µg/ml 

inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Proben erneut gewaschen und in 

200 µl Waschpuffer resuspendiert. 

Die AT-Bindung an der Oberfläche behandelter Zellen wird durch einen Alexa Fluor 647-

konjugierten monoklonalen Anti-AT Antikörper [2,5 µg/1 × 106 TC] markiert 

(60 min, lichtgeschützt, 21 °C). Die Bindung zwischen Zelle, Antithrombin und Antikörper 

wird mittels einer 30-minütigen Inkubation in Fixierungspuffer fixiert. Nach dreimaligem 

Waschen werden die Zellen in 200 µl Waschpuffer resuspendiert und in 

Durchflusszytometrie-geeignete Röhrchen überführt.  

Das Fluorophor wird mittels eines roten Lasers bei 633 nm angeregt und durch einen roten 

Bandpassfilter (670 nm) in einem CytoFLEX Durchflusszytometer der Firma Beckmann-

Coulter GmbH vermessen. 
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5.8 SDS-PAGE & Western Blot 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und die 

anschließende Western Blot Analyse werden genutzt, um Änderungen der 

Proteinexpressionen der jeweiligen Tumorentitäten nach einer Inkubation mit 

entsprechenden Wirkstoffen zu untersuchen. Hierfür wird ein isoliertes denaturiertes 

Proteingemisch zunächst mittels SDS-PAGE größenabhängig aufgetrennt und 

anschließend auf eine PVDF-Membran übertragen. Unter Zuhilfenahme spezifischer HRP-

konjugierter Antikörper werden dann die zu untersuchenden Proteine visualisiert [378–

380]. 

 

5.8.1 Lysatgewinnung 

Für die Herstellung von Proteinlysaten müssen die behandelten Tumorzellen zunächst mit 

EDTA (siehe Abschnitt 5.3) abgelöst und mit DPBS gewaschen werden. Für die Extraktion 

der Proteine wird das Zellepellet in einem frisch hergestellten Lysepuffer, bestehend aus 

cell extraction buffer (CE), Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und protease inhibitor 

cocktail (PIC), suspendiert [378, 379]. Während CE dafür sorgt, dass die Zellmembran 

lysiert wird und DNA sowie RNA präzipitieren, inhibieren PIC und PMSF endogene 

Proteasen und verhindern so den Abbau der Proteine. Um einer enzymunabhängigen 

Denaturierung der Proteine vorzubeugen, müssen die Proben und Reagiergefäße nach 

Zugabe des Lysepuffers gekühlt werden [378]. Die Proben werden für 30 min in einem 

Thermomix bei ca. 4°C und 650 U/min inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 

die Proben zentrifugiert (10.000 g, 4 min, 4 °C), um lysierte Zellmembranfragmente sowie 

DNA- und RNA-Präzipitate abzutrennen. Übrig bleibt das Proteinlysat, das in ein neues 

Reagiergefäß überführt und bei -80 °C gelagert wird [378]. 
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5.8.2 Proteinbestimmung mittels Bicinchinonsäure-Assay 

Die Konzentration der isolierten Proteinlysate kann mittels einer Bicinchoninsäure-

Reaktion (BCA) ermittelt werden [379, 381]. Diese beruht auf der Reduktion von Cu2+- zu 

Cu1+-Ionen. Die Menge reduzierter Cu1+-Ionen hängt dabei von der Anzahl spezifischer 

Peptidbindungen und der Tyrosin- und Tryptophanmenge der entsprechenden Probe ab 

[382]. Anschließend entsteht ein violetter Kupfer(I)-Bicinchoninsäure-Komplex, der 

kolorimetrisch quantifiziert werden kann. Die Absorptionsmessung erfolgt bei 570 nm. 

Die Menge des gebildeten Chelat-Komplexes und der Proteingehalt der Proben sind dabei 

direkt proportional zueinander [381].  

 

Abbildung 17: Entstehung des Kupfer(I)-Bicinchoninsäure-Komplexes aus einwertigen Kupfer-Ionen und BCA. 

Für die Quantifizierung werden verschiedene Verdünnungen der Proben (1:10, 1:20, 1:50 

und 1:100) in Milliporewasser hergestellt. Vermessen werden neben den Proben 

außerdem sechs Standardverdünnungen, aus denen im späteren Verlauf eine 

Kalibriergerade erstellt wird. Die Qualität der Kalibrierung wird des Weiteren mit drei 

Qualitätskontrollen, deren Konzentrationen im Bereich der Kalibrierung liegen (150, 250 

und 350 µg/µl BSA), ermittelt. Die Proben, die Kalibrierstandards und die 

Qualitätskontrollen werden als technische Duplikate zu je 20 µl in die Kavitäten einer 96-

Well-Platte pipettiert. Abschließend werden jedem Well 200 µl des frisch angesetzten BCA 

Protein Assay Kits der Firma ThermoFisher Scientific Inc., bestehend aus einer Kupfersulfat 

Lösung und BCA-Reagenz (1:50), zugegeben. Nach einer einstündigen Inkubation bei 60 °C 

und einer 10-minütigen Abkühlung der Platte bei Raumtemperatur wird die Absorption 

an einem Multiwell Reader FLUOstar™ OPTIMA gemessen. 
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5.8.3 SDS-PAGE 

Die SDS-PAGE-Methode wird verwendet, um das Proteingemisch der Lysate im Zuge einer 

Gelelektrophorese aufzutrennen [379]. Anhand der zuvor ermittelten Konzentrationen 

der Proben (siehe Abschnitt 5.8.2) kann das jeweilige Volumen errechnet werden, welches 

einer Gesamtproteinmenge von 25 µg entspricht. Ebendieses Volumen wird mit derselben 

Menge Laemmli-Puffer (2x) versetzt und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 

[378, 379]. 

Das im Laemmli-Puffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) dient der Abschirmung von 

Eigenladungen der Zielproteine. Dadurch ist eine Auftrennung der Proteine rein nach 

Größe und nicht nach Ladung möglich [379]. Durch TRIS-Puffer wird ein pH-Bereich 

eingestellt, in dem die Peptidbindungen nicht aufgebrochen bzw. denaturiert werden. 

Bromphenolblau dient der visuellen Kontrolle, anhand derer man die Position der 

Lauffront erkennen kann. Disulfidbrücken werden durch die Zugabe von β-

Mercaptoethanol aufgebrochen, da manche Proteine andernfalls nur als große 

Molekülkomplexe vorliegen könnten, deren Visualisierung dann wiederum nicht möglich 

wäre. Zusätzlich enthält der Laemmli-Puffer Glycerol, das aufgrund seiner hohen Dichte 

dafür sorgt, dass die Probengemische in den Taschen des Gels verbleiben [378]. 

Nach erfolgter Denaturierung werden die Proben in die Taschen eines Polyacrylamidgels 

pipettiert. Neben den Proben wird außerdem ein Größenstandard vermessen, der der 

späteren Identifikation der Proteinbanden dient. In dem ersten Segment des Gels, dem 

weitmaschigen Trenngel, werden die Proben aufkonzentriert. Chlorid-Ionen dienen dabei 

aufgrund ihrer Ladung und Größe als Leitionen. Der eingestellte pH-Wert entspricht dem 

isoelektrischen Punkt des Glycins, weswegen es als Zwitterionen vorliegt und daher bei 

einer angelegten Spannung nur langsam im Gel wandert. Es fungiert daher als Folge-Ion. 

Darauffolgend gelangen die Proteine in ein engmaschigeres Trenngel, in dem eine 

größenbasierte Auftrennung der Proteine stattfindet [378]. Das Gel befindet sich in einer 

mit Elektrophorese-Puffer gefüllten Kammer und eine konstante Spannung von 200 V 

wird angelegt. Die Proteine wandern nun zur Anode. Je nach Größe des Zielproteins 

können unterschiedliche Polyacrylamid-Konzentrationen verwendet werden, was Einfluss 

auf die Laufgeschwindigkeit der SDS-Protein-Moleküle nimmt [378]. Je höher die 
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Polyacrylamid-Konzentration des Gels, desto feiner die Auftrennung der Proteine. Die 

Laufzeit der Gelelektrophorese muss ebenfalls individuell an das verwendete Gel und das 

zu untersuchende Protein angepasst werden. Nach erfolgter Gelelektrophorese wird an 

einem ChemiDoc™ XRS+ System der Firma BioRad eine stainfree-Detektion durchgeführt. 

Das Messprinzip basiert auf einer Fluoreszenzlöschung und dient im späteren Verlauf der 

Normalisierung und Auswertung des Western Blots. 

 

5.8.4 Western Blot 

Die zuvor aufgetrennten Proteine werden nun mittels Western Blot aus dem 

Polyacrylamid-Geld auf eine Polyvinyliden-Membran (PVDF-Membran) übertragen. Diese 

Membran muss zunächst aufgrund ihrer stark hydrophoben Eigenschaften equilibriert 

werden. Dafür wird die Membran zunächst für eine Minute mit Methanol benetzt und 

anschließend mit Transferpuffer gewaschen. Die Übertragung findet in einem Turbo™ 

Transfer System der Firma Bio-Rad Laboratories statt. Abhängig von der Größe des zu 

untersuchenden Proteins stehen verschiedene Transferprogramme zur Verfügung, die 

hinsichtlich Spannung und Laufzeit variieren können. Die Filterpapiere werden in 

Transferpuffer eingelegt und vollständig durchtränkt. Zwischen den einzelnen Schichten 

dürfen sich keine Luftblasen befinden, da eine Übertragung an dieses Stellen nicht 

funktionieren würde. 

 

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Visualisierung eines Zielproteins (POI = protein of interest) nach erfolgter 
SDS-PAGE und Übertragung auf eine PVDF-Membran. An das POI bindet ein spezifischer primärer 
Antikörper, der wiederum durch einen HRP-konjugierten sekundären Antikörper markiert wird. HRP 
katalysiert dann die Umsetzung von Luminol, woraus die Emission eines Lumineszenzsignals resultiert. 
Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 
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Nach vollendeter Übertragung werden die Filterpapiere und das Gel entsorgt. Die PVDF-

Membran wird vorsichtig in eine Blot-Kammer überführt und für 1 h mit 50 ml 

Blockierlösung inkubiert, um so unspezifische Bindungen im späteren Verlauf der 

Antikörpermarkierung zu verhindern [378]. Daran anschließend wird die Membran drei 

Mal für je 10 min mit TBS-T gewaschen. Nun kann ein primärer Antikörper, der sich 

spezifisch gegen ein Zielprotein richtet, hinzugegeben werden. Die Membran wird für eine 

Stunde bei Raumtemperatur und dann für ca. zwölf Stunden bei 2-8 °C mit dem primären 

Antikörper inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBS-T wird die Membran für 90 

Minuten mit einem sekundären Antikörper versetzt, der sich gegen die verwendeten 

primären Antikörper richtet und mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert ist. 

Nach erneutem Waschen wird der PVDF-Membran eine Luminol-Wasserstoffperoxid-

Lösung zugegeben. HRP katalysiert dann die Oxidation von Luminol hin zu einem Phthalat, 

dessen Chemolumineszenz an einem ChemiDoc™ XRS+ gemessen werden kann. Die 

Proteinmenge ist dabei proportional zu der erfassten Lumineszenz. Jedes gemessene 

Signal wird als ein Pixel dargestellt, wodurch sich spezifische Banden der jeweiligen 

Proteine abbilden. Mit Hilfe der gemessenen Pixeldichten und der zuvor angefertigten 

stainfree Messung (siehe Abschnitt 5.8.3) kann das erfasste Proteinsignal relativ zur 

Gesamtproteinmenge quantifiziert und normalisiert werden [378]. 

 

5.9 Konfokale Laserrastermikroskopie 

Die konfokale Laserrastermikroskopie (CLSM) wird genutzt, um veränderte 

Proteinexpressionen der Zellen sowie deren Auswirkung auf das Antithrombin-

Bindungsvermögen und den Sulfatierungsstatus der HSPG zu visualisieren. Hierfür wird 

das CLSM-Modell A1 der Firma Nikon verwendet. Strukturen der Zelle, Zellkompartimente 

oder Zielproteine werden mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen oder mittels Fluoreszenz-

konjugierter Antikörper angefärbt und können so visualisiert werden.  

Das zu beobachtende Bild resultiert ausschließlich aus emittiertem Fluoreszenzlicht. 

Mittels unterschiedlicher monochromatischer Laser werden die gebundenen Fluorophore 

angeregt. Das emittierte Licht wird dann mittels beweglicher Spiegel durch einen 

dichroitischen Interferenzfilter geleitet. Dadurch wird rasterförmig eine große Anzahl von 
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Bildern eines Bildausschnittes aufgenommen, die dann zu einer hochauflösenden 

Einzelaufnahme zusammengesetzt werden. Die Verwendung von Lochblenden verhindert 

dabei das Messen von eventuellem Streulicht, was die Bildqualität des aufgenommenen 

Bildes erheblich verbessert [383]. Der schematische Aufbau und Strahlengang eines CLSM 

ist in Abbildung 19 illustriert. 

 

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines konfokalen Laserrastermikroskops [383]. Die Grafik 
wurde mit BioRender erstellt. 

 

5.9.1 Probenvorbereitung CLSM 

Im Zuge dieser Arbeit sollen unterschiedliche Strukturen und Proteine Fluoreszenz-

markiert werden. Dafür werden Tumorzellen [15.000 Tumorzellen/ml] in 

Kammerobjektträgern der Firma Ibidi GmbH kultiviert. Die Konfluenz der Zellen sollte 

dabei nicht zu hoch sein, da andernfalls einzelne Zellen nur noch schwierig 

differenzbierbar sind. Wenn die gewünschte Konfluenz erreicht ist, wird das Medium aus 

den Kammern des Objektträgers entfernt und der Zellrasen mit DPBS gewaschen. Die 

Zellen werden dann für 10 min mit einer 4%-igen Paraformaldehyd-Lösung (PFA) fixiert. 

PFA-Reste werden durch zweimaliges Waschen entfernt und den Zellen ein Milchpulver-

haltiger Blockierungspuffer zugegeben. Die Zellen werden bei Raumtemperatur für 1 h 



5 METHODEN 

 

  78 

blockiert, bevor in drei Schritten mit DPBS, Waschpuffer und schließlich Wasser 

gewaschen wird. Nun werden die Nuclei der Zellen durch die zehnminütige Zugabe von 

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) [1 µg/ml] markiert. DAPI ist ein in die DNA 

interkalierendes Fluorophor, das im ultravioletten Bereich angeregt wird. DAPI-

Rückstände werden mittels Waschpuffer entfernt und mit dem Färben der zu 

untersuchenden Zielstruktur fortgefahren. Im Fall von Antikörpermarkierungen werden 

die Zellen immer mindestens für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

HS3ST2 wird visualisiert, indem den Zellen ein primärer HS3ST2-Antikörper zugegeben 

wird. In einem zweiten Schritt wird dieser dann mit einem sekundären Fluorophor-

konjugierten Antikörper, der sich gegen die Spezies Kaninchen richtet, markiert. Aus einer 

HS3ST2-Überexpression resultiert eine verstärkte 3-O-Sulfatierung der HSPG. Diese kann 

visualisiert werden, in dem die Tumorzellen mit dem Antikörper HS4C3 – der 

freundlicherweise von Prof. Dr. Toin van Kuppevelt der Radboud Universität Nimwegen 

zur Verfügung gestellt wurde – behandelt werden [384]. Es handelt sich hierbei um einen 

Antikörper, der in der anti-VSV-Tag-Maushybridom-Zelllinie P5D4 (VSV = vesikuläres 

Stomatitis Virus) hergestellt wurde. Der Antikörper wird daher erst durch einen anti-VSV-

Glykoprotein Antikörper und anschließend durch einen gegen die Spezies Maus 

gerichteten Fluorophor-konjugierten Antikörper markiert.  

Die Fähigkeit behandelter Tumorzellen AT auf ihrer Oberfläche zu binden kann untersucht 

werden, indem den Zellen zunächst humanes AT [15 mg/ml] zugegeben und für 90 min 

inkubiert wird. Nachfolgend wird überschüssiges AT durch Waschen entfernt und das 

gebundene AT durch einen spezifischen AlexaFluor647-konjugierten anti-AT-Antikörper 

markiert.  
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Wellenlängen der Emissions- und Exzitationsmaxima verschiedener 
Fluorophore (blau = DAPI; grün = FITC; orange = Texas Red, AlexaFluor594; rot = AlexaFluor647), der zur 
Verfügung stehenden Anregungslaser sowie der zugehörigen Filter. Die Grafik wurde mit Hilfe des 
Fluorescence SpectraViewer erstellt [385]. 

In Abbildung 20 werden die Wellenlängen der Emissions- und Exzitationsmaxima der 

verwendetet Fluorophore dargestellt. Des Weiteren ist der Abbildung zu entnehmen, 

welche Anregungslaser und welche Filter während der CLSM verwendet werden können. 

Da sich die Emissionen und Exzitationen der Fluorophore nur bedingt überschneiden, 

können multiple Färbungen der Zellen durchgeführt werden. Tabelle 10 sind die 

verwendeten Antikörper und die entsprechenden Verdünnungen zu entnehmen. 

 

Antikörper Hersteller Target Spezies Fluorophor Verdünnung 

PA5-26522 Invitrogen HS3ST2 Kaninchen  1:500 

HS4C3 Uni Radboud 3-O-Sulfatierung Maus  1:2 

V5507 Sigma-Aldrich VSV-Glykoprotein Maus  1:25 

sc-271987 Santa Cruz Antithrombin Maus AF647 1:50 

BD554001 BD Biosciences Maus Ziege FITC 1:500 

sc-2090 Santa Cruz Kaninchen Esel FITC 1:200 

sc-2785 Santa Cruz Maus Esel TR 1:50 
Tabelle 10: Liste der für die konfokale Laserrastermikroskopie verwendeten Antikörper. 
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5.10 Aufbereitung der Blutproben 

Für die Untersuchungen der Tumorzell-induzierten Plättchenaktivierung müssen 

Thrombozyten aus Vollblut oder Thrombozytenkonzentraten isoliert und aufgereinigt 

werden. Für Untersuchungen des endogenen Thrombinbildungspotentials wird 

plättchenreiches Plasma genutzt, das aus Vollblut gewonnen wird. Im Falle von 

Lichttransmissions- oder ATP-Freisetzungs-Untersuchungen wird hingegen 

plättchenreicher Puffer verwendet, welcher aus bereits aufgereinigten 

Thrombozytenkonzentraten hergestellt wird. 

 

0 20 40 60 80 100

0

50

100

150

200

Zeit [min]

T
h

ro
m

b
in

 [
n

M
]

0

50

100

150

200

A
T

P
-F

re
is

e
tz

u
n

g
 [

%
] *

****
**

500 1000 1500

0

50

100

Zeit [s]

A
g

g
re

g
a

ti
o

n
 [

%
]

 

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Thrombozytenisolation aus Vollblut oder aus TKZ und die jeweils geeignete 
Anwendung. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. 
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5.10.1 Blutentnahme 

Die Entnahme des Vollblutes erfolgt gemäß dem Verfahren von Harrison et al. [386]. Die 

Vollblutspender sind ausschließlich männliche weiße Personen mittleren Alters, die keine 

bekannten Vorerkrankungen haben und vor der jeweiligen Spende mindestens 14 Tage 

keine thrombozytenaggregationshemmenden Arzneistoffe eingenommen haben. Das 

Einhalten einer 30-minütigen Ruhepause vor der Spende soll den hämodynamischen 

Stress und somit eine Spontanaggregation der Blutprobe verhindern. Dem Spender wird 

eine Oberarmkompression angelegt und die zu punktierende Stelle gründlich desinfiziert. 

Anschließend wird die Vena cephalica oder die Vena mediana cubiti in der Ellenbeuge 

mittels einer Multifly-Kanüle mit einer Größe von 21 Gauge punktiert. Die 

Oberarmkompression wird gelöst, sobald die Kanüle sicher in einer der Venen liegt und 

sich ein gleichmäßiger Blutfluss eingestellt hat. Für die Entnahme des Vollblutes werden 

S-Monovetten verwendet, die vollständig gefüllt und anschließend vorsichtig invertiert 

werden. Das in den Monovetten enthaltene Natriumcitrat komplexiert Ca2+-Ionen – also 

Gerinnungsfaktor IV – und verhindert so die spontane Aggregation der Probe.  

Es muss außerdem beachtet werden, dass die Verwendung einer traumatischen Kanüle 

subendotheliales Gewebe freilegt, was wiederum zur Aktivierung des extrinsischen 

Systems führt. Daher muss die erste entnommene Monovette verworfen werden, da 

aktivierte Gerinnungsfaktoren sonst zur spontanen Aggregation der Blutprobe führen 

könnten. Die Blutentnahme erfolgt unter Einhaltung der ethischen Grundsätze der 

Deklaration von Helsinki [387].  

 

5.10.2 Isolation plättchenreichen Plasmas aus Vollblut 

Um Thrombozyten aus dem Vollblut zu isolieren, wird das gemäß Abschnitt 5.10.1 

entnommene Blut für 20 min mit 210 g bei einer Temperatur von 21 °C zentrifugiert. 

Dadurch trennt sich das Vollblut in drei Phasen. Die untere, dunkelrote Schicht enthält 

Erythrozyten und Leukozyten. Die obere Phase ist das plättchenreiche Plasma. Es ist 

gelblich gefärbt und beinhaltet hauptsächlich Thrombozyten. Zwischen den beiden 

Phasen bildet sich eine schmale opaleszierende Grenzschicht, der sogenannte buffy coat, 

der sowohl Leukozyten als auch einige Thrombozyten enthält.  
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Das plättchenreiche Plasma wird vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen und in ein 

neues Zentrifugationsgefäß überführt. Sofern die Thrombozyten im Rahmen einer 

Untersuchung des endogenen Thrombinbildungspotentials verwendet werden sollen, 

kann an dieser Stelle wie in Abschnitt 5.12 beschrieben weiter verfahren werden.  

 

5.10.3 Isolation plättchenreichen Puffers aus Thrombozytenkonzentraten 

Das Institut für experimentelle Hämatologie und Transfusionsmedizin des 

Universitätsklinikums Bonn hat für experimentelle Untersuchungen der TCIPA 

freundlicherweise verfallene Thrombozytenkonzentrate (TKZ) bereitgestellt. Die 

Thrombozyten werden mittels Thrombozytapherese aus dem Blut gesunder Spender 

separiert und in Plasma resuspendiert. Dem Plasma wird dabei eine Citrat-Dextrose-

Lösung als Antikoagulans zugesetzt. Die zur Verfügung gestellten TKZ sind in der Regel bei 

Erhalt seit einem Tag verfallen und demnach nicht mehr für eine medizinische 

Verwendung geeignet, was jedoch keine Auswirkungen auf die Funktions- und 

Aggregationsfähigkeit der Thrombozyten hat. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Konzentrate sieben Tage nach Entnahme keine signifikanten Beeinträchtigungen 

hinsichtlich ihrer Funktionsfähigkeit aufweisen. Die Lagerung der TKZ erfolgt bei 21 °C und 

unter permanenter Bewegung auf einem Laborschüttler. Die durchschnittliche 

Konzentration der TKZ beträgt 1,2 × 109 Thrombozyten/ml und für die experimentellen 

Untersuchungen wird eine Zielkonzentration 4 × 108 Thrombozyten/ml benötigt. Dafür 

wird ein definiertes Volumen des TKZ entnommen und für 10 min bei 670 g und 21 °C 

zentrifugiert, wodurch die Thrombozyten vom Plasma und einem Großteil der darin 

enthaltenen plasmatischen Gerinnungsfaktoren abgetrennt werden. Das 

Thrombozytenpellet wird vorsichtig in plättchenarmen Puffer (PPP) resuspendiert und auf 

die Zielkonzentration von 4 × 108 Thrombozyten/ml eingestellt. Der resultierende 

plättchenreiche Puffer (PRP) muss vor Durchführung etwaiger Versuche recalcifiziert 

werden, um die Koagulabilität der Probe wiederherzustellen. Dafür wird mit einer 

Calciumchlorid-Stammlösung [0,5 M] eine Endkonzentration von 1 mM eingestellt. Die 

Haltbarkeit des PRP ist recht begrenzt, weswegen es möglichst unmittelbar vor den 

Versuchsansätzen frisch hergestellt werden sollte. Die Versuche sollten dann bestenfalls 
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binnen drei Stunden durchgeführt werden, da es sonst zu einer Spontanaggregation der 

Probe kommen könnte. Das hergestellte PRP ist geeignet für Untersuchungen der 

Lichttransmissionsaggregometrie (siehe Abschnitt 5.11) und der ATP-Freisetzung aus 

aktivierten Thrombozyten (siehe Abschnitt 5.13). 

 

5.11 Lichttransmissionsaggregometrie nach Born 

Die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born ist eine etablierte Technik zur 

funktionalen Untersuchung aktivierter Thrombozyten [80, 388]. Das Prinzip der Messung 

beruht auf der photo-optischen Erfassung der veränderten Lichtdurchlässigkeit nach einer 

Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregation. Als potentielle Agonisten können 

beispielsweise Thrombin, TRAP-6, ADP, Kollagen, Epinephrin, TXA2 oder Arachidonsäure 

dienen [14, 389, 390]. 

Tumorzellen können eine Thrombozytenaggregation auf verschiedene Weisen initiieren – 

sei es durch eine TF-induzierte Thrombingenerierung, durch Adhäsion von Tumorzellen 

an Thrombozyten oder durch eine Ausschüttung von Thrombozytenaktivatoren wie ADP 

oder TXA2 (siehe Abschnitt 2.3) [80, 391]. Wenn die Plättchen inaktiv sind, haben sie einen 

diskoiden Phänotyp und liegen fein verteilt als Suspension vor [392]. Die inaktive 

Probelösung hat aufgrund dieser feinen Verteilung eine maximale optische Dichte 

wodurch die Transmission minimal ausfällt, da ein Großteil des eingestrahlten Lichtes von 

der großen Oberfläche der Suspension absorbiert wird. Dieser Zustand dient als Nullwert 

und wird mit 0 % Aggregation gleichgesetzt. Der theoretische Maximalwert der 

Aggregation wird durch Vermessen einer PPP-gefüllten Küvette festgelegt, was einer 

100%-igen Aggregation entspricht [80, 393, 394]. 

In Thrombozyten, die bspw. durch Bindung eines Agonisten an dessen zugehörigen 

Rezeptor aktiviert werden, wird eine Signalkaskade losgetreten [393]. Ein substanzieller 

Schritt dieses Aktivierungsprozesses ist der schnelle Anstieg der intrazellulären Calcium-

Ionen-Konzentration, was die Freisetzung prokoagulativer Mediatorstoffe aus den 

Granula der aktivierten Thrombozyten erleichtert [393, 394]. Dies zieht weitere 

Thrombozyten an und begünstigt die Thrombenbildung. Pseudopodien, die durch 

Membranausstülpungen ausgebildet werden, erhöhen die Oberfläche der Blutplättchen 



5 METHODEN 

 

  84 

erheblich und führen zum sogenannten shape change. Durch die vergrößerte Oberfläche 

der Thrombozyten kommt es kurzzeitig zu einer verringerten Lichttransmission, die dann 

allerdings durch die Präzipitation von Homo- oder Heteroagglomeraten stark zunimmt. 

Die Lichttransmission wird von einem Photometer erfasst und in Echtzeit in Form eines 

sigmoidalen Kurvenverlaufes abgebildet [80, 394]. 

 

Abbildung 22: Funktionsweise der Lichttransmissionsaggregometrie nach Born [388, 394] 
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5.12 Thrombingenerierungs-Assay 

Der Thrombingenerierungs-Assay (TGA) ist ein Messverfahren zur Bewertung der 

Fähigkeit einer plättchenreichen Plasmaprobe nach in vitro-Aktivierung der Gerinnung 

durch TF oder einen anderen geeigneten Stimulus Thrombin zu generieren [395, 396]. Die 

Menge gebildeten Thrombins fungiert als Surrogatparameter zur Beurteilung des 

Ausmaßes einer thrombozytären Aggregation. Dies ermöglicht es zu analysieren, ob und 

in welchem Maße beispielsweise eine Tumorzelllinie befähigt ist, TF und somit in 

Konsequenz Thrombin freizusetzen. 

Die Quantifizierung des generierten Thrombins basiert dabei auf einer 

Fluoreszenzmessung, die durch die Thrombin-spezifische Abspaltung eines Fluorophors 

aus dem fluorogenen Subtrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC zustande kommt [396]. Die 

Serinprotease spaltet das fluoreszierende 7-Amino-4-Methylcumarin (AMC) katalytisch 

vom Substrat ab [397]. Durch eine vorherige Erstellung einer Kalibriergeraden kann 

anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitäten das endogene 

Thrombinbildungspotential (ETP) der jeweiligen Proben ermittelt werden. Das ETP 

entspricht dabei der area under the curve (AUC) der aufgezeichneten Funktion. Zusätzlich 

können Aussagen über die Koagulabilität der einzelnen Proben anhand der gemessenen 

lag time getroffen werden. 

 

Abbildung 23: Strukturformel von Z-Gly-Gly-Arg-AMC (schwarz und rot) und das nach der Abspaltung durch Thrombin 
entstehende Fluorophor 7-Amino-4-Methylcumarin (rot) [397]. 
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Bevor die Thrombozyten isoliert und aufbereitet werden, werden die Tumorzellen gemäß 

Abschnitt 5.3 abgelöst, gezählt und die für den jeweiligen Versuchsansatz benötigte 

Konzentration eingestellt. Falls erforderlich, werden die Tumorzellen mit Inhibitoren 

präinkubiert. 

Unmittelbar nachdem die Tumorzell-Suspensionen vorbereitet wurden, wird frisches 

plättchenreiches Plasma wie in Abschnitt 5.10.2 beschrieben hergestellt. Die Entnahme 

des Plasmas geschieht mit besonderer Vorsicht, damit keine Erythrozyten in die Probe 

gelangen, da die Lyse dieser Zellen zur Freisetzung thrombozytenaktivierender Artefakte 

führen könnte. Des Weiteren soll so ein zu großer Scherstress vermieden werden. Da 

sowohl das intrinsische (FXII) als auch das extrinsische Gerinnungssystem (FVII) die 

Thrombinbildung initiieren können, ist die Zugabe des FXIIa-Inhibitors corn trypsin 

inhibitor (CTI) in einer Konzentration von 50 µg/ml zwingend erforderlich. Das Plasma wird 

nach Zugabe des CTI vorsichtig invertiert und unmittelbar danach zu je 40 µl in die 

Kavitäten einer schwarzen Nunc™ F96 MicroWell™-Platte pipettiert. Dem vorgelegten 

plättchenreichen Plasma werden dann 10 µl der jeweiligen Induktoren zugegeben. DPBS 

dient dabei als Negativ- und rekombinanter TF als Positivkontrolle (siehe Tabelle 11). 

Reagenzien Probe [µl] Positivkontrolle [µl] Negativkontrolle [µl] 

Plättchenreiches Plasma 40 

Tumorzellsuspension 10 --- --- 

Rekombinanter TF --- 10  

DPBS --- --- 10 

TGA-Substrat 50 
Tabelle 11: Pipettierschema Thrombingenerierung. 

Unmittelbar vor der Messung werden je 50 µl der fluorogenen Substrat-Lösung (Z-Gly-Gly-

Arg-AMC) zügig in jede Kavität pipettiert. Die Kinetikmessung erfolgt in einminütigen 

Messintervallen an einem auf 37 °C temperierten Tecan Spark® Multimode Microplate 

Reader über einen Zeitraum von 90 min. Gemessen wird bei einer Extinktion von 360 nm 

und einer Emission von 460 nm. 
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5.13 ATP-Freisetzungs-Assay 

Die Freisetzung von ATP aus den dichten Granula aktivierter Thrombozyten kann mittels 

einer Luciferase-induzierten Lumiaggregometrie quantifiziert werden. Die Menge des 

freigesetzten ATP korreliert dabei mit dem Ausmaß der thrombozytären Aktivierung und 

Aggregation [80].  

Recalcifizierter PRP wird für eine definierte Zeitspanne mit Tumorzellen inkubiert, welche 

entsprechend Abschnitt 5.3 vorbereitet werden. Neben der Behandlung mit den 

Tumorzellen werden zwei Proben außerdem mit DPBS bzw. mit TRAP-6 beimpft. Die mit 

DPBS versetzte Probe dient als Negativkontrolle und bildet das ATP-Basallevel in 

inaktiviertem PRP sowie die Autolumineszenz ab. TRAP-6 hingegen induziert eine schnelle 

und vor allem starke Aktivierung der Thrombozyten und wird daher als Positivkontrolle 

herangezogen. Die Proben werden anschließend zu je 50 µl in technischen Triplikaten in 

die Kavitäten einer weißen Nunc™ F96 MicroWell™ Platte pipettiert. 

Parallel dazu wird unter Ausschluss von Licht das D-Luciferin/Luciferase-Reagenz 

hergestellt. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeiten werden 40 µl des Reagenzes in 

jede Kavität gegeben.  
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Messprinzips des ATP-Freisetzungs-Assays. Die Sezernierung des ATP 
erfolgt aus den dichten Granula aktivierter Thrombozyten und kann anhand einer durch 
Luciferin/Luciferase-Reaktion-induzierten Lumineszenz quantifiziert werden [14, 80]. Die Grafik wurde 
mit BioRender erstellt. 

D-Luciferin wird in einer ATP-abhängigen enzymatischen Reaktion durch firefly luciferase 

in das energetisch angeregte Intermediat Adenyl-Luciferin überführt. In Anwesenheit von 

Sauerstoff zerfällt das Adenyl-Luciferin in Oxyluciferin, Kohlenstoffdioxid und Wasser und 

emittiert dabei Licht. Die Intensität der resultierenden Biolumineszenz, die bei einer 

Wellenlänge von 560 nm an einem Multiwell Reader FLUOstar™ OPTIMA gemessen wird, 

ist dabei proportional zur freigesetzten Menge ATP [14, 80, 390]. 

 

5.14 Wundheilung, Motilität und Proliferation 

Der Einfluss einer DNA-Methyltransferase- und einer Histondeacetylase-Inhibition auf 

Wundheilung, Motilität und Proliferation von Mammakarzinomzellen wurde durch die 

Verwendung eines PHIO Cellwatcher M der Firma PHIO scientific GmbH untersucht. Es 

handelt sich um ein linsenloses Bildgebungsverfahren, in dem sechs voneinander 

unabhängige Kameras in regelmäßigen Abständen mikroskopische Bilder von Zellen 

aufnehmen. Diese werden dann in Echtzeit durch ein durch künstliche Intelligenz (KI) 
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gestütztes System analysiert und multiparametrische Daten generiert. Die KI erkennt 

einzelne Zellen und erfasst über einen Zeitverlauf Proliferation, Motilität oder 

Wundheilung einer Verletzung des Zellrasens. 

Für Motilitäts- und Proliferationsmessungen werden 2 ml einer Tumorzellsuspension 

[5 × 104 Tumorzellen/ml] in die Kavitäten einer 6 Well Platte gegeben. Das verwendete 

Vollmedium wird vorher mit den entsprechenden Inhibitoren beimpft. Die Platte wird in 

den PHIO Cellwatcher M gestellt und nach einer einstündigen Adhäsionsphase wird die 

Messung gestartet. 

Für Wundheilungsuntersuchungen werden Zweikammer-Kultureinsätze der Firma Ibidi 

GmbH genutzt. In jede Kammer werden 70 µl einer Tumorzellsuspension 

[3,5 × 105 Tumorzellen/ml] pipettiert, die zuvor mit den entsprechenden Inhibitoren 

beimpft wurde. Nach einer 24-stündigen Inkubationszeit ist ein nahezu konfluenter 

Zellrasen entstanden und durch vorsichtiges Herausziehen des Kultureinsatzes wird ein 

Wundspalt im Zellrasen erzeugt. Jede Kavität wird vorsichtig mit DPBS gewaschen und mit 

neuem Inhibitor-haltigem Medium versetzt. Die Messung wird nun gestartet und die 

Zellen über einen Zeitverlauf von 72 - 96 h untersucht.  

 

5.15 Statistik 

Ergebnisse, die im Zuge dieser Arbeit erarbeitet und abgebildet werden, stammen von 

mindestens drei voneinander unabhängigen biologischen Replikaten und werden als 

Mittelwert ± SD angegeben. Falls nicht anders gekennzeichnet, wurden One way ANOVA-

Tests für die statistische Analyse der erhaltenen Daten verwendet. Als Post-hoc Test dient 

der Dunnett-Test. Der Grad der statistischen Signifikanz wird mit Sternchen 

gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001). 
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6 Ergebnisse und Diskussion 

6.1 Einflüsse einer deregulierten HS3ST2-Expression auf die hämatogene 

Metastasierung 

Zunächst soll untersucht werden, ob ein erhöhter 3-O-Sulfatierungsgrad der tumoralen 

Glykokalyx auch mit einer verminderten thrombogenen Aktivität der Zellen einhergeht. 

Dafür werden MCF-7-Zellen genutzt, deren intrinsische HS3ST2-Expression aufgrund eines 

durch Hypermethylierung induzierten silencing schwindend gering ist [11]. Stabil 

transfizierte MCF-7-Zellen, in denen mittels eines Plasmides eine HS3ST2-Überexpression 

(MCF-7 HS3ST2-OV) induziert wurde, wurden freundlicherweise durch Prof. Martin Götte 

(Universitätsklinikum Münster; Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe) zur Verfügung 

gestellt. MCF-7-Zellen, die mit einem pcDNA3.1-Kontrollplasmid transfiziert wurden, 

dienen außerdem als Negativkontrolle, um etwaige, zufällige Integrationseffekte 

auszuschließen (MCF-7 vector) [270]. 

 

6.1.1 Quantifizierung der veränderten HS3ST2-Expression und fluoreszenz-

mikroskopische Untersuchung der 3-O-Sulfatierung in MCF-7-Zellen 

Zu Beginn der Versuchsreihe wird die Effizienz der HS3ST2-Transfektion überprüft. Dafür 

wird die HS3ST2-Expression der Zellen mittels qPCR und Western Blot untersucht 

(Abbildung 25 A). Das mRNA-Level der MCF-7 HS3ST2-OV ist verglichen mit dem der 

MCF-7 vector signifikant erhöht. Im Falle der Proteinexpression zeichnet sich ein ähnliches 

Bild ab: Während bei den Vektorzellen keinerlei HS3ST2 nachgewiesen werden kann, ist 

bei der überexprimierenden Zellvariante eine stark ausgeprägte Proteinbande auf Höhe 

des Zielproteins zu erkennen (Abbildung 25 A).  
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Abbildung 25: Untersuchung HS3ST2-überexprimierender MCF-7-Zellen und Einfluss auf den 3-O-Sulfatierungsstatus 
der Zellen. A Analyse der HS3ST2-Expression stabil transfizierter MCF-7-Zellen auf mRNA- und 
Proteinebene mittels qPCR (oben) und Western Blot (unten). B Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung 
der Zellen mittels CLSM. Die Immunfluoreszenzfärbung der zellulären Strukturen erfolgt mit DAPI 
(Zellkern; blau), FITC (3-O-sulfatierte Epitope; grün) und AlexaFluor594 (HS3ST2; gelb).  

Im weiteren Verlauf soll nun untersucht werden, ob eine erhöhte HS3ST2-Expression auch 

zu einer verstärkten 3-O-Sulfatierung der tumoralen Oberfläche führt. Hierfür werden 

fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen angestellt, in denen HS3ST2 und 3-O-

Sulfatierungen der HSPG mittels geeigneter spezifischer Antikörper angefärbt und 

visualisiert werden (Abbildung 25 B). Die Zellkerne der zu untersuchenden Zellen werden 

dafür mit DAPI – einem DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff – angefärbt, der in 

blau abgebildet wird. Intrazelluläres HS3ST2 wird in gelb und 3-O-Sulfatierungen in grün 

dargestellt. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen lässt sich klar erkennen, dass die 

Kontrollzellen über keine detektierbare HS3ST2-Expression und nur eine schwach 

ausgeprägte 3-O-Sulfatierung verfügen. MCF-7 HS3ST2-OV zeichnet sich hingegen durch eine 

starke HS3ST2-Expression und 3-O-Sulfatierung aus.  
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6.1.2 Untersuchung der funktionellen Auswirkung einer HS3ST2-Überexpression in 

MCF-7-Zellen auf die TCIPA 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Reexpression von HS3ST2 zu einer verstärkten 

3-O-Sulfatierung der MCF-7-Zellen führt, soll nun untersucht werden, ob der veränderte 

Sulfatierungsgrad Einfluss auf die prothrombotischen Eigenschaften der 

Mammakarzinomzellen nimmt. Wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben, ist die 3-O-

Sulfatierung der tumoralen HSPG essentiell für die Bindung und Aktivität von 

Antithrombin [10]. Da die TCIPA in erster Linie durch Thrombin initiiert wird, dessen 

Aktivierung aus der Präsentation von TF resultiert, ist ein potentiell antithrombotischer 

Effekt durch eine verstärkte 3-O-Sulfatierung anzunehmen. Um dies zu untersuchen, 

werden Lichttransmissionsaggregometrie-Messungen von Thrombozyten nach Kontakt 

mit beiden Zellvarianten vorgenommen und miteinander verglichen (Abbildung 26 A). 

Anhand der Aggregogramme lässt sich klar erkennen, dass die Zellvariante MCF-7 HS3ST2-OV 

eine deutlich verzögerte Aktivierung der Thrombozyten induziert. Während sich im Falle 

der Vektor-Kontrollzellen bereits nach ca. 20 min eine 100%-ige Aggregation einstellt, 

bedarf es bei der überexprimierenden Zellvariante fast 40 min, bis dieser Zustand 

eingetreten ist. 
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Abbildung 26: Untersuchung des funktionellen Einflusses einer HS3ST2-Überexpression auf die TCIPA induziert durch 
stabil transfizierte MCF-7-Zellen. A Untersuchung der Lichttransmissionsaggregometrie HS3ST2-
überexprimierender Zellen. B Untersuchung des ETP induziert durch HS3ST2-überexprimierende Zellen. C 
Quantifizierung der relativen normalisierten TF-Expression. (MCF-7 vector = schwarz; MCF-7 HS3ST2-OV = 
blau). 
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Um zu überprüfen, ob der beobachtete Effekt auf eine Inhibition des durch TF-

Präsentation gebildeten Thrombins zurückzuführen ist, wird das endogene 

Thrombinbildungspotential (ETP) der jeweiligen Zellvariante mittels 

Thrombingenerierungs-Assays erfasst (Abbildung 26 B). Obwohl die Überexpression der 

MCF-7 HS3ST2-OV-Zellen die Gesamtmenge des gebildeten Thrombins nicht beeinflusst, kann 

trotzdem eine gering verzögerte lag time beobachtet werden. 

Abschließend wird die TF-Expression der Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht, 

um so eventuelle Effekte durch eine veränderte Ausstattung mit dem Gerinnungsfaktor 

auszuschließen. Da die Hochregulierung der Sulfotransferase keinen Einfluss auf die TF-

Expression hat, kann die beobachtete antithrombogene Wirkung aus der verstärkten 3-O-

Sulfatierung der Zellen resultieren (Abbildung 26 C). 

 

6.2 Einfluss epigenetisch wirksamer Wirkstoffe auf das Expressionsprofil und 

Sulfatierungsmuster von Mammakarzinomzellen  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Überexpression von HS3ST2 in MCF-7-

Mammakarzinomzellen zu einer attenuierten Koagulabilität führte, soll im weiteren 

Verlauf dieser Dissertationsarbeit der Einfluss der DNMTi Azacytidin und FdCyd sowie des 

HDACi Vorinostat auf den prothrombotischen Phänotyp der Mammakarzinomzellen 

mittels geeigneter in vitro-Assays untersucht werden. Neben MCF-7-Zellen werden 

außerdem Untersuchungen an der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 

vorgenommen, die sich neben einer erhöhten Aggressivität außerdem durch eine deutlich 

höhere intrinsische TF-Expression auszeichnet. Abgesehen von HS3ST2 wird außerdem die 

Expression der übrigen bekannten 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen untersucht.  

 

6.2.1 Zytotoxizitätsbestimmung der verwendeten Inhibitoren 

Zu Beginn der Versuchsreihe werden die Zytotoxizitäten der jeweiligen Inhibitoren mit 

Hilfe von MTT-Messungen untersucht. Ziel ist die Ermittlung einer subtoxischen 

Konzentration der Inhibitoren, mit der die Tumorzellen im weiteren Verlauf behandelt 

werden sollen. Die MTT-Kurven sowie die ermittelten EC50-Werte werden in Abbildung 27 
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dargestellt.  Die gemessenen EC50-Werte der Inhibitoren Azacytidin und Vorinostat liegen 

allesamt im einstelligen mikromolaren Konzentrationsbereich.  
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Abbildung 27: Zytotoxizitätsuntersuchungen der verwendeten Inhibitoren mittels MTT-Assay. Die 
Mammakarzinomzellen werden für 72 h mit einer halblogarithmischen Verdünnungsreihe der 
entsprechenden Inhibitoren inkubiert. Als Positivkontrolle dient DMSO (gekennzeichnet als 10-2) und als 
Negativkontrolle wird den Zellen DPBS (gekennzeichnet als 10-9,5) hinzugegeben. Anhand des 
sigmoidalen Kurvenverlaufs wird der EC50-Wert [µmol/l] ermittelt. 

Betrachtet man die MTT-Messungen der FdCyd-behandelten MCF-7-Zellen fällt auf, dass 

sich kein sigmoidaler Kurvenverlauf einstellt. Stattdessen fällt die Viabilität der Zellen 

bereits ab einer Konzentration im dreistelligen nanomolaren Bereich auf ca. 50 % ab, sinkt 

aber im weiteren Verlauf – selbst bei einer Konzentration von ca. 31,6 µM 

(halblogarithmischer Verdünnungsschritt 10-4,5) – nicht weiter ab. Dieser atypische 

Kurvenverlauf lässt darauf schließen, dass FdCyd die mitochondriale Stoffwechselaktivität 

und somit die Umsetzung des MTT beeinflusst. Im Falle der MDA-MB-231-Zellen ergibt 

sich zwar ein sigmoidaler Kurvenverlauf, wobei auch hier zu beobachten ist, dass die 

Viabilität der Zellen ebenfalls bereits in nanomolaren Konzentrationsbereichen absinkt. 

Auch hier ist davon auszugehen, dass die errechnete Zytotoxizität (EC50 = 0,951 µM) nicht 

den tatsächlichen toxischen Konzentrationsbereich des Inhibitors abbildet. Visuelle, 

lichtmikroskopische Kontrollen und Viabilitätsmessungen mit Hilfe eines CASY®1 Modell 

TT Cell Counters konnten zeigen, dass die Inkubation der Zelllinien mit FdCyd mit einer 

Konzentration von 1 µM über 48 h zu keiner nennenswerten Beeinträchtigung der 

Viabilität führte. Auf Grundlage der Zytotoxizitätsuntersuchungen wird daher für die 

folgenden Versuchsreihen stets eine Inhibitorkonzentration von 1 µM genutzt.  
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6.2.2 Untersuchung des Einflusses der verwendeten Inhibitoren auf die 

Proliferationsrate  

Neben Zytotoxizitätsuntersuchungen soll außerdem der Einfluss der verwendeten 

Inhibitoren auf die Proliferationsrate der Zellen untersucht werden. Dafür wird die 

Konfluenz des Zellrasens unter Verwendung eines PHIO Cellwatcher M über einen 

Zeitraum hinweg beobachtet, der bis zum Erreichen einer vollständigen Konfluenz 

benötigt wird. Anschließend werden die mikroskopischen Aufnahmen mit Hilfe eines 

implementierten, KI-basierten Programmes analysiert. Die Proliferationsrate der Zellen 

leitet sich dabei aus der Konfluenzzunahme in % pro Zeit ab. Die verwendete 

Konzentration der Inhibitoren beträgt entsprechend der vorherigen 

Zytotoxitätsuntersuchungen 1 µM. Aufgrund der zeitlich limitierten Verfügbarkeit des 

Gerätes handelt es sich bei den in diesem Kapitel abgebildeten Ergebnissen um 

Einzelmessungen (n = 1).  

Die Konfluenzen der Zelllinie MCF-7 werden in Form mikroskopischer Aufnahmen in 

Abbildung 28 A zu ausgewählten Zeitpunkten dargestellt. Lebende Zellen werden durch 

den PHIO Cellwatcher M erkannt und gelb gefärbt abgebildet. Tote Zellen oder 

unbewachsene Areale werden hingegen in violett dargestellt. Bereits nach 48 h lässt sich 

erkennen, dass FdCyd die Proliferationsrate der Zellen mindert. Bei den übrigen 

Behandlungen ist zu diesem Zeitpunkt keine visuelle Einschränkung des Wachstums zu 

beobachten. Verglichen mit der DMSO-Kontrolle lässt sich nach 120 h festhalten, dass 

FdCyd und Vorinostat die Proliferation stark hemmen. Azacytidin hingegen scheint die 

Proliferation der Zellen zu begünstigen. Betrachtet man die Proliferationskurven 

(Abbildung 28 C), lässt sich erkennen, dass die Inhibitoren das Wachstum der Zellen in den 

ersten 50 h nicht oder nur marginal beeinflussen. Um die Proliferationsrate in der 

Inkubationszeit der nachfolgenden Experimente besser evaluieren zu können, wird die 

Wachstumsrate nach 48 h bestimmt (Abbildung 28 B). Während die Konfluenz der 

Zellrasen während der Inkubation mit DMSO, Azacytidin und Vorinostat mit einer 

Geschwindigkeit von ca. 2 %/h zunehmen, verringert sich die Proliferationsrate unter 

Einfluss von FdCyd auf ca. 1 %/h. Anhand der KI-gestützten Erkennung lebendiger Zellen 

kann allerdings bestätigt werden, dass die Zellen unter Einfluss von FdCyd trotz 

eingeschränkter Proliferationsrate noch über eine ausreichende Viabilität verfügen. 
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Abbildung 28: Untersuchung der Proliferationsrate von MCF-7-Zellen unter Einfluss einer DNMT- bzw. HDAC-Inhibition 
mittels eines PHIO Cellwatcher M und anschließender KI-gestützer Analyse der Konfluenz und Viabilität 
des Zellrasens. A Abbildung mikroskopischer Aufnahmen der Zellrasen zu ausgewählten repräsentativen 
Zeitpunkten. Lebende Zellen werden in gelb und tote Zellen oder unbewachsende Areale in violett 
dargestellt. B Analyse der Proliferationsrate nach 48-stündiger Inkubation mit den entsprechenden 
Inhibitoren. C Darstellung der Wachstumskurven über einen Zeitverlauf von 120 h (DMSO = dunkelblau; 
Azacytidin = grün; FdCyd = hellblau; Vorinostat = violett). Bei der hier abgebildeten Versuchsreihe handelt 
es sich lediglich um eine biologische Stichprobe (n = 1), weswegen keine statistische Analyse durchgeführt 
wurde. 
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Analog hierzu werden auch Untersuchungen an der Zelllinie MDA-MB-231 vorgenommen. 

Die Wachstumsrate der aggressiveren triple-negativen Zelllinie fällt höher aus als die der 

MCF-7-Zellen, weswegen bereits nach 72 h eine vollständige Konfluenz des Zellrasens 

erreicht wird (Abbildung 29 A). Nach 24 h lässt sich kein visueller Unterschied hinsichtlich 

der Konfluenz unter Einfluss der verwendeten Inhibitoren erkennen. Auch die Viabilität 

scheint durch die Inkubation zu diesem Zeitpunkt unbeeinflusst. Nach 72 h wird die 

Proliferation der Zellen durch die Inhibitoren Azacytidin und Vorinostat nur marginal 

attenuiert. FdCyd führt hingegen nach ca. 50 h zu einer Abnahme der Proliferation. 

Betrachtet man die Proliferationsrate über einen Zeitraum von 48 h (Abbildung 29 B) – 

also der Inkubationszeit, die für die nachfolgenden Experimente festgelegt wurde – lässt 

sich keine Beeinträchtigung der Wachstumsgeschwindigekeit feststellen. Die 

Proliferationsrate beträgt unter allen Behandlungen ca. 3 %/h. 

Die Behandlungen der Zellen mit den Inhibitoren mit einer Konzentration von 1 µM führen 

zu keiner Beeinträchtigung der Viabilitäten oder der Proliferationsraten. Lediglich die 

Behandlung der MCF-7-Zellen mit FdCyd führt zu einer verminderten Proliferationsrate. 

Die Viabilität der Zellen wird dadurch allerdings in keinem erheblichen Maße negativ 

beeinflusst. 
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Abbildung 29: Untersuchung der Proliferationsrate von MDA-MB-231-Zellen unter Einfluss einer DNMT- bzw. HDAC-
Inhibition mittels eines PHIO Cellwatcher M und anschließender KI-gestützer Analyse der Konfluenz und 
Viabilität des Zellrasens. A Abbildung mikroskopischer Aufnahmen der Zellrasen zu ausgewählten 
repräsentativen Zeitpunkten. Lebende Zellen werden in gelb und tote Zellen oder unbewachsende Areale 
in violett dargestellt. B Analyse der Proliferationsrate nach 48-stündiger Inkubation mit den 
entsprechenden Inhibitoren. C Darstellung der Wachstumskurven über einen Zeitverlauf von 72 h (DMSO 
= dunkelblau; Azacytidin = grün; FdCyd = hellblau; Vorinostat = violett). Bei der hier abgebildeten 
Versuchsreihe handelt es sich lediglich um eine biologische Stichprobe (n = 1), weswegen keine 
statistische Analyse durchgeführt wurde. 
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6.2.3 Quantifizierung der veränderten Expression von 3-O- und 6-O-

Sulfotransferasen in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit epigenetisch wirksamen 

Wirkstoffen 

Bevor der Einfluss einer Wirkstoffinkubation näher untersucht wird, wurden zunächst die 

intrinsischen Expressionsprofile der entsprechenden Heparansulfat-Sulfotransferasen der 

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 betrachtet. Dafür wurden die öffentlich zur Verfügung 

gestellten RNA-Sequenzing-Daten des human protein atlas [398] herangezogen 

(Abbildung 30 A). Die Analyse zeigt, dass nur marginale Mengen der HS3ST-Familie 

exprimiert werden. Lediglich die Isoformen HS3ST3A1, -3B1 und -5 werden von der 

Zelllinie exprimiert, wohingegen die Expression der Isoformen -1, -2 und -4 unterhalb der 

Nachweisgrenze zu liegen scheint. Die Expressionsniveaus der HS6ST-Familie liegen 

deutlich höher, wobei der Subtyp HS6ST1 am stärksten vertreten ist.  

Die Tumorzellen werden nun mit den zuvor ermittelten, subtoxischen Konzentrationen 

der Inhibitoren (siehe Abschnitt 6.2.1) behandelt und für 48 h inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit werden aus den Zellen qPCR-Proben gewonnen und die relativen mRNA-

Level der jeweiligen Sulfotransferasen ermittelt. Eine DMSO-behandelte Population dient 

dabei als Referenzwert. Die qPCR-Messungen (Abbildung 30 B) zeigen, dass die Azacytidin-

Behandlung zu einem leichten, nicht-signifikanten Anstieg von HS3ST1, -2 und -4 sowie 

HS6ST1 und -2 führt. Die Expression von HS3ST3A1 und -3B1 – hier aufgrund der 

identischen Primersequenz zusammengefasst als HS3ST3 – nimmt unter dem Einfluss von 

Azacytidin ab. Trotz des ähnlichen Wirkmechanismus der beiden DNMTi, induziert die 

FdCyd-Behandlung eine von Azacytidin abweichende Veränderung der Expressionen. Die 

mRNA-Level der Subtypen HS3ST1, -2 und -3 werden verringert und die Expression von 

HS3ST4 bleibt unverändert. Die 6-O-Sulfotransferasen werden hingegen verstärkt 

exprimiert, wobei die Expression von HS6ST2 hoch signifikant erhöht wird. Vorinostat 

führt zu einem signifikanten Anstieg von HS3ST4 und einer nicht-signifikanten Erhöhung 

von HS3ST1. Die Expression der übrigen Sulfotransferasen bleibt durch den HDACi 

unbeeinflusst oder wird nur schwach vermindert (Abbildung 30 B). 
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Abbildung 30: Untersuchung der Auswirkungen einer DNMT- bzw. HDAC-Inhibition auf das Sulfotransferasen-
Expressionsprofil von MCF-7-Zellen. A Untersuchung der intrinsischen mRNA-Level diverser 
Heparansulfat-Sulfotransferasen unter Zuhilfenahme des human protein atlas [398]. B Analyse der 
mRNA-Level ausgewählter 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit den 
jeweiligen Inhibitoren mittels qPCR. C Analyse der Protein-Expression ausgewählter 3-O- und 6-O-
Sulfotransferasen in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit den jeweiligen Inhibitoren mittels Western Blot-
Analyse. 
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Um zu verifizieren, ob die veränderten mRNA-Level auch zu einer attenuierten oder 

gesteigerten Proteinexpression führen, werden Western Blot-Untersuchungen angestellt 

(Abbildung 30 C). Die Behandlung der Zellen mit Azacytidin führt erstaunlicherweise bei 

allen untersuchten Sulfotransferasen zu einer Herunterregulierung. Auch die 

Proteinexpression nach Behandlung mit FdCyd und Vorinostat stimmen nur teilweise mit 

den zuvor gezeigten qPCR-Daten überein. Auffallend ist hier FdCyd, das als einziger 

Inhibitor in der Lage zu sein scheint, eine signifikant veränderte Reexpression von HS3ST1 

und HS6ST2 zu induzieren. 

 

6.2.4 Quantifizierung der veränderten Expression von 3-O- und 6-O-

Sulfotransferasen in MDA-MB-231-Zellen nach Behandlung mit epigenetisch 

wirksamen Wirkstoffen 

Analoge Untersuchungen sollen nun an der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 

vorgenommen werden. Erneut wird zuerst das intrinsische Expressionsprofil der Zellen 

unter Zuhilfenahme des human protein atlas [398] untersucht (Abbildung 31 A). Es lässt 

sich feststellen, dass die Expression der 6-O-Sulfotransferasen in den MDA-MB-231-Zellen 

deutlich geringer ausfällt, als in MCF-7-Zellen. Die Isoformen HS6ST2 und -3 sind nicht 

nachweisbar oder nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze. Die normalized transcripts per 

million (nTPM) der Isoform HS6ST1 fallen außerdem geringer aus, als in den zuvor 

untersuchten MCF-7-Zellen. Die gemessenen Expressionen der HS3ST-Isoformen zeigen, 

dass neben den Subtypen HS3ST3A1 und -3B1 eine ausgeprägte intrinsische HS3ST1-

Expression in den Zellen identifiziert werden konnte. 

Erneut werden die Auswirkungen einer Inhibitorbehandlung auf die jeweiligen mRNA-

Expressionsprofile mittels qPCR untersucht. Lediglich Vorinostat führt hier zu einer 

signifikant gesteigerten Expression der Isoformen HS3ST2 und HS6ST2. Die übrigen 

Inhibitorbehandlungen führen nur zu nicht-signifikanten, marginalen Veränderungen der 

jeweiligen Expressionen, verglichen mit der DMSO-Kontrollpopulation (Abbildung 31 B).  
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Die Proteinanalytik stimmt erneut nur bedingt mit den qPCR-Daten überein, was nahelegt, 

dass für die tatsächliche Expression der Enzyme weitere regulatorische Mechanismen 

nachgeschaltet sind. Azacytidin nimmt keinerlei Einfluss auf die Expression der 

untersuchten Isoformen. Die Behandlung mit FdCyd führt zu einer signifikant erhöhten 

HS3ST1-Expression, wohingegen die Expression der übrigen Enzyme unverändert bleibt. 

Unter Einfluss von Vorinostat kann in den Zellen eine erhöhte Expression von 

HS3ST1 und -2 beobachtet werden. Die Expression von HS3ST4 und HS6ST1 werden 

verringert. Bei Western Blot-Untersuchungen der Isoform HS6ST2 konnte bei der Größe 

des Zielproteins keine Bande detektiert werden, was darauf schließen lässt, dass die 

Expression unterhalb der Nachweisgrenze zu liegen scheint. 
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Abbildung 31: Untersuchung der Auswirkungen einer DNMT- bzw. HDAC-Inhibition auf das Sulfotransferasen-
Expressionsprofil von MDA-MB-231-Zellen. A Untersuchung der intrinsischen mRNA-Level diverser 
Heparansulfat-Sulfotransferasen unter Zuhilfenahme des human protein atlas [398]. B Analyse der 
mRNA-Level ausgewählter 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen in MDA-MB-231-Zellen nach Behandlung mit 
den jeweiligen Inhibitoren mittels qPCR. C Analyse der Protein-Expression ausgewählter 3-O- und 6-O-
Sulfotransferasen in MDA-MB-231-Zellen nach Behandlung mit den jeweiligen Inhibitoren mittels 
Western Blot-Analyse. 
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6.2.5 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der 3-O-Sulfatierung behandelter 

Mammakarzinomzellen 

Nachdem festgestellt werden konnte, dass die Inhibitoren einen Einfluss auf die 

Expression der 3-O-Sulfotransferasen nehmen, soll im weiteren Verlauf untersucht 

werden, ob sich diese veränderte Expression auch in einer veränderten 3-O-Sulfatierung 

manifestiert. Dafür werden CLSM-Proben entsprechend Abschnitt 5.9.1 vorbereitet und 

an einem CLSM Nikon A1 untersucht (Abbildung 32). Ein spezifischer, gegen 3-O-

Sulfatierung gerichteter Antikörper (HS4C3), der freundlicher Weise durch Toin H. van 

Kuppevelt (Department of Biochemistry, Nijmegen Center for Molecular Life Sciences, 

Radboud) zur Verfügung gestellt wurde, wird genutzt, um den potentiell veränderten 

3-O-Sulfatierungsgrad der Zellen zu visualisieren. Nachdem die Zellen mit HS4C3 inkubiert 

wurden, wird den Proben ein Anti-VSV-Antikörper, gefolgt von einem FITC-konjugierten 

Anti-Maus-Antikörper, zugegeben. Abschließend werden die Zellkerne mit DAPI gefärbt. 

 

Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der 3-O-Sulfatierung behandelter MCF-7- (A) und MDA-MB-
231-Zellen (B) mittels CLSM. Die Zellkerne werden mit Hilfe von DAPI angefärbt (blau). Die Markierung 
der 3-O-Sulfatierung erfolgt mittels HS4C3, einem Anti-VSV-Antikörper, und einem FITC-konjugierten 
Anti-Maus-Antikörper (grün). 

MCF-7
DMSO

MCF-7
Azacytidin

MCF-7
FdCyd

MCF-7
Vorinostat

DAPI Anti-3-OS Overlay

BA
MDA-MB-231
DMSO

MDA-MB-231
Azacytidin

MDA-MB-231
FdCyd

MDA-MB-231
Vorinostat

DAPI Anti-3-OS Overlay



6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

  105 

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der MCF-7-Zellen zeigt, dass die DMSO-

behandelte Kontrollgruppe nur über einen schwachen 3-O-Sulfatierungsgrad verfügt. 

Unter Einfluss der Inhibitoren nimmt dieser zu. Im Einklang mit den Western Blot Daten, 

die eine signifikante Hochregulierung von HS3ST1 zeigten, führt die Behandlung der Zellen 

mit FdCyd zu der stärksten 3-O-Sulfatierung der Zelloberfläche. Auch die Behandlung mit 

Azacytidin und Vorinostat induziert eine verstärkte 3-O-Sulfatierung der Zellen, was mit 

Blick auf die Expressionsniveaus der 3-O-Sulfotransferasen unter Einfluss von Azacytidin 

etwas verwunderlich erscheint. Denkbar wäre, dass andere Enzyme, die an der Synthese 

oder Modifikation der HSPG beteiligt sind, durch die Inhibitoren verändert exprimiert 

werden, und so trotz geringerer Expressionslevel dennoch eine gesteigerte 3-O-

Sulfatierung auftritt. Auch sei an dieser Stelle zu erwähnen, dass die Expression und die 

Aktivität eines Enzyms nicht zwangsläufig voneinander abhängen. Es könnte also auch 

sein, dass die Aktivität einer oder mehrerer HS3ST durch die Inhibitorbehandlung 

gesteigert wird. 

Die Untersuchungen der MDA-MB-231-Zellen zeigen ein ähnliches Bild. Auch hier führt 

die Azacytidin-Behandlung zu einer schwach gesteigerten 3-O-Sulfatierung der Oberfläche 

trotz unveränderter HS3ST-Ausstattung. Die Inhibitoren FdCyd und Vorinostat, die beide 

eine signifikant erhöhte HS3ST1-Expression induzierten, führen auch beide zu einer 

verstärkten 3-O-Sulfatierung – wobei der durch FdCyd vermittelte Effekt deutlich stärker 

ausfällt. 

 

6.2.6 Quantifizierung der AT-Bindung an den Oberflächen behandelter 

Mammakarzinomzellen 

In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass die 3-O-Sulfatierung der HSPG eine 

essentielle Bedeutung für die Bindung von AT hat [10]. Demnach sollte eine gesteigerte 

3-O-Sulfatierungsrate auch mit einer verbesserten Bindungsaffinität von AT einhergehen. 

Da der 3-O-Sulfatierungsgrad unter Einfluss von FdCyd in beiden Tumorzelllinien am 

stärksten erhöht wurde, müsste unter dieser Behandlung auch die AT-Bindung am 

höchsten ausfallen. Um dies zu untersuchen, werden erneut fluoreszenzmikroskopische 

Untersuchungen vorgenommen. Aus den präinkubierten Zellen werden CLSM-Proben 
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entsprechend Abschnitt 5.9.1 hergestellt, die nach erfolgter Fixierung und Blockierung mit 

humanem Antithrombin beimpft werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die 

Zellen dann mit einem AlexaFluor647-konjugierten anti-AT-Antikörper angefärbt und 

zusammen mit DAPI im CLSM visualisiert. Analog zu den CLSM-Untersuchungen wird die 

AT-Bindung außerdem durchflusszytometrisch untersucht.  
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Abbildung 33: Floureszenzmikroskopische Untersuchung der AT-Bindung an der Oberfläche behandelter (A) MCF-7- und 
(B) MDA-MB-231-Zellen. Die Zellen werden mit humanem Antithrombin versetzt, das anschließend mit 
einem AlexaFluor647-konjugierten Anti-AT-Antikörper markiert und in rot dargestellt wird. Die Zellkerne 
werden mittels DAPI angefärbt und in blauer Farbe abgebildet. Eine relative Quantifizierung der AT-
Bindung, verglichen mit einer DMSO-Kontrollpopulation, wird außerdem mittels Durchflusszytometrie 
vorgenommen. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen der MCF-7-Zellen werden in C und die der 
MDA-MB-231-Zellen in D abgebildet.  

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der MCF-7-Zellen (Abbildung 33 A) zeigt, 

dass die DMSO-Kontrollgruppe minimale Mengen an AT gebunden hat. Betrachtet man 

die Azacytidin- und Vorinostat-behandelten Zellen, kann man eine leicht gesteigerte 

Bindung des AT erfassen. Die Inkubation mit FdCyd führt hingegen zu einer deutlich 

verstärkten Bindung. Diese Daten werden teilweise von den durchflusszytometrischen 
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Untersuchungen gestützt (Abbildung 33 C). Während die Behandlung mit Azacytidin und 

Vorinostat keine verstärkte AT-Bindung induziert, führt die Behandlung mit FdCyd zu 

einem hoch signifikant gesteigerten AT-Bindungsvermögen der Zellen.  

Betrachtet man nun die MDA-MB-231-Zellen, zeichnet sich ein ähnliches Bild ab. Erneut 

führen die Behandlungen mit Azacytidin und Vorinostat nur zu einer geringen und FdCyd 

zu einer deutlich gesteigerten Bindungsaffinität des AT (Abbildung 33 B). Die 

durchflusszytometrische Analyse bestätigt diese Beobachtung. Verglichen mit der DMSO-

Kontrolle erhöht sich die AT-Bindung unter Einfluss FdCyd signifikant um das zehnfache – 

bei MCF-7-Zellen führt die Behandlung nur zu einer Erhöhung um den Faktor drei. Auch 

die gemessenen Effekte der übrigen Inhibitoren stimmen mit den Beobachtungen aus den 

CLSM-Untersuchungen überein. Sowohl Azacytidin als auch Vorinostat begünstigen die 

AT-Bindung (Abbildung 33 D). 

 

6.2.7 Zwischenfazit zu den Untersuchungen der veränderten Expressionsprofile 

behandelter Mammakarzinomzellen  

Zunächst konnte bestätigt werden, dass eine HS3ST2-Reexpression einen 

antikoagulativen Einfluss auf den sonst prothrombotischen Phänotyp der 

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ausübt. Mittels geeigneter epigenetisch wirksamer 

Inhibitoren sollte daher eine Reexpression der HS3ST forciert und dessen Einfluss auf den 

3-O-Sulfatierungsgrad der Zellen und das AT-Bindungspotential untersucht werden. 

Darüberhinaus wird die Expression der 6-O-Sulfotransferasen ebenfalls untersucht, da 

deren Stellenwert in der Ausbildung der AT-Bindungsdomäne nicht ignoriert werden sollte 

– auch wenn hinreichend belegt ist, dass in erster Linie die 3-O-Sulfatierung die 

Bindungsaffinität beeinflusst. 

Die fluoreszenzmikroskopischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen konnten 

belegen, dass insbesondere FdCyd in beiden Zelllinien zu einer gesteigerten 3-O-

Sulfatierung und in Konsequenz zu einer signifikant gesteigerten AT-Bindung führte. 

Azacytidin und Vorinostat induzierten ebenfalls in beiden Zelllinien eine verstärkte 3-O-

Sulfatierung, die in der Bildgebung der CLSM-Untersuchungen ebenfalls zu einer 
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verbesserten AT-Bindung führten. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen 

bestätigten diese Ergebnisse nur bedingt. Dass vor allem unter Einfluss von Azacytidin 

keine signifikant erhöhte Expression von HS3ST, aber dafür eine verbessterte 3-O-

Sulfatierung und AT-Bindung festgestellt werden konnte, erscheint widersprüchlich. Es 

muss jedoch bedacht werden, dass die Enzymaktivität nicht alleinig von dessen Expression 

abhängt. Es wäre also denkbar, dass etwaige andere Effekte die Enzymaktivität der HS3ST 

steigern, ohne dass die Expressionsniveaus zwangsläufig erhöht sein müssen. 

Auf Grundlage der bisher erhobenen Daten ist davon auszugehen, dass sämtliche 

untersuchten Inhibitoren eine antithrombotische Wirkung in den untersuchten Zelllinien 

induzieren sollten. FdCyd, das die 3-O-Sulfatierung und die AT-Bindung am stärksten 

begünstigte, sollte dabei auch den stärksten antikoagulativen Effekt vermitteln. 

 

6.3 Untersuchung des funktionellen Einflusses einer veränderten Expression von 

3-O- und 6-O-Sulfotransferasen induziert durch epigenetisch wirksame 

Wirkstoffe in Mammakarzinomzellen 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Inkubation der beiden untersuchten Zelllinien 

mit DNMTi oder HDACi zu einer veränderten AT-Bindung führt, soll nun überprüft werden, 

ob sich dies auch auf den prothrombotischen Phänotyp der Tumorzellen auswirkt. Dafür 

wird die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA), die ATP-Freisetzung aus Thrombozyten 

nach Tumorzellkontakt und das endogene Thrombinbildungspotential (ETP) der Zellen 

untersucht und jeweils mit einer DMSO-behandelten Kontrollgruppe verglichen.  

Des Weiteren soll untersucht werden, ob die Inhibitorbehandlung einen Einfluss auf das 

Migrationsverhalten der Zellen nimmt. Es ist hinreichend belegt, dass die Aktivierung der 

Thrombozyten eine EMT der Tumorzellen induzieren kann. Dafür verantwortlich ist vor 

allem TGF-β1, das in den α-Granula der Thrombozyten gespeichert und im Falle einer 

Aktivierung sezerniert wird [14, 156]. Verschiedenartige transforming growth factors 

werden durch HSPG auf der tumoralen Oberfläche immobilisiert und können dann diverse 

zelluläre Prozesse oder Signalkaskaden initiieren [195, 207, 208]. Es soll daher untersucht 

werden, ob eine Behandlung mit den verwendeten Inhibitoren einen Einfluss auf das 

Migrationsverhalten von Tumorzellen hat. Dafür werden Wundheilungsassays 
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durchgeführt und eine mit Plättchenüberstand behandelte und eine Kontrollpopulation 

hinsichtlich der durchschnittlichen Geschwindigkeiten des jeweiligen Wundverschlusses 

verglichen. Da der PHIO Cellwatcher M leider nur für einen zeitlich limitierten Rahmen zur 

Verfügung stand, konnten nur die DNMTi untersucht werden. Es konnten außerdem keine 

Wiederholungen der Wundheilungsassays durchgeführt werden, weswegen die 

dargestellten Ergebnisse lediglich eine Einzelmessung darstellen (n = 1) und keine 

biologischen Triplikate. 

 

6.3.1 Funktionelle Beeinflussung der TCIPA in MCF-7-Zellen 

Die LTA-Untersuchungen präinkubierter MCF-7-Zellen zeigen, dass sowohl Azacytidin als 

auch Vorinostat die TCIPA verzögern. FdCyd-behandelte Zellen induzieren unerwarteter 

Weise eine schnellere TCIPA, was auf eine gesteigerte Koagulabilität der Zellen unter 

Einfluss des DNMTi hinweist (Abbildung 34 A). Dieser unerwartete Befund spiegelt sich 

auch in der ATP-Freisetzung der Thrombozyten wider. Hier erhöht FdCyd die ATP-

Freisetzung aus den dichten Granula der Thrombozyten, was auf eine verstärkte 

Aktiverung der Plättchen hindeutet, während Vorinostat die ATP-Freisetzung signifikant 

vermindert. Im Falle von Azacytidin lässt sich kein Einfluss auf die ATP-Freisetzung 

feststellen (Abbildung 34 B). Die Untersuchungen der Tumorzell-induzierten 

Thrombingenerierung ergeben ein mit den LTA-Versuchen weitestgehend 

übereinstimmendes Ergebnis. Azacytidin und Vorinostat verlängern ähnlich wie bei der 

LTA die lag time, wodurch es zu einem späteren Einsetzen der thrombozytären 

Aktivierung bzw. Generierung von Thrombin kommt. Die lag time der MCF-7-Zellen wird 

dabei durch beide Inhibitoren signifikant verlängert, was einer antithrombotischen 

Veränderung des tumoralen Phänotyps entspricht (Abbildung 34 D). Die Menge des 

gebildeten Thrombins wird durch die Inhibitoren aber nur unwesentlich beeinflusst. 

FdCyd bewirkt dabei erneut einen gegenteiligen Effekt (Abbildung 34 C, D).  
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Abbildung 34: Untersuchung der funktionellen Auswirkung einer DNMT- oder HDAC-Inhibition auf die TCIPA durch 
MCF-7-Zellen. A LTA-Untersuchung nach Behandlung mit Azacytidin (rot), FdCyd (blau) oder Vorinostat 
(lila) verglichen mit einer DMSO-behandelten Zellpopulation (schwarz). B Untersuchung der ATP-
Freisetzung aus den dichten Granula von Thrombozyten nach Kontakt mit präinkubierten MCF-7-Zellen. 
Analyse des ETP (C) und der lag time (D) unter Einfluss einer Inhibition mit den epigenetisch wirksamen 
Wirkstoffen. 
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6.3.2 Funktionelle Beeinflussung der TCIPA in MDA-MB-231-Zellen 

Analoge Untersuchungen an der Zelllinie MDA-MB-231 führen zu vergleichbaren 

Ergebnissen. Erneut führt Azacytidin zu einer weniger stark ausgeprägten TCIPA und 

bewirkt, dass die Thrombozytenaktivierung erst verspätet einsetzt. Die Koagulabilität der 

Zellen unter Einfluss des DNMTi FdCyd nimmt ebenfalls zu. Lediglich die beobachteten 

Effekte während der LTA unter Einfluss des HDACi Vorinostat weichen von den zuvor 

erhobenen Daten ab. Anders als bei den MCF-7-Zellen verstärkt Vorinostat den 

prothrombotischen Phänotyp der MDA-MB-231-Zellen (Abbildung 35 A). Während die 

ATP-Freisetzung durch Azacytidin und Vorinostat nicht beeinflusst wird, führt FdCyd 

ebenfalls zu einer Erhöhung und somit zu einer verstärkten Aktivierung der Plättchen 

(Abbildung 35 B). Untersuchungen des ETP zeigen, dass Azacytidin nur eine leicht 

retardierende Wirkung auf die lag time ausübt. FdCyd und Vorinostat führen hingegen 

sowohl zu einem erhöhten ETP als auch zu einer stark verkürzten lag time (Abbildung 35 

C, D). Die Zellen adaptieren also durch die Behandlung mit den Inhibitoren Vorinostat und 

FdCyd prokoagulative Eigenschaften, wohingegen Azacytidin die TCIPA vermindert.  
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Abbildung 35: Untersuchung der funktionellen Auswirkung einer DNMT- oder HDAC-Inhibition auf die TCIPA durch 
MDA-MB-231-Zellen. A LTA-Untersuchung nach Behandlung mit Azacytidin (rot), FdCyd (blau) oder 
Vorinostat (lila) verglichen mit einer DMSO-behandelten Zellpopulation (schwarz). B Untersuchung der 
ATP-Freisetzung aus den dichten Granula von Thrombozyten nach Kontakt mit präinkubierten 
MDA-MB-231-Zellen. Analyse des ETP (C) und der lag time (D) unter Einfluss einer Inhibition mit den 
epigenetisch wirksamen Wirkstoffen. 
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6.3.3 Beeinflussung des Migrationsverhaltens von MCF-7-Zellen 

Das Migrationsverhalten der Mammakarzinomzellen soll mittels Wundheilungsassays 

unter Verwendung eines PHIO Cellwatcher M untersucht werden. Die Zellen werden dafür 

mit den jeweiligen Inhibitoren und mit Überständen von aktivierten PRP-Proben beimpft. 

Mit Hilfe eines selbstklebenden Zweikammersystems wird ein durch eine Wunde 

unterbrochener Zellrasen generiert. Die so entstehende Wunde wird dann in 

halbstündigen Intervallen durch ein Kamerasystem des Cellwatcher M fotografiert und 

anschließend KI-basiert hinsichtlich der Migrationsgeschwindigkeit untersucht.  

Die ersten Untersuchungen werden an der Zelllinie MCF-7 vorgenommen. Selbst nach 

einer Zeitspanne von 70 h sind die Zellen nicht in der Lage den Zellspalt vollständig zu 

verschließen (Abbildung 36 A, C). Tumorzellen, die den Plättchenüberständen ausgesetzt 

waren, weisen eine höhere Wundheilungsgeschwindigkeit auf. Vergleicht man die DMSO-

Kontrollgruppe mit den mit Azacytidin behandelten Zellen, lässt sich kein Unterschied 

hinsichtlich des Migrationverhaltens feststellen. Die Behandlung mit FdCyd führt 

hingegen zu einer Zunahme der durchschnittlichen Wundschließungsgeschwindigkeit, die 

durch die Zugabe der Plättchenüberstände sogar noch weiter erhöht wird (Abbildung 36 

A, B). FdCyd alleine scheint also schon zu einer Induktion einer EMT beizutragen, was 

erneut für einen gesteigerten prometastatischen Phänotyp der Zellen spricht.  
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Abbildung 36: Untersuchung des Einflusses der verwendeten Inhbitoren auf das Migrationsverhalten von MCF-7-Zellen. 
A Abbildung mikroskopischer Aufnahmen der jeweiligen Wundspalten zu ausgewählten Zeitpunkten. Das 
Migrationsverhalten von Zellen, die nur mit dem entsprechenden Inhibitor behandelt wurden (links), 
werden mit dem von Zellen verglichen, die mit einer Koinkubation, bestehend aus Inhibitor und einem 
Plättchenüberstand, behandelt wurden (rechts). B Darstellung der durchschnittlichen Geschwindigkeit 
der Wundheilung bezogen auf einen Zeitraum von 70 h. Die Koinkubation mit einem Plättchenüberstand 
wird gekennzeichnet mit einem „+“. C Darstellung der durchschnittlichen Spaltbreite der Wunde in µm 
(DMSO = dunkelblau; DMSO + = violett; Azacytidin = grün; Azacytidin + = rot; FdCyd = hellblau; FdCyd + 
= gelb). Bei der hier abgebildeten Versuchsreihe handelt es sich lediglich um eine biologische Stichprobe 
(n = 1), weswegen keine statistische Analyse durchgeführt wurde. 
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6.3.4 Beeinflussung des Migrationsverhaltens von MDA-MB-231-Zellen 

Analog zu den zuvor an MCF-7-Zellen durchgeführten Versuchen soll nun das 

Migrationsverhalten von MDA-MB-231-Zellen untersucht werden. Die triple-negative 

Zelllinie zeichnet sich unter anderem auch durch eine hohe Invasivität und ein potentes 

Migrationsverhalten aus [366]. Gleiches lässt sich auch in der hier durchgeführten 

Versuchsreihe erkennen. Während es bei den MCF-7-Zellen nach 70 h noch immer zu 

keinem Wundverschluss kam, ist der Wundspalt im Falle der DMSO- und 

Plättchenüberstand-behandelten MDA-MB-231-Zellen bereits nach ca. 40 h geschlossen 

(Abbildung 37 A, C). Zellen, die hingegen nur mit DMSO behandelt wurden, benötigen fast 

60 h um einen Wundverschluss zu bewerkstelligen, was den Stellenwert der 

Thrombozyten auf die EMT-Induktion eindeutig unterstreicht (Abbildung 37 C). Auch die 

Zellen, die mit Azacytidin behandelt werden, sind in der Lage einen Wundverschluss zu 

erreichen. Hier ist allerdings auffällig, dass dieser Wundverschluss erst nach einer 

deutlichen zeitlichen Verzögerung eintritt. Die FdCyd-Behandlung führt nahezu zu einem 

Erliegen der Wundheilung. Nach 70 h erscheint der Wundspalt fast unverändert. 

Betrachtet man nun die durchschnittlichen Wundschließungsgeschwindigkeiten, zeichnet 

sich ein ähnliches Bild ab. Die Geschwindigkeit, die hier ermittelt wurde, bezieht sich auf 

den Zeitraum, bis es zum ersten vollständigen Wundverschluss kommt (t = 40 h). Die 

jeweilige Behandlung mit den Plättchenüberständen induziert unabhängig von der 

Inhibitor-Behandlung immer einen leichten Anstieg der Migrationsgeschwindigkeit. 

Auffällig ist hier aber, dass die Behandlung mit Azacytidin und Plättchenüberstand zu einer 

geringeren durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit führt, als die alleinige DMSO-

Behandlung. Azacytidin führt also nicht nur zu einer Reduktion der 

Migrationsgeschwindigkeit, sondern nivelliert scheinbar auch die EMT-Induktion durch 

Plättchenüberstände. Der durch FdCyd vermittelte Effekt fällt sogar noch stärker aus. Die 

Migrationsgeschwindigkeit ist um ein Vielfaches niedriger als bei der DMSO-

Kontrollgruppe. Der prometastatische Phänotyp der MDA-MB-231-Zellen wird – trotz 

Behandlung mit Plättchenüberständen – durch Azacytidin und FdCyd stark gehemmt 

(Abbildung 37 C). 
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Abbildung 37: Untersuchung des Einflusses der verwendeten Inhbitoren auf das Migrationsverhalten von 
MDA-MB-231-Zellen. A Abbildung mikroskopischer Aufnahmen der jeweiligen Wundspalten zu 
ausgewählten Zeitpunkten. Das Migrationsverhalten von Zellen, die nur mit dem entsprechenden 
Inhibitor behandelt wurden (links), werden mit dem von Zellen verglichen, die mit einer Koinkubation, 
bestehend aus Inhibitor und einem Plättchenüberstand, behandelt wurden (rechts). B Darstellung der 
durchschnittlichen Geschwindigkeit der Wundheilung bezogen auf einen Zeitraum, bis die erste Wunde 
vollständig verheilt ist (t = 40 h). Die Koinkubation mit einem Plättchenüberstand wird gekennzeichnet 
mit einem „+“. C Darstellung der durchschnittlichen Spaltbreite der Wunde in µm (DMSO = dunkelblau; 
DMSO + = violett; Azacytidin = grün; Azacytidin + = rot; FdCyd = hellblau; FdCyd + = gelb). Bei der hier 
abgebildeten Versuchsreihe handelt es sich lediglich um eine biologische Stichprobe (n = 1), weswegen 
keine statistische Analyse durchgeführt wurde. 
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6.3.5 Zwischenfazit zu den funktionellen Einflüssen einer veränderten 3-O- und 6-O-

Sulfotransferasen-Expression induziert durch epigenetisch wirksame Wirkstoffe in 

Mammakarzinomzellen 

Basierend auf den zuvor erhobenen Daten hinsichtlich der Expression der jeweiligen 

Heparansulfat-Sulfotransferasen und der damit einhergehenden 3-O-Sulfatierung und 

dem AT-Bindungsvermögen der Zellen, wäre zu erwarten gewesen, dass insbesondere 

FdCyd zu einer stark verminderten TCIPA hätte führen sollen. Stattdessen konnte 

festgestellt werden, dass gerade FdCyd die Koagulabilität der MCF-7- und MDA-MB-231-

Zellen steigert, während der zuvor weniger vielversprechende DNMTi Azacytidin 

ebendiese verringerte. Die Behandlung mit Vorinostat führte zu heterogenen Ergebnissen 

und lässt einen zelllinienabhängigen Effekt vermuten. In der Literatur wurde bereits 

beschrieben, dass der Effekt eines epigenetisch wirksamen Inhibitors abhängig von der 

Tumorentität oder der Zelllinie unterschiedlich ausfallen kann. So konnten Suhovskih 

et al. beispielsweise zeigen, dass die Behandlung der andogenabhängigen, nicht-

metastasierenden Prostatakarzinomzelllinie LNCaP mit Decitabin zu einer Reexpression 

von NDST1 führte, während dieser Effekt in androgenabhängigen, metastatischen PC-3-

Prostatakarzinomzellen trotz der DNMTi-Behandlung ausblieb [399]. Gleiches wäre hier 

auch denkbar. 

Um jedoch einen möglichen Erklärungsansatz für diese Beobachtungen postulieren zu 

können, bedarf es weiterer struktureller Untersuchungen der behandelten Zellen. So ist 

es wahrscheinlich, dass die verwendeten epigenetisch wirksamen Arzneistoffe einen 

weitreichenderen Einfluss auf das Proteom der Zellen haben. Neben den an der HSPG-

Synthese beteiligten Enzymen könnten so zum Beispiel auch die Expression anderer 

Proteine oder Enzyme, die einen Einfluss auf die TCIPA nehmen können, dereguliert 

werden. 
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6.4 Untersuchung der TF-Expression in Mammakarzinomzellen nach Behandlung 

mit epigenetisch wirksamen Arzneistoffen 

Da die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen der epigenetisch behandelten Zellen 

teilweise im Widerspruch zu den untersuchten Expressionsprofilen stehen, soll im 

Folgenden aufgeklärt werden, ob andere deregulierte zelluläre Mechanismen für die 

abweichenden Ergebnisse verantwortlich sein könnten. Da im Kontext der TCIPA vor allem 

TF eine Schlüsselrolle spielt, soll zuerst die Expression des TF nach Behandlung mit den 

epigenetisch wirksamen Arzneistoffen mittels qPCR und Durchflusszytometrie 

quantifiziert werden. 

 

6.4.1 Quantifizierung der TF-Expression 

Vorweg sei zu erwähnen, dass die intrinsische TF-Expression von MCF-7-Zellen verglichen 

mit MDA-MB-231-Zellen sehr gering ausfällt [400], was einerseits die Analytik erschwert, 

und auf der anderen Seite zur Konsequenz hat, dass bereits kleinste Schwankungen zu 

starken Veränderungen der TCIPA führen können.  

In MCF-7-Zellen kann beobachtet werden, dass die mRNA-Level von TF unter Einfluss der 

Inhibitoren weitestgehend unverändert bleiben. Auf Proteinebene stellt sich dennoch 

eine signifikant erhöhte TF-Expression unter Einfluss von FdCyd ein. Azacytidin und 

Vorinostat verändern die TF-Expression der MCF-7-Zellen hingegen nicht (Abbildung 38 

A). Grund für die Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinlevel könnte die sehr niedrige 

intrinsische TF-Expression der MCF-7-Zellen sein. Die Standardabweichung der qPCR-

Messungen fallen hoch aus und eine eventuelle Hochregulation kann ggf. mit der 

Sensitivität des Messverfahrens nicht erfasst werden. 

Bei der Zelllinie MDA-MB-231 induzieren die Inhibitoren FdCyd und Vorinostat eine hoch 

signifikant gesteigerte mRNA- und Proteinexpression des TF. Azacytidin verändert die 

tumorale TF-Ausstattung hingegen nicht (Abbildung 38 B). 

Die deregulierte TF-Expression stimmt mit den Beobachtungen aus den funktionellen 

Untersuchungen der Mammakarzinomzellen überein. MCF-7-Zellen, die mit FdCyd 

behandelt wurden, exprimieren vermehrt TF und weisen dadurch eine deutlich erhöhte 
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Koagulabilität auf. Im Fall der MDA-MB-231-Zellen induzieren FdCyd und Vorinostat eine 

gesteigerte Koagulabilität, die ebenfalls auf die erhöhte TF-Expression zurückzuführen ist.  
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Abbildung 38: Untersuchung der TF-Expression nach Behandlung der Zellen mit epigenetisch wirksamen Arzneistoffen. 
Relative Quantifizierung der mRNA-Level mittels qPCR (links) und Proteinanalytik von TF mittels 
Durchflusszytometrie (rechts) in (A) MCF-7- und (B) MDA-MB-231-Zellen. 

 

6.4.2 Potentielle Ursache der deregulierten TF-Expression  

Ein möglicher und naheliegender Erklärungsansatz, wie die deregulierte TF-Expression 

zustande kommt, wäre eine direkte, durch die Inhibitoren induzierte Beeinflussung der 

Transkription des TF-kodierenden Gens. Die Dysregulation könnte allerdings auch Resultat 

einer veränderten HSPG-Ausstattung der Zellen sein. So konnte in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Götte gezeigt werden, dass das transmembranäre 

HSPG Syndecan-1 (Sdc-1) Komponenten des TF-Signalweges beeinflusst [400]. 

Mammakarzinomzellen weisen eine hochregulierte Sdc-1-Expression auf, was mit einer 
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schlechten Prognose und einem aggressiven zellulären Phänotyp assoziiert wird 

[401, 402]. Um nun zu untersuchen, ob eine veränderte Sdc-1-Ausstattung auch zu einer 

direkten Beeinflussung der TF-Expression von Brustkrebszellen führt, werden 

Untersuchungen an stabil transfizierten Zellvarianten der Zelllinien MCF-7 und 

MDA-MB-231 vorgenommen, die entweder die humane Wildtypvariante von Sdc-1 

(Sdc-1 OV) oder eine murine, konstitutiv freigesetzte Sdc-1-Variante überexprimieren 

(392 Sdc-1 OV). Die Zellen wurden durch Nikolova et al. stabil transfiziert und 

freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Götte bereitgestellt [402].  

Zunächst wird die TF-Expression der Zellvarianten mittels Durchflusszytometrie 

quantifiziert und mit einer entsprechenden Vektorkontrolle verglichen (Abbildung 39 A). 

In beiden Zelllinien führt die Sdc-1-Überexpression zu einer hoch signifikant gesteigerten 

TF-Expression. Die beiden Zellpopulationen, welche die humane Wildtypvariante des 

Sdc-1 überexprimieren (Sdc-1 OV), weisen dabei eine höhere TF-Expression auf als die 

392 Sdc-1-OV-Varianten. Nachdem nun gezeigt werden konnte, dass eine hochregulierte 

Sdc-1-Expression auch die Expression des TF erhöht, soll nun die Auswirkung auf die LTA 

untersucht werden. Im Fall der MCF-7-Zellen führen beide Sdc-1-überexprimierenden 

Zellvarianten zu einer schnelleren Aggregation der Thrombozyten, was auf einen 

gesteigerten prokoagulativen Phänotyp zurückzuführen ist (Abbildung 39 B oben). Bei den 

MDA-MB-231-Zellen führt die Überexpression der beiden Sdc-1-Varianten nur zu einer 

marginal veränderten LTA. Auffällig ist hier allerdings, dass die Vektorzellen bereits nach 

kürzester Zeit eine vollständige Aggregation des PRP induzieren (Abbildung 39 B unten). 

Es wäre denkbar, dass das hier verwendete Testsystem eine noch schnellere Aktivierung 

des PRP schlichtweg nicht abbilden kann, da ein schnelleres Aktivieren der Zymogene der 

Gerinnungskaskade nicht möglich ist. Daher soll neben der LTA auch die Tumorzell-

induzierte Thrombingenerierung untersucht werden. Betrachtet man die repräsentativen 

TGA-Kurven, die in Abbildung 39 C dargestellt werden, fällt auf, dass die Sdc-1-OV- (rot) 

und die 392-Sdc-1-OV-Transfektionen in beiden Zelllinien zu einer schnelleren und 

stärkeren Thrombingenerierung führen. Auch hier induzieren die MDA-MB-231-Zellen 

eine schnellere und potentere Thrombingenerierung.  
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Abbildung 39: Untersuchung der TF-Expression stabil transfizierter und Sdc-1 überexprimierender MCF-7- und 
MDA-MB-231-Zellen. A Relative Quantifizierung der TF-Expression mittels Durchflusszytometrie. B 
Untersuchung der LTA induziert durch stabil transfizierte Mammakarzinomzellen. C Untersuchung der 
Tumorzell-induzierten Thrombingenerierung. D Darstellung der normalisierten lag time, die benötigt 
wird, bis die Thrombingenerierung durch die Tumorzellen induziert wird. E Darstellung des normalisierten 
endogenen Thrombinbildungspotentials induziert durch stabil transfizierte Mammakarzinomzellen. 
(Vektorkontrolle = grau; Sdc-1 OV = rot; 392 Sdc-1 OV = blau). Modifiziert nach Hassan et al. [400].  

Die relative normalisierte lag time, die benötigt wird, bis eine messbare Thrombinbildung 

einsetzt, bestätigt die vorherigen Ergebnisse. Beide überexprimierenden Varianten der 

jeweiligen Zelllinie führen zu einer deutlichen und signifikanten Verzögerung der lag time 

(Abbildung 39 D). Im Einklang mit diesen Ergebnissen wird auch das ETP der Zellen durch 

die Sdc-1-Überexpression erhöht (Abbildung 39 E).  
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6.4.3 Zwischenfazit zu der attenuierten TF-Expression in Mammakarzinomzellen 

nach Behandlung mit epigenetisch wirksamen Arzneistoffen 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine Sdc-1-Überexpression in beiden 

untersuchten Mammakarzinomzelllinien zu einer erhöhten TF-Expression führte und die 

Zellen dadurch einen gesteigert prothrombotischen Phänotyp adaptierten. Ob diese 

Beobachtung auch Ursache der erhöhten TF-Expression und der gesteigerten 

Koagulabilität nach Behandlung mit FdCyd ist, gilt es genauer zu untersuchen. Im Rahmen 

dieser Dissertationsarbeit wurde das Transkriptom Inhibitor-behandelter MCF-7-Zellen 

mit Hilfe einer RNA-Sequenzierung untersucht. Betrachtet man die Sdc-1-mRNA-Level der 

jeweilig behandelten Zellpopulation, fällt eine hoch signifikant erhöhte Sdc-1-Expression 

unter Einfluss von FdCyd auf, wohingegen Azacytidin und Vorinostat zu keiner 

signifikanten Veränderung der Sdc-1-Level führen (Abbildung 40). Die TF-Expression wird 

in MCF-7-Zellen ebenfalls nur durch FdCyd dereguliert, was die Hypothese, dass die 

FdCyd-induzierte Hyperkoagulabilität durch eine veränderte Sdc-1/TF-Achse vermittelt 

wird, zulässt. Um diese Hypothese abschließend zu überprüfen, sollten weitere 

Untersuchungen der Sdc-1-Proteinexpression und die Sdc-1-Level der behandelten 

MDA-MB-231-Zellen untersucht werden, was im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit 

nicht mehr möglich war.  
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Abbildung 40: Untersuchung der relativen Sdc-1-Expression behandelter MCF-7-Zellen mittels einer RNA-Sequenzierung 
nach Behandlung mit epigenetisch wirksamen Inhibitoren. 
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7 Zusammenfassung  

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, das Verständnis der Interaktion von 

Mammakarzinomzellen und Thrombozyten im Kontext der hämatogenen Metastasierung 

zu erweitern. Tumorzellen profitieren erheblich von der Interaktion mit Thrombozyten. 

Durch die Bildung von Konglomeraten mit aktivierten Thrombozyten schützen sich 

disseminierte Tumorzellen vor dem Immunsystem und mechanischen Belastungen 

innerhalb des Blutstroms. Die Aktivierung der Thrombozyten trägt außerdem wesentlich 

zur Bildung prämetastatischer Nischen und zum Erfolg der hämatogenen Metastasierung 

bei. Daher ist es wichtig, die Kommunikation zwischen Tumorzellen und Thrombozyten 

genauer zu untersuchen, um neue therapeutische Ansätze in der Krebsbehandlung zu 

finden. 

Eine deregulierte HSPG-Synthese ist zentraler Bestandteil vieler neoplastischer Prozesse 

in diversen Tumorentitäten und trägt wesentlich zur Malignität der entarteten Zellen bei. 

Besonderer Fokus lag bei dieser Arbeit daher auf der Untersuchung des Einflusses einer 

deregulierten Expression verschiedener Heparansulfat-Sulfotransferasen sowie der 

Auswirkung einer Reexpression dieser auf die TCIPA. Insbesondere die Enzymklasse der 

Heparansulfat-3-O-Sulfotransferasen war dabei von Interesse, da die 3-O-Sulfatierung 

eine sehr seltene Modifikation des Sulfatierungsmusters darstellt, dabei aber einen 

essentiellen Einfluss auf die Ausbildung einer suffizienten Antithrombin-bindenden 

Domäne entfaltet. Die Expression der Enzyme, die an der Synthese und Modifikation von 

HSPG beteiligt sind, wird in Tumorzellen häufig durch epigenetische Mechanismen 

dereguliert. Beispiele für solche epigenetischen Regulationsmechanismen, die in einer 

Vielzahl der Fälle zu einem silencing der entsprechenden Enzyme führt, sind DNA-

Hypermethylierungen oder Histon-Hyperacetylierungen. Durch die Behandlung der 

Tumorzellen mit DNMTi bzw. HDACi soll die HS-Sulfatierung in den Tumorzellen reaktiviert 

und ein antithrombotischer Phänotyp erreicht werden. 

Stabil transfizierte MCF-7-Zellen, die eine Überexpression an HS3ST2 aufweisen, zeigten 

ein stark gemindertes Potential Thrombozyten zu aktivieren. Die Behandlung von MCF-7- 

und MDA-MB-231-Zellen mit Azacytidin, FdCyd oder Vorinostat führte teilweise zu einer 

signifikant gesteigerten Reexpression verschiedener HS3ST und HS6ST. Alle 

Inhibitorbehandlungen führten dann zu einer verbesserten 3-O-Sulfatierung und einer 
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gesteigerten AT-Bindung, verglichen mit DMSO-behandelten Tumorzellen. Die daraus 

resultierenden funktionellen Auswirkungen entsprachen allerdings nur bedingt der 

Hypothese, dass eine verbesserte AT-Bindung zwingend zu einer geminderten 

Koagulabilität führe. Im Falle von Azacytidin konnte zwar eindrücklich gezeigt werden, 

dass die DNMT-Inhibition in beiden Mammakarzinomzelllinien eine antithombotische 

Wirkung vermittelte – die Behandlung mit den Inhibitoren FdCyd und Vorinostat führte 

jedoch zu heterogenen Ergebnissen. Während Vorinostat die durch MCF-7-Zellen 

induzierte Plättchenaktivierung stark einschränkte, wurde die durch MDA-MB-231-Zellen 

vermittelte TCIPA sogar verstärkt. FdCyd führte in beiden untersuchten Zelllinien zu einem 

starken Anstieg der Koagulabilität. 

Ein unveränderter TF-Status der Zellen wäre entscheidend, um die Auswirkung der 

veränderten HS3ST- und HS6ST-Ausstattung auf die TCIPA bestmöglich untersuchen zu 

können. Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen und qPCR konnte jedoch 

gezeigt werden, dass eine attenuierte TF-Expression – die abhängig von Inhibitor und 

Entität unterschiedlich ausfiel – für die heterogenen Effekte der funktionellen 

Untersuchungen verantwortlich war. FdCyd erhöhte dabei in beiden Zelllinien und 

Vorinostat nur im Fall der MDA-MB-231-Zellen die TF-Expression, was sich auch in einer 

gesteigerten TCIPA widerspiegelte. Lediglich Azacytidin hatte in beiden Zelllinien keinerlei 

Einfluss auf die TF-Level und führte dennoch zu einer Inhibition der TCIPA, was auf ein 

verändertes Sulfatierungsmuster und einer damit einhergehenden erhöhten AT-Bindung 

zurückzuführen war.  

Zusammenfassend konnte im Zuge dieser Dissertationsarbeit gezeigt werden, dass eine 

DNMT- bzw. HDAC-Inhibition mittels epigenetisch wirksamer Wirsktoffe wie Azacytidin, 

FdCyd oder Vorinostat einen bedeutenden Einfluss auf den Sulfatierungsstatus und die 

AT-Bindungsaffinität der Mammakarzinomzellen hat, und so zu einer Veränderung der 

thrombogenen Eigenschaften der Zellen führen kann. Die Auswirkungen der untersuchten 

Inhibitoren auf die Koagulabilität der Zellen variieren dabei stark, was auf komplexe, 

zelllinienabhängige Mechanismen hindeutet, deren Aufklärung weiterer Erforschung 

bedarf. Besonders die Rolle der Sdc-1/TF-Achse in der FdCyd-induzierten 

Hyperkoagulabilität stellt einen wichtigen Fokus für zukünftige Studien dar. Darüber 

hinaus wurde der Auswirkung einer DNMT- oder HDAC-Inhibition auf die 
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Sulfatierungsmuster der Zellen bislang keine Beachtung geschenkt. Angesichts der hier 

aufgeführten Ergebnisse könnten eventuelle Veränderungen der Sulfotransferasen-

Expression durchaus für den Therapieerfolg von Bedeutung sein. Im Falle von Azacytidin 

wäre zum Beispiel denkbar, dass eine verbesserte AT-Bindung nicht nur das Risiko von 

thromboembolischen Komplikationen reduzieren, sondern auch einen entscheidenden 

Einfluss auf die Effizienz der hämatogenen Metastasierung haben könnte. Am Beispiel von 

FdCyd konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung in subtoxischen 

Konzentrationsbereichen nicht nur zu einem Versagen der antineoplastischen Therapie, 

sondern auch zu einer Verschlechterung der Prognose führen könnte. Anhand des letzten 

untersuchten Inhibitors Vorinostat konnte verdeutlicht werden, dass zelllinienabhängige 

Effekte auftreten können und berücksichtigt werden sollten. Untersuchungen weiterer 

Zelllinien oder in vivo-Untersuchungen erscheinen daher sinnig, um so einen Grundstein 

für eine nebenwirkungsarme und patientenindividuelle Therapie zu setzen.  

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Dissertationsarbeit sind bereits weitere 

Versuchsreihen geplant, die Bestandteil zukünfigter Forschungs- und Promotionsprojekte 

werden sollen. Derzeit wird in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jin-ping Li 

(Department of Medical Biochemistry and Microbiology, Uppsala University) eine exakte 

Analytik des Sulfatierungsmusters der HSPG unter Einfluss der verwendeten Inhibitoren 

entsprechend Wang et al. durchgeführt [403]. Da die Fertigstellung der Versuchsreihe 

weiterer Zeit bedarf, konnten die Ergebnisse leider keinen Einzug in diese Dissertation 

finden. Die exakte Analyse des Sulfatierungsmusters könnte entscheidene Hinweise auf 

den Einfluss einer epigenetischen Modulation auf die Ausstattung und Funktionalität der 

HSPG auf den Oberflächen von Tumorzellen liefern. Darüberhinaus soll die Expression der 

übrigen an der HSPG-Synthese beteiligten Enzyme näher bertrachtet werden. So soll im 

Zuge einer weiteren Dissertationsarbeit der Stellenwert der Heparanase hinsichtlich der 

AT-Bindung und der hämatogenen Metastasierung näher betrachtet werden. 
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9 Anhang 

9.1 Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der primären Hämostase nach einer 
Gefäßendotheldenudation. vWF bindet an freiliegende 
Kollagenfasern und vermittelt die Adhäsion vorbeiströmender 
Thrombozyten über die Bindung des GPIb-IX-V-Komplexes. 
Thrombozyten werden durch die Rezeptoreigenschaften des GP-
Komplexes aktiviert und sezernieren Aktivatorstoffe. Weitere 
Thrombozyten werden angelockt, aktiviert und es entsteht über die 
Ausbildung von Pseudopodien ein Thrombus. Über Bindung an 
GPIIb/IIIa werden Fibrinogen-Moleküle im Thrombus angereichert 
[14, 23]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. ................................... 4 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der sekundären Hämostase mit 
Unterteilung des intrinsischen und des extrinsischen 
Hämostasesystems [12, 13, 26]. .............................................................. 6 

Abbildung 3: Einfluss von Antithrombin auf das intrinsische und extrinsische 
System der sekundären Hämostase [13, 26]. .......................................... 8 

Abbildung 4: Schematische und vereinfachte Darstellung der unterschiedlichen 
Mechanismen einer TCIPA (Neu verwendete Abkürzungen: CLEC-2 = 
C-type lectin-like receptor; δ = dichte Granula; Podo = Podoplanin; 
PSL = P-Selektin-Ligand; TXR = Thromboxan-Rezeptor; αIIbβ3 = 
GPIIb/IIIa) [81, 82]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. ............... 11 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Teilschritte der metastatischen 
Kaskade der hämatogenen Metastasierung: 1.) Neovaskularisation 
und enzymatische Degradation der Basalmembran sowie der EZM 
durch Tumorzellen des Primärtumors und Tumorzell-assoziierte 
Makrophagen und Fibroblasten gefolgt von einer aktiven 
Lokalinfiltration der entarteten Zellen in die EZM. 2.) Intravasation in 
Blutgefäß und Eintritt in das Blutsystem. 3.) Tumorzell-induzierte 
Thrombozytenaktivierung führt zur Ausbildung von 
Heteroaggregaten, durch die sich die disseminierten Zellen vor 
hämodynamischem Scherstress und Immunabwehr schützen. 4.) 
Extravasation aus dem Blutsystem. 5.) Bildung einer Mikrometastase 
unter Ausnutzung der prämetastatischen Nische. 6.) Metastatische 
Kolonisation und Ausbildung eines vaskularisierten Sekundärtumors 
[155]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. .................................... 17 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus von Heparansulfaten und der 
für die Ausbildung der AT-Bindungsstelle notwendigen 
Modifikationen der HS-Kette. Im Golgi-Apparat wird der 
Tetrasaccharid-Primer Xyl-Gal-Gal-GlcA durch XYLT1, XYLT2, GALT1, 
GALT2 und GLCAT1 ausgebildet. An diesen wird durch EXTL3 GlcNAc 
angebunden. EXT1 und EXT2 polymerisieren die HS-Kette, die im 
späteren Verlauf durch diverse Enzyme modifiziert wird. NDST 
vermitteln die N-Deacetylierung und anschließende N-Sulfatierung 
von GlcNAc. HS6ST kann dann eine 6-O-Sulfatierung Glc oder GlcNAc 
vermitteln. GlcA wird durch HSGLCE zu IdoA epimerisiert. Im 
Folgenden wird IdoA durch HS2ST 2-O-sulfatiert. HS3ST synthetisiert 
3-O-Sulfatierungen an. Oberhalb der schematischen HS-Kette wird 
die Strukturformel des Antithrombin-bindenden Pentasaccharids 
abgebildet. (GlcNAc6S = 6-O-sulfatiertes N-Aceytlglucosamin; GlcA = 
Glucuronsäure; GlcNS3S6S = 3,6-O-sulfatiertes N-Sulfoglucosamin; 
IdoA2S = 2-O-sulfatierte L-Iduronsäure; GlcNS6S = 6-O-sulfatiertes N-
Sulfoglucosamin) [10, 54, 195, 222–224]. Die Grafik wurde mit 
BioRender erstellt. .................................................................................. 24 

Abbildung 7: Strukturformeln der verwendeten epigenetisch-wirksamen 
Inhibitoren, deren Einfluss auf die Expression der Heparansulfat 
Sulfotransferasen untersucht werden soll. ............................................ 35 

Abbildung 8: Potentieller Einfluss der 2-O-, 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen HS2ST, 
HS3ST und HS6ST auf die Ausbildung des Antithrombin-bindenden 
Pentasaccharids mittels Modifikation der HSPG innerhalb der 
tumoralen Glykokalyx. Die Inhibition des aktiven Thrombins (FIIa) 
könnte zu einer Beeinflussung der TCIPA mit Auswirkung auf die 
Tumorzell-Thrombozyten-Kommunikation und die hämatogene 
Metastasierung führen. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. ........ 39 

Abbildung 9: Aufbau des CASY®1 Modell TT Cell Counters [371] ............................... 62 

Abbildung 10: Schematische Darstellung der enzymatischen Reduktion von MTT hin 
zu violettem Formazan durch mitochondriale Reduktasen [372]. Die 
Grafik wurde mit BioRender erstellt. ..................................................... 63 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Messprinzips (links) der qPCR und die 
daraus resultierende Amplifikationskurve (rechts). Die Grafik wurde 
mit BioRender erstellt. ........................................................................... 65 

Abbildung 12: Schematische Darstellung der jeweiligen Teilschritte eines 
Vermehrungszyklus während der qPCR. Die Grafik wurde mit 
BioRender erstellt. .................................................................................. 66 

Abbildung 13: qPCR-Temperaturprogramm mit Unterteilung der drei Phasen 
Denaturierung, Annealing und Elongation der cDNA mit den 
entsprechenden Inkubationstemperaturen und -zeiten. Messpunkte 
sind mittels eines Kamerapiktogramms gekennzeichnet. Jede qPCR-
Messung beginnt mit einer 30-minütigen Inkubationszeit bei einer 
Temperatur von 48 °C, bei der mRNA durch das Enzym Reverse 
Transkriptase in cDNA transkribiert wird, und endet mit einer 
Schmelzpunktbestimmung. Für diese wird ein Temperaturgradient 
(60 – 90 °C) mit 0,5 °C-Intervallen vermessen. ...................................... 67 
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Separation der Zellen durch 
Umspülung der Probelösung mit Mantelflüssigkeit [376]. .................... 68 

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Aufbaus und des Strahlenganges des 
Durchflusszytometers [377]. .................................................................. 69 

Abbildung 16: Gating-Strategie der Durchflusszytometrie ........................................... 70 

Abbildung 17: Entstehung des Kupfer(I)-Bicinchoninsäure-Komplexes aus 
einwertigen Kupfer-Ionen und BCA. ...................................................... 73 

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Visualisierung eines Zielproteins (POI = 
protein of interest) nach erfolgter SDS-PAGE und Übertragung auf 
eine PVDF-Membran. An das POI bindet ein spezifischer primärer 
Antikörper, der wiederum durch einen HRP-konjugierten sekundären 
Antikörper markiert wird. HRP katalysiert dann die Umsetzung von 
Luminol, woraus die Emission eines Lumineszenzsignals resultiert. 
Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. ............................................... 75 

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines konfokalen 
Laserrastermikroskops [383]. Die Grafik wurde mit BioRender 
erstellt. ................................................................................................... 77 

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Wellenlängen der Emissions- und 
Exzitationsmaxima verschiedener Fluorophore (blau = DAPI; grün = 
FITC; orange = Texas Red, AlexaFluor594; rot = AlexaFluor647), der 
zur Verfügung stehenden Anregungslaser sowie der zugehörigen 
Filter. Die Grafik wurde mit Hilfe des Fluorescence SpectraViewer 
erstellt [385]. .......................................................................................... 79 

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Thrombozytenisolation aus Vollblut 
oder aus TKZ und die jeweils geeignete Anwendung. Die Grafik wurde 
mit BioRender erstellt. ........................................................................... 80 

Abbildung 22: Funktionsweise der Lichttransmissionsaggregometrie nach Born 
[388, 394] ............................................................................................... 84 

Abbildung 23: Strukturformel von Z-Gly-Gly-Arg-AMC (schwarz und rot) und das 
nach der Abspaltung durch Thrombin entstehende Fluorophor 7-
Amino-4-Methylcumarin (rot) [397]. ..................................................... 85 

Abbildung 24: Schematische Darstellung des Messprinzips des ATP-Freisetzungs-
Assays. Die Sezernierung des ATP erfolgt aus den dichten Granula 
aktivierter Thrombozyten und kann anhand einer durch 
Luciferin/Luciferase-Reaktion-induzierten Lumineszenz quantifiziert 
werden [14, 80]. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt. ................... 88 

Abbildung 25: Untersuchung HS3ST2-überexprimierender MCF-7-Zellen und 
Einfluss auf den 3-O-Sulfatierungsstatus der Zellen. A Analyse der 
HS3ST2-Expression stabil transfizierter MCF-7-Zellen auf mRNA- und 
Proteinebene mittels qPCR (oben) und Western Blot (unten). B 
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zellen mittels CLSM. 
Die Immunfluoreszenzfärbung der zellulären Strukturen erfolgt mit 
DAPI (Zellkern; blau), FITC (3-O-sulfatierte Epitope; grün) und 
AlexaFluor594 (HS3ST2; gelb). ............................................................... 91 
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Abbildung 26: Untersuchung des funktionellen Einflusses einer HS3ST2-
Überexpression auf die TCIPA induziert durch stabil transfizierte 
MCF-7-Zellen. A Untersuchung der Lichttransmissionsaggregometrie 
HS3ST2-überexprimierender Zellen. B Untersuchung des ETP 
induziert durch HS3ST2-überexprimierende Zellen. C Quantifizierung 
der relativen normalisierten TF-Expression. (MCF-7 vector = schwarz; 
MCF-7 HS3ST2-OV = blau). ........................................................................... 92 

Abbildung 27: Zytotoxizitätsuntersuchungen der verwendeten Inhibitoren mittels 
MTT-Assay. Die Mammakarzinomzellen werden für 72 h mit einer 
halblogarithmischen Verdünnungsreihe der entsprechenden 
Inhibitoren inkubiert. Als Positivkontrolle dient DMSO 
(gekennzeichnet als 10-2) und als Negativkontrolle wird den Zellen 
DPBS (gekennzeichnet als 10-9,5) hinzugegeben. Anhand des 
sigmoidalen Kurvenverlaufs wird der EC50-Wert [µmol/l] ermittelt. ..... 94 

Abbildung 28: Untersuchung der Proliferationsrate von MCF-7-Zellen unter Einfluss 
einer DNMT- bzw. HDAC-Inhibition mittels eines PHIO Cellwatcher M 
und anschließender KI-gestützer Analyse der Konfluenz und Viabilität 
des Zellrasens. A Abbildung mikroskopischer Aufnahmen der 
Zellrasen zu ausgewählten repräsentativen Zeitpunkten. Lebende 
Zellen werden in gelb und tote Zellen oder unbewachsende Areale in 
violett dargestellt. B Analyse der Proliferationsrate nach 48-stündiger 
Inkubation mit den entsprechenden Inhibitoren. C Darstellung der 
Wachstumskurven über einen Zeitverlauf von 120 h (DMSO = 
dunkelblau; Azacytidin = grün; FdCyd = hellblau; Vorinostat = violett). 
Bei der hier abgebildeten Versuchsreihe handelt es sich lediglich um 
eine biologische Stichprobe (n = 1), weswegen keine statistische 
Analyse durchgeführt wurde. ................................................................. 96 
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Abbildung 30: Untersuchung der Auswirkungen einer DNMT- bzw. HDAC-Inhibition 
auf das Sulfotransferasen-Expressionsprofil von MCF-7-Zellen. A 
Untersuchung der intrinsischen mRNA-Level diverser Heparansulfat-
Sulfotransferasen unter Zuhilfenahme des human protein atlas [398]. 
B Analyse der mRNA-Level ausgewählter 3-O- und 6-O-
Sulfotransferasen in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit den 
jeweiligen Inhibitoren mittels qPCR. C Analyse der Protein-Expression 
ausgewählter 3-O- und 6-O-Sulfotransferasen in MCF-7-Zellen nach 
Behandlung mit den jeweiligen Inhibitoren mittels Western Blot-
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