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1 Einleitung

1 Einleitung

Jedes Jahr erkranken in Deutschland 490.000 Menschen neu an Krebs, 

davon sind etwas mehr Männer als Frauen betroffen. 218.000 sterben jähr-

lich mit der Diagnose Krebs. Laut Expertenschätzungen wird die Zahl der 

Krebsneuerkrankungen bis zum Jahr 2050 um 30% zunehmen. Der Grund 

hierfür liegt in der Tatsache, dass die Menschen immer älter werden. Krebs 

ist eine Erkrankung, von der insbesondere ältere Menschen betroffen sind.

Mit ca. 67.600 Neuerkrankungen pro Jahr ist Prostatakrebs die häufigste 

Krebsart beim Mann, dicht gefolgt von Darm- und Lungenkrebs. Bei Frauen 

ist  der  Brustkrebs  mit  74.500  Neuerkrankungen  pro  Jahr  die  häufigste 

Krebsart,  ebenfalls  gefolgt  von Darm- und Lungenkrebs.  Von den 67.600 

erkrankten Prostatakrebs-Patienten sterben in etwa 12.700 Männer  jedes 

Jahr an dieser Diagnose. 

Die  Inzidenzrate  von Hautkrebserkrankungen liegt  im oberen Mittelfeld 

der Zahl der Neuerkrankungen. Dabei erkranken jährlich 26.000 Menschen 

neu  an  dem  besonders  gefährlichen  schwarzen  Hautkrebs  (malignes 

Melanom),  rund  3.000  sterben  jährlich  an  dieser  Diagnose.  Dabei  sind 

Männer und Frauen gleichermaßen betroffen1.

Das maligne Melanom ist  ein hochgradig  bösartiger  Tumor,  der  seinen 

Ausgang  von  den  pigmentproduzierenden  Melanozyten  nimmt.  Zu  seiner 

bedeutenden Rolle in der Onkologie gelangt dieser Tumor nicht nur durch 

seine  Häufigkeit,  sondern  vor  allem  aufgrund  seines  aggressiven  Wachs-

tumsverhaltens und seiner ausgeprägten Therapieresistenz bei eingetretener 

Metastasierung.

Früh  erkannt,  ist  das  maligne  Melanom  heilbar,  im  metastasierenden 

Zustand aber therapeutisch und pharmakologisch kaum beeinflussbar. Im 

1



1 Einleitung

Verlauf  der  Metastasierung  infiltrieren  die  gestreuten  Metastasen  lebens-

wichtige Organe und führen somit zum Tod. Die steigende Inzidenz des mali-

gnen Melanoms machen die Dringlichkeit der Suche nach weiteren Therapie-

optionen deutlich.

Im Prozess der Metastasierung über das Blutsystem spielen Adhäsions-

moleküle eine entscheidende Rolle. Tumorzellen sind in der Lage derartige 

Rezeptoren oder die entsprechenden Liganden zu exprimieren und können 

somit kompetent an einem derartig komplexen Vorgang teilnehmen. 

Nach  Erkenntnissen  unserer  Arbeitsgruppe  leistet  die  Interaktion  des 

Integrins VLA-4 auf Tumorzellen mit seinen endothelialen Liganden VCAM-1 

einen  wesentlichen  Beitrag  zur  Adhäsion  von  Tumorzellen  an  das 

Gefäßendothel mit sich anschließender Extravasation der Zellen. Das Inte-

grin  muss für  die  Kontaktaufnahme mit  seinem Liganden in  einem akti-

vierten Zustand vorliegen. Eine Aktivierung kann dabei über verschiedene 

zelluläre aber auch extrazelluläre Mechanismen erfolgen. In letzter Zeit sind 

besonders matrizelluläre Proteine im Prozess der Tumorprozessierung in den 

Fokus gerückt. Ein besonders interessanter Vertreter aus dieser Klasse ist 

Cyr61.  Innerhalb  der  metastatischen  Kaskade  sind  bereits  verschiedene 

Interaktionspartner des Cyr61 identifiziert worden, die Interaktion mit VLA-4 

ist aber noch nicht beschrieben.

Durch das Glykosaminoglykan Heparin konnte in experimentellen Studien 

die VLA-4/VCAM-1 Wechselwirkung geblockt und die Adhäsion der Tumor-

zellen an das Endothel verhindert werden. Cyr61 verfügt strukturell eben-

falls über Heparinbindestellen. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Wechselwir-

kung des Heparins mit VLA-4 weiter charakterisiert und die potentielle neue 

Wechselwirkung VLA-4/Cyr61 analysiert, sowie deren Beeinflussung durch 

Heparin zur Inhibition der Adhäsion untersucht werden.

2



2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Prozess der hämatogenen Metastasierung

Maligne  Neoplasien  lassen  sich  typischerweise  mit  sechs  Kennzeichen 

charakterisieren,  dazu zählen Immortalität,  abnormale  Wachstumsregulie-

rung, autarkes Wachstum, Umgehung der Apoptose, fortwährende Angioge-

nese sowie die Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung2. Die Verbreitung 

von Tumorzellen eines Primärtumors an andere Orte des Körpers umfasst 

einen hoch regulierten Prozess,  der bis heute nicht  vollständig aufgeklärt 

und  verstanden  ist.  Dieser  diffizile  Vorgang  beginnt  mit  dem  Ablösen 

einzelner Zellen vom Primärtumor als eine Folge des Verlusts von Zell-Zell-

Kontakten. Diese mobilen Tumorzellen durchwandern nun die Extrazelluläre 

Matrix (EZM) indem sie  einen Cocktail  degradierender Enzyme wie bspw. 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs)  oder  Heparanase  sezernieren,  um somit 

die  EZM und  die  Basalmembran  angrenzender  Gewebe  abzubauen3.  Die 

Produktion dieser Enzyme korreliert eng mit der resultierenden Invasivität 

des Tumors. Dem Auflösen der EZM folgt der Vorgang der Migration (Zell-

wanderung), dabei weisen Tumorzellen häufig gegenüber anderen Zellen eine 

gesteigerte Fluidität der Zellmembran auf4,5, womit dieser Vorgang zusätzlich 

erleichtert wird. Eine Polarisierung der Zelle in eine Vorder- und Rückseite 

sorgt für eine gerichtete Migration6. Für die Zellwanderung werden an der 

Vorderseite der Zelle fortwährend Lamellipodien und Filopodien ausgebildet 

und durch Integrin-vermittelte Adhäsion an die EZM kommt es dann zur 

Myosin II-vermittelten Kontraktion des Zellleibes7. Im hinteren Teil der Zelle 

3



2 Theoretische Grundlagen

müssen parallel die Kontakte durch proteolytische oder mechanische Kräfte 

wieder  abgelöst  werden,  um ein  Vorwärtskommen zu  gewährleisten8.  Die 

nachfolgende  Degradierung  der  Gefäßwände  eröffnet  den  Zellen  den 

nächsten Schritt  und es schließt sich die Intravasation in das Blut- oder 

Lymphgefäßsystem  an.  Eine  Tumorzellmetastasierung  über  das  Lymph-

system ist allgemein wenig untersucht, so dass in dieser Arbeit ausschließ-

lich die hämatogene Metastasierung, also die Absiedlung von Tumorzellen 

über das Blutgefäßsystem, im Vordergrund steht.

Die Dissemination der Zellen durch das Gefäßsystem des Blutkreislaufes 

stellt aus Sicht der Tumorzelle einen der anfälligsten Prozesse dar. Verschie-

dene Stressfaktoren, wie bspw. das Komplementsystem, Immunzellen oder 

4

Abbildung  1:  Schematische Darstellung der hämatogenen Metastasierung. Die 
einzelnen Schritte der metastatischen Kaskade werden im Text erläutert. Abbildung 
modifiziert nach Guo und Giancotti142.



2 Theoretische Grundlagen

Scherstress wirken auf die Zellen ein und versuchen die Verteilung zu unter-

binden9. Die Tumorzellen nutzen daher auch Mechanismen um sich vor dem 

Immunsytem zu schützen (diese werden später noch detailliert  erläutert). 

Nach erfolgter Umgehung der Immunantwort schließt sich die Transmigra-

tion  an,  also  das  Verlassen  des  Gefäßbettes  an entfernten Orten.  Durch 

übliche Zellteilungsmechanismen etabliert sich eine Metastase, welche unter 

günstigen Bedingungen sogar einen Anschluß an das Gefäßsystem erhält. 

Dies wird durch Wachstumsfaktoren wie den „vascular  endothelial  growth  

factor“ (VEGF) und die daraus resultierende Angiogenese hervorgerufen.

Nur  wenn  alle  diese  Schritte  perfekt  von  der  Tumorzelle  durchlaufen 

werden kann sich eine Metastase bilden, dies erklärt warum nur in etwa 

0,01 %  der  zirkulierenden  Tumorzellen  tatsächlich  zu  einer  Metastasen-

bildung beitragen10.

An dieser Stelle ist ebenfalls erwähnenswert, dass es Zellen normalerweise 

nicht möglich ist außerhalb ihres eigenen Zellverbandes zu überleben. Eine 

Sonderform der Apoptose, die Anoikis, greift hier regulierend aufgrund des 

Verlustes  der  Zelladhäsion  mechanistisch  ein11.  Krebszellen  fehlt  diese 

Eigenschaft, sie sind somit in der Lage ihren Primärtumor zu verlassen und 

in fremder Umgebung zu proliferieren. Molekular ist dies mit einer massiven 

Überexpression  des  Tyrosinkinase-Rezeptors TrkB  zu  erklären.  Dieser 

Rezeptor ist als eine Art Gegenspieler der Anoikis für einen metastasierenden 

Phänotyp und invasive Eigenschaften verantwortlich12.  Mittlerweile werden 

aber  auch  andere  Kinasen  für  eine  ausbleibende  Anoikis  verantwortlich 

gemacht13.

5



2 Theoretische Grundlagen

2.2 Der Einfluss von Heparin auf den Verlauf von Krebserkran-
kungen

Für  onkologische  Patienten  besteht  ein  erhöhtes  Risiko,  eine  venöse 

Thromboembolie  (VTE),  insbesondere  tiefe  Beinvenenthrombosen  oder 

Lungenembolien, zu erleiden und an den Folgen zu versterben. Patienten mit 

Metastasen  haben  ein  15fach  höheres  Thromboserisiko  als  Patienten  in 

frühen Erkrankungsstadien. Die VTE ist die zweithäufigste Todesursache bei 

Krebspatienten. Tumorpatienten mit einer VTE haben ein etwa doppelt so 

hohes  Risiko  innerhalb  des  nächsten  Jahres  zu  versterben  als  Tumor-

patienten  ohne  Thrombose.  Bei  onkologischen  Patienten  ist  daher  eine 

Thrombosetherapie und -prophylaxe unerlässlich. Heparine sind bereits seit 

den frühen 1920er Jahren als antithrombotische Wirkstoffe bekannt14. Bei 

der Gabe von Heparin bei Krebspatienten mit thromboembolischen Ereig-

nissen stellte sich der Zusammenhang eines antimetastatischen Effektes mit 

einer resultierenden Lebenszeitverlängerung heraus. Es zeigt sich damit ein 

wachsender Beweis dafür, dass die Kaskade der Blutgerinnung verbunden 

ist mit dem Prozess der Angiogenese und Metastasierung15. Dabei scheinen 

die  antikoagulatorischen Eigenschaften der  Heparine  nicht  den alleinigen 

Effekt auf die antimetastatische Wirkung auszuüben, was durch Applikation 

von  Heparinderivaten  mit  reduzierten  antikoagulatorischen  Eigenschaften 

gezeigt werden konnte. Außerdem zeigen Faktor Xa-Inhibitoren keinen anti-

metastatischen Effekt. Seitdem sind UFHi und LMWHii in den Fokus für den 

positiven Verlauf von Krebserkrankungen gerückt.

2.2.1 Struktur und Vorkommen von Heparin

Heparin  ist  ein  lineares  Glykosaminoglykan.  Die  wichtigsten  Bausteine 

sind  alternierend aufgebaut.  Der  kleinste  Baustein  beinhaltet  sulfatiertes 

i U  nfraktioniertes Heparin

ii engl. = low molecular weight heparins

6



2 Theoretische Grundlagen

D-Glucosamin  und  eine  Uronsäure.  Die  Uronsäure  lässt  sich  in  die 

D-Glucuronsäure und sein Epimer die L-Iduronsäure unterteilen. Die Hydro-

xyl- und Amingruppen werden mit Schwefelsäure verestert, wodurch polyan-

ionische  Biopolymere  entstehen.  Natürliche  Heparine  werden  aus  der 

Mucosa von Schweinedärmen gewonnen. Diese sogenannten unfaktionierten 

Heparine (UFH) weisen Kettenlängen von 200-300 Zuckereinheiten auf und 

besitzen eine molare Masse zwischen 4-40 kDa, mit einem Häufigkeitsgipfel 

von 15 kDa. Fraktionierte Heparine, sogenannte niedermolekulare Heparine 

(= LMWH) bestehen aus Ketten, die i.d.R. nicht mehr als 18 Zuckereinheiten 

umfassen  und  molare  Massen  von  3-6 kDa  aufweisen.  Sie  lassen  sich 

beispielsweise  aus  dem  nativen  Heparin  mittels  enzymatischer  Spaltung 

durch Heparinasen und nachfolgendem Aussalzen gewinnen. Seit Mitte der 

1980er Jahre finden sie vermehrt Anwendung, da in der Regel eine einmal 

tägliche Applikation ausreichend ist und sie über ein besseres therapeuti-

sches Fenster bei der Behandlung von Thrombosen verfügen16,17.

Pharmakologisch  wird  Heparin  aufgrund  seiner  antikoagulatorischen 

Wirkung verwendet. Physiologisch liegt es zusammen mit Histamin in Vesi-

keln der Gewebe-Mastzellen vor. Seine physiologische Bedeutung ist noch 

nicht vollständig aufgeklärt. Es greift in die plasmatische Blutgerinnung ein, 

7

Abbildung 2: Heparin-Teilstruktur eines UFH. Die möglichen Bausteine sind hier 
A) D-Glucosamin (C-6 und N sulfatiert), B) D-Glucuronsäure, C) D-Glucosamin (C-3 
und N sulfatiert), D) L-Iduronsäure (C-2 sulfatiert) und D-Glucosamin (C-6 und N 
sulfatiert).
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2 Theoretische Grundlagen

indem  es  sich  über  seine  „antithrombin  binding  site“,  einer  spezifischen 

Pentasaccharidabfolge, an Antithrombin III anlagert. Auf molekularer Ebene 

ist für die Bindung des polyanionischen Heparins eine Region mit positiv 

geladenen Lysin-Gruppen an der  Exosite  des  Antithrombin entscheidend. 

Der  gebildete  Heparin/Antithrombin III-Komplex  erhöht  die  Anlagerungs-

geschwindigkeit  an aktivierte  Gerinnungsfaktoren um das 1000fache  und 

fordert  damit  die  Gerinnungshemmung.  Für  die  Inhibition  des  Thrombin 

muss  Heparin  sowohl  mit  Antithrombin III  als  auch  Thrombin  selbst  in 

Wechselwirkung treten. Für eine erfolgreiche Inhibition des Faktors Xa ist 

die  Kontaktaufnahme über  die  Pentasaccharideinheit  mit  Antithrombin III 

ausreichend.

2.2.1.1 Unfraktionierte Heparine (UFH)

Das häufig unter der Bezeichnung „Standardheparin“ bekannte UFH weist 

die unter 2.2.1 beschriebenen Eigenschaften auf.  Es wurde lange Zeit  als 

Standard in der Thromboseprophylaxe und -therapie eingesetzt, bis bekannt 

war, dass niedermolekulare Heparine genau so sicher und effektiv sind18. 

Aufgrund der inhomogenen Kettenlängen wird die Wirksamkeit zur Standar-

disierung auf ein Vergleichspräparat (anti Xa) mit Internationalen Einheiten 

(I.E.) bezogen. Zur Thromboseprophylaxe wird es subcutan bis zu dreimal 

täglich injiziert. Bei vorhandenen Thrombosen muss es in höheren Tages-

dosen intravenös infundiert werden.

Als Besonderheit geht aus dem UFH die synthetische Pentasaccharidein-

heit  Fondaparinux  hervor.  Hierbei  stand der  für  die  eigentliche  Wirkung 

essentielle  Pentasaccharid-Baustein  des  Heparins  Pate.  Auch hier  ist  die 

Effektivität und Wirkung in Bezug auf Thromboembolien gewährleistet, aller-

dings liegen wenig Erfahrungswerte zum Einsatz bei Krebspatienten vor.

Allgemein kann die Wirkung von Heparin im Körper durch ein polykat-

ionisches Protein, welches aus Lachs-Sperma gewonnen wird, in Form eines 

8
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Antidots inaktiviert  werden.  Dieses unter dem Namen Protamin bekannte 

Protein entfaltet allerdings keine Wirkung gegen Fondaparinux.

In  dieser  Arbeit  wird  das  UFH-Natrium „Heparin-Natrium 25.000-ratio-

pharm®“ verwendet. Es wird aus Schweinedarm-Mukosa extrahiert19.

2.2.1.2 Enoxaparin

In dieser Arbeit findet das LMWH Enoxaparin Verwendung. Dabei handelt 

es sich um fraktioniertes Heparin mit einem mittleren Molekulargewicht von 

von 4500 g/mol. Der nicht ganz homogene Heparinanteil ist ein Gemisch mit 

Glykosaminoglykanketten aus bis zu 24 Monomeren. Als Fertigarzneimittel 

Clexane® kommt Enoxaparin auf den Markt und wird aus der intestinalen 

Mukosa  von  Schweinen Heparin-Benzylestern  gewonnen,  die  einer  alkali-

schen β-Elimination und Depolymerisation unterworfen werden.

Charakteristisch  für  die  Polysaccharidkette  des  Enoxaparin  ist  eine 

2-O-sulfo-4-enopyranosuronsäure-Gruppe  am  nichtreduzierenden  Ende 

(daher  auch  der  Name  Enoxaparin)  und  eine  2-N,6-O-disulfo-D-gluko-

samin-Rest am reduzierenden Ende. Durch die alkalische Behandlung kann 
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bei 15-20 % der Enoxaparin-Struktur am reduzierenden Ende der Kette ein 

1,6-Anhydro-Derivat entstehen20.

2.2.1.3 Tinzaparin und Tinzaparin-Derivate

Tinzaparin wird über enzymatische β-Elimination durch Heparinase aus 

Flavobacterium heparium ausgehend von UFH gewonnen. Eingesetzt wird es 

als  Natriumsalz,  die  durchschnittliche  molare  Masse  liegt  zwischen 

5,5-7,5 kDa.  Es  besitzt  eine  2-O-Sulfo-4-desoxy-4--L-threohex-4-enopyra-

nosuronsäure-Struktur  am  nichtreduzierenden  und  ebenfalls  eine 

2-N,6-O-Disulfo-D-glucosamin-Struktur am reduzierenden Kettenende21,22.

Dieses  Heparin  weist  durch  die  Verkürzung  eine  relativ  einheitliche 

Kettenlänge mit einem Häufigkeitsgipfel von 18 Saccharideinheiten und eine 

enge Massenverteilung auf. An der Heparin-Originalstruktur ändert sich mit 

Ausnahme der oben genannten Strukturen nichts und auf Grund des Sulfa-

tierungsmusters ähnelt es daher stark einem UFH. Tinzaparin erwies sich in 

klinischen Studien als effektives LMWH in der Prophylaxe und Therapie von 

VTE23–25.

Tinzaparin  diente  in  dieser  Arbeit  weiterhin  als  Ausgangssubstanz  für 

einige  modifizierte  Heparinderivate,  die  uns  dankenswerter  Weise  vom 

„G.Ronzoni“  Institute, Milano durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof Dr. 
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B. Casu zur  Verfügung gestellt  wurden. Die  nachfolgende Tabelle  soll  die 

neuen Strukturmerkmale der geschaffenen Derivate darstellen.

Heparinderivat Strukturmerkmal

2O-DS-LMWH

6O-DS-LMWH

NAc-LMWH

RO-LMWH

Tabelle  2.1:  Modifizierte  Tinzaparinderivate.  Dargestellt  ist  jeweils  ein  modifizierter 

Baustein der Kette. Entnommen und modifiziert aus [26].

Diese Heparinderivate zeigten bereits eindrucksvolle Effekte in Bezug auf 

die Bindungsfähigkeit bestimmter Adhäsionsmoleküle. Die antikoagulatori-

schen Eigenschaften gehen dabei auch hier meist verloren, spielen aber für 

die beobachteten Effekte der Bindungsfähigkeit keine Rolle13–15.

2.2.2 Klinischer Einsatz bei onkologischen Patienten

Onkologische  Patienten  weisen  häufig  eine  Überaktivierung  des  Gerin-

nungssystems auf und einhergehend damit ein deutlich höheres Risiko eine 

venöse  Thromboembolie  zu  erleiden27,28.  Aus  diesem  Grund  erfolgt  die 

Therapie einer VTE standardmäßig initial mit Heparin wie UFH, LMWH oder 

Fondaparinux,  gefolgt  von  einer  Langzeitgabe  oraler  Antikoagulantien zur 

Rezidivprophylaxe. Diese Empfehlung wird auch in der aktuellen S3-Leitlinie 
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der AWMFi berücksichtigt. Dabei werden auch neuere orale Antikoagulantien 

wie das Rivaroxaban oder das Dabigatranetexilat in Betracht gezogen29.

LMWH und Fondaparinux gelten als sicherer und genau so wirksam wie 

UFH.  In der  fortgeführten Behandlung über  einen Zeitraum von drei  bis 

sechs Monaten zeigten sich die LMWH dem UFH sogar überlegen. Eine der 

unerwünschten  und  akut  lebensbedrohlichen  Arzneimittelwirkungen  im 

Zusammenhang mit der Heparingabe ist das Auftreten einer Heparin-indu-

zierten Thrombozytopenie (HIT). Diese tritt in der Applikation von LMWHs 

deutlich seltener als bei Gabe von UFH auf, wodurch die Attraktivität gegeb-

über einer Administration von LMWH weiter gesteigert wird18.

Interessanterweise führte die Prophylaxe und Therapie thromoembolischer 

Ereignisse  nicht  nur  zur  Vermeidung  tödlich  verlaufender  Embolien, 

sondern  es  äußerten sich  ebenfalls  antineoplastische  Effekte,  die  sich  in 

einer Lebenszeitverlängerung der Patienten niederschlugen. 

Tabelle 2.2: Klinische Studien zum Einfluss von LMWHs auf den Verlauf von Krebserkran-

kungen.

Studiendesign Behandlung Ergebnisse Referenz

MALT-Studie,
metastasierende oder 
lokal fortgeschrittene 
solide Tumore ohne 
VTE;
doppelblind;
Endpunkt: Tod durch 
Embolie;
Sicherheitsendpunkt: 
schwerwiegende 
Blutungen

3800-7600 I.E. Nadro-
parin/2 x tgl. s.c. in den 
ersten 2 Wochen, dann 
für 4 Wochen 3800-
7600 I.E./d 
über 6 Wochen
vs. 
Placebo
(148 Verum, 154 
Placebo)

mittleres Gesamtüber-
leben 8,0 vs. 
6,6 Monate; in Patien-
tensubgruppe mit einer 
Lebenserwartung von > 
6 Monaten zu Studien-
beginn mittlere Überle-
bensrate 15,4 vs 9,4 
Monate

Klerk et 
al.30

CLOT-Studie31,
solide Tumore und 
VTE;
multizentrisch, 
unverblinded, rando-
misiert, kontrolliert;
Endpunkt: rezidivie-
rend, symptomati-
sche VTE;
150 Patienten ohne 
Metastasen und 452 
mit Metastasen

200 I.E./kg/d Dalte-
parin s.c. Für 1 Monat, 
dann 150 I.E./kg/d für 
5 Monate
vs.
200 I.E./kg/d Dalte-
parin s.c. für 1 Woche, 
dann Cumarinderivat 
mit INR 2,0-3,0 insge-
samt für 6 Monate
(296 Patienten Gruppe I, 
306 Patienten Gruppe II)

Mortalitätswahrschein-
lichkeit nach 
12 Monaten bei Pati-
enten ohne Metastasen 
20% vs. 36%;
kein Unterschied bei 
Patienten mit beste-
henden Metastasen

Lee et 
al.32

i  Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.
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Studiendesign Behandlung Ergebnisse Referenz

PROTECHT-Studie,
Chemotherapie bei 
metastasierenden 
oder lokal fortge-
schrittenen soliden 
Tumoren;
randomisiert, 
doppelblind;
Endpunkt: sympto-
matische venöse oder 
arterielle thromboem-
bolische Ereignisse

3800 I.E./d Nadroparin 
während der gesamten 
Chemotherapie aber 
maximal 120 Tage
vs.
Placebo und Chemothe-
rapie
(779 Verum, 387 
Placebo)

thromboembolische 
Ereignisse in 2 % der 
Verumgruppe vs. 4 % in 
Placebogruppe,
Nadroparin halbiert das 
Risiko ein thromboem-
bolisches Ereignis 
während einer ambu-
lanten Therapie zu 
erhalten, Blutungsrisko 
allerdings erhöht

Agnelli et 
al.33

FAMOUS-Studie34,
metastasierende 
und/oder lokal fort-
geschrittene solide 
Tumore ohne VTE;
doppelblind, multi-
zentrisch, randomi-
siert;
Endpunkt: Sterblich-
keit 1 Jahr nach 
Therapie;
Sicherheitsendpunkt: 
schwerwiegende 
Blutungen

5000 I.E./d Dalteparin 
s.c. für 1 Jahr unter der 
jeweiligen Standardthe-
rapie
vs. 
Placebo unter der jewei-
ligen Standardtherapie
(190 Verum, 184 
Placebo)

keine Verbesserung der 
1 Jahresmortalität (46 
vs. 41 %), höhere Über-
lebensraten nach 2 und 
3 Jahren in Subgruppe 
mit besserer Prognose 
zu Beginn der Therapie 
(78 % vs. 55 %, 60 % vs. 
36 %)

Kakkar et 
al.35

SAVE-ONCO-Studie, 
Chemotherapie bei 
metastasierenden 
oder lokal fortge-
schrittenen soliden 
Tumoren;
doppelblind, multi-
zentrisch;
Endpunkt: sympto-
matische venöse 
thromboembolische 
Ereignisse oder 
tödliche VTE; Sicher-
heitsendpunkt: 
schwerwiegende 
Blutungen

20 mg/d Semuloparin 
bis zu einer Änderung 
der Chemotherapie
vs.
Placebo
mittlere Behandlungs-
zeit 3,5 Monate
(1608 Verum, 1604 
Placebo)

Semuloparin reduziert 
das Auftreten thromboe-
mbolischer Ereignisse 
(1,2 % vs. 3,4 %) bei 
Chemotherapie ohne 
deutliche Blutungen 
hervorzurufen (klinisch 
relevante Blutungen 
2,8 % vs. 2,0 %, schwer-
wiegende Blutungen 
1,2 % vs. 1,1 %)

Agnelli et 
al.36

Die dargestellten Studien zeigen, dass die LMWHs einen positiven Effekt 

auf die thromboembolischen Ereignisse haben, die allgemeine Mortalität bei 

den  in  den  Studien  eingeschlossenen  Krebspatienten  aber  nicht  immer 

gesenkt werden konnte. So konnte insbesondere bei der CONSORT-Studie, 

die sich der Fragestellung widmete, ob Tumorpatienten durch Nadroparin 
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und einem vermuteten anti-Tumor-Effekt  der niedermolekularen Heparine 

einen Überlebensvorteil hätten, kein Effekt festgestellt werden37.  Insgesamt 

sind die Studien sehr heterogen, insbesondere hinsichtlich der Einschluss-

kriterien der Tumore und der oft auch nur kleinen Patientenkollektive aufge-

baut.  Hier  sind  nur  LMWHs  bzw.  ein  ultra-LMWH (Semuloparin)  in  den 

Studien berücksichtigt. Semuloparin war für eine Zulassung der EMA und 

FDA für die Prävention der venösen Thromboembolien bei Krebspatienten 

vorgesehen  und  erwies  sich  in  der  SAVE-ONCO Studie  als  nützliches 

Heparin bei paralleler Chemotherapie38,39. Im Juni 2012 hat der Hersteller 

Sanofi-Aventis allerdings seinen zentral gestellten Zulassungsantrag bei der 

EMA zurückgenommen, obwohl man sich gegenüber den Wettbewerbern ein 

Alleinstellungsmerkmal mit dieser Indikation gesichert hätte.

In der  CORTES-Studie  wurde auch ein  UFH gegen LMWH untersucht, 

allerdings nur auf das Auftreten rezidivierender Thromboembolien bei Pati-

enten mit tiefer-Beinvenenthrombose. Hier zeigte sich das LMWH dem UFH 

überlegen und war mit einer 1 x tgl. Gabe auch patientenfreundlicher40.

Der Nutzen einer Heparingabe bei Krebspatienten scheint belegt zu sein. 

Patienten mit  einer  besseren Prognose  wie  bspw.  ohne bestehende Meta-

stasen zu Beginn der Therapie, profitieren dabei deutlicher von der Heparin-

intervention.  Dies  lässt  auf  den vermuteten Wirkmechanismus schließen, 

dass  Heparin  hemmend  auf  die  Metastasierung  einwirkt.  Dieser  Befund 

konnte durch eine Vielzahl von Tierexperimenten bereits bestärkt werden15.

2.2.3 Heparin und seine Auswirkungen auf den Verlauf der metasta-
tischen Kaskade

Die  in  Kapitel 2.2.2 beobachteten  Wirkungen  beruhen  nicht  auf  einer 

Inhibition im Wachstum des Primärtumors, sondern in einer Verminderung 

der Metastasen. Es stellt sich also die Frage, an welchen Punkten Heparin 

im  Prozess  der  hämatogenen  Metastasierung  eingreifen  und  regulierend 

wirken kann.
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Die  metastatische  Kaskade  beginnt  mit  der  Sezernierung  enzymatisch 

aktiver Proteine. Die Endoglycosidase Heparanase, die durch Spaltung von 

Heparansulfat-Glykosaminoglykanen  große  Teile  der  EZM  degradiert,  ist 

durch  Heparin  direkt  beeinflusst.  Als  Substratanalogon  hemmt  Heparin 

kompetitiv den EZM-Abbau und führt zu einer verminderten Invasivität und 

Angiogenese41–44. Hohe Expressionsraten der Heparanase werden als progno-

stische  Marker  von  z.B.  Pankreas-Karzinom  herangezogen45,  auch  findet 

man bei Lymphom- oder Melanompatienten erhöhte Heparanasespiegel43,46. 

Hier könnte Heparin durch Hemmung der Migration den Verlauf der Erkran-

kung positiv beeinflussen.

Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGFi) ist an der Basalmem-

bran  der  Gefäße  gebunden  und  wird  durch  Heparansulfat-degradierende 

Enzyme  aktiviert.  Es  wird  dann  durch  bFGF  die  Angiogenese  durch  die 

Ausbildung neuer Blutgefäße gefördert. Heparin-Oligosaccharide mit weniger 

als 12 Monomeren sind in der Lage durch Blockade dieses Faktors die Zell-

teilung  und  Migration  der  Tumorzellen  zu  hemmen47.  Ebenso  kann  die 

Angiogenese durch die Inhibition von VEGF erreicht werden. Dieser vasku-

läre  endotheliale  Wachstumsfaktor  fördert  ebenfalls  die  Gefäßneubildung. 

Enoxaparin erwies sich als potenter Hemmstoff dieses Proteins und zeigte 

sich dem UFH überlegen48.

Eine  physiologische  Freisetzung  des  Proteins  TFPIii aus  Endothelzellen 

hemmt direkt die Blutgerinnung über die Bindung an aktiviertem Faktor X 

und nachfolgend den Komplex aus tissue factor und aktiviertem Faktor VII. 

Eine Inhibierung der Angiogenese, die unabhängig über FXa erfolgt, konnte 

in diesem Zusammenhang für Tinzaparin gezeigt werden49. Über die Effekte 

der Gerinnungskaskade erklärt sich nachgeschaltet auch eine Reduktion der 

Thrombinaktivierung.  Ausbleibendes  Thrombin  kann  Fibrinogen  nicht  in 

Fibrin umwandeln; weiterhin werden wichtige Tumorzell-Signalkaskaden der 

Angiogenese  und  Metastasierung  inhibiert.  Die  Heparin-vermittelte 

i engl.: basic fibroblast growth factor

ii engl.: tissue factor pathway inhibitor
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Hemmung  des  Thrombin  stellt  somit  auch  ein  Eingriff  in  das  Tumorge-

schehen dar50,51.

Der wahrscheinlich komplexeste Vorgang ist die Bindung des Heparins an 

Adhäsionsrezeptoren  und  deren  Inhibition.  Die  bekanntesten  beeinfluss-

baren Adhäsionsmoleküle, die in der metastatischen Kaskade als relevant 

eingestuft  werden können sind die  Selektine und Integrine.  Während der 

Aufbau und die Funktionen dieser im folgenden Kapitel erläutert werden, 

soll hier deren Wechselwirkung mit Heparin fokussiert werden.

Heparine können die  Bindung von P- und L-Selektin an ihre Liganden 

aufheben. Diese Heparin-bedingte Blockade konnte durch zahlreiche Tier-

modelle  belegt  werden.  Studien wurden diesbezüglich zu Kolonkarzinom-, 

Melanom-, Lungenkarzinom- und Mammakarzinomzelllinien durchgeführt52. 

Im Studiendesign wurden die Tumorzellen direkt in das venöse Blutsystem 

gespritzt, somit ist die Heparinwirkung zunächst auch tatsächlich auf das 

Geschehen im Blutkreislauf konzentriert. Betrachtet man dabei die klinisch 

relevanten Heparindosierungen, so kann durch die Heparingabe eine anti-

metastatische Wirkung nachgewiesen werden. Niers und Mitarbeiter fassen 

in einer Übersichtsarbeit die antimetastatische Wirkung von verschiedenen 

Heparinen und unterschiedlichen Tiermodellen ausführlich zusammen15. 

Weitere  Adhäsionsmoleküle  werden  im  Rahmen  von  Entzündungsreak-

tionen durch die Klasse der Integrine gestellt. Insbesondere leukozytäre Inte-

grine  wie  4β7,  4β1,  Lβ2 und  Mβ2 werden  durch  endothelial  freigesetzte 

Mediatoren exprimiert und ermöglichen den darauf folgenden Kontakt mit 

ihren endothelialen Liganden (MadCAM-1, VCAM-1, ICAM-1 und ICAM-2) für 

die Extravasation. In der Literatur sind Wechselwirkungen von Heparin mit 

diesen  leukozytären  Integrinen  beschrieben53–55.  Für  den  Verlauf  von 

Krebserkrankungen und die metastatische Kaskade tritt besonders das Inte-

grin 4β1 in Erscheinung. Es wird von verschiedenen Melanomzellen expri-

miert  und ist  an der Metastasierung maßgeblich beteiligt56–58.  In unserem 

Arbeitskreis  konnte  erstmals  eine  Interaktion von  Heparin  mit  dem Inte-

grin 4β1 gezeigt werden59.  UFH und Enoxaparin erweisen sich als potente 

Inhibitoren dieses Bindunsgweges. 

16



2 Theoretische Grundlagen

Heparine stechen angesichts der vorgenannten Effekte als multifunktio-

nelle Biopolymere hervor,  die  weitaus mehr als bloße Gerinnungshemmer 

sind.  Adhäsionsrezeptoren stellen aufgrund der oben genannten Erkennt-

nisse eine der naheliegendsten Zielstrukturen für eine Heparinbindung und 

-wirkung dar. Da sie im Prozess der hämatogenen Metastasierung sowohl 

während der Migration als auch bei den zahlreichen Wechselwirkungen im 

Gefäßsystem  eine  Schlüsselrolle  spielen,  sollen  im  folgenden  Kapitel  die 

Zusammenhänge näher beleuchtet werden.

2.3 Zelladhäsionsmoleküle im Fokus der Metastasierung

Zelladhäsionsmoleküle  sind  in  zahlreiche  Interaktionen  von  Zellen  mit 

Strukturen  des  Körpers  involviert.  Dabei  vermitteln  sie,  wie  der  Name 

vermuten  lässt,  nicht  nur  klassisch  die  Adhäsion,  sondern  tragen  auch 

maßgeblich zu Entwicklung und Aufrechterhaltung von Gewebestrukturen 

bei. Die Steuerung von Bewegung und Wachstum ist gerade im Prozess der 

Metastasierung  von  entscheidender,  pathologischer  Bedeutung.  Weiterhin 

sind  sie  in  vielfältige  Signalkaskaden  involviert.  Ihre  Verteilung  und 

Aufgaben machen sie also zu ubiquitären Spielern des Organismus.

Die Klasse der Zelladhäsionsmoleküle lässt sich in die Subfamilien der 

Selektine, Integrine, Moleküle der Immunglobulin-Superfamilie und Cadhe-

rine einteilen. Letztere sind transmembrane Glykoproteine, vermitteln über-

wiegend feste Zellkontakte in soliden Geweben, und sind an der Signaltrans-

duktion  benachbarter  Zellen  beteiligt.  Ein  besonderer  Fokus  soll  in  den 

folgenden Kapiteln auf die Selektine und Integrine geworfen werden, da sie 

wesentlich in die metastatische Kaskade involviert sind.

17



2 Theoretische Grundlagen

2.3.1 Selektine

Selektine  gehören zur  Klasse  der  Lektine,  einer  Proteinspezies,  die  mit 

ihren Liganden über Kohlenhydratstrukturen in Wechselwirkung treten. Sie 

besitzen  darüber  hinaus  keine  Enzymaktivität.  Man  unterscheidet  drei 

humane Mitglieder der Selektinfamilie, nach ihrer zellulären Lokalisation als 

E-Selektin (Endothel), L-Selektin (Leukozyten) und P-Selektin (Plättchen und 

Endothel). Bereits 1989 wurden sie erstmalig als „lectin cell adhesion mole-

cules“ (LECAMs) beschrieben und weisen somit auf ihre Funktion hin, eine 

selektive Bindung an Liganden über eine aminoterminale Lektindomäne zu 

ermöglichen. Diese Domäne ist  aus ungefähr 120 Aminosäuren aufgebaut 

und besitzt innerhalb der drei Selektine eine ca. 65 %ige Sequenzhomolo-

gie60. Aufgrund des hohen Verwandschaftsgrades von E-, L- und P-Selektin 

wurde  eine  einheitliche  Nomenklatur  festgelegt  und  ihre  Kristallstruktur 

aufgeklärt61,62. Auffällig ist, dass sich im Zuge der phylogenetischen Entwick-

lung  die  bindenen  Lektindomänen  von  murinen,  humanen  oder  bovinen 

Selektinen kaum verändert haben, so dass dieser Bereich als hochkonser-

viert angesehen werden kann63.

Im strukturellen  Aufbau unterscheiden  sich  die  Selektine  überwiegend 

über die Anzahl ihrer sogenannten „short consensus repeats“ (SCR). Dabei 

handelt es sich um sich wiederholende Einheiten aus ca. 60 Aminosäuren, 

deren funktionelle  Bedeutung noch nicht  eindeutig  geklärt  ist.  L-Selektin 

besitzt zwei, sechs SCR finden sich am E-Selektin und neun am P-Selektin, 

wodurch eine erklärbare räumliche Reichweite zur Präsentation der Lektin-

domäne geschaffen wird. Von der luminalen Seite ausgehend schließt sich 

an die  Lektindomäne zunächst  eine  dem „epidermal  growth  factor“  (EGF) 

ähnliche Region an. Es folgen die SCR und eine transmembranäre Domäne, 

wodurch  die  Selektine  in  der  Zellmembran  verankert  sind.  Intrazellulär 

schließt sich ein, auf das Gesamtmolekül bezogen, sehr kleiner zytoplasma-

tischer Rest an, der mit dem Zytoskelett der Zelle in Kontakt steht64.

Proteine müssen spezifische Kohlenhydratstrukturen exponieren, um mit 

den Selektinen als  Liganden in Wechselwirkung treten zu können.  Dabei 
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handelt  es sich um mucinähnliche  Glykoproteine.  Mucine sind Glykopro-

teine  aus  einer  zentralen  Proteinkette  an  die  eine  Vielzahl  von  Oligo-

sacchariden  seitenkettenartig  angeknüpft  sind.  Diese  Zuckerstrukturen 

schützen das Proteingrundgerüst vor enzymatischem Abbau und verleihen 

dem Protein einen stark hydrophilen Charakter. Die Zuckerreste sind meist 

O-glykosidisch,  häufig  beginnend  mit  N-Acetylgalaktosamin,  an  Threonin 

oder Serin des Peptidgerüstes geknüpft. Die Polysaccharide machen i.d.R. 

einen Massenanteil von 60-80 % am Mucin aus.

Der am besten charakterisierte Selektinligand ist das PSGL-1i, der bereits 

1992 von Moore und Mitarbeitern beschrieben wurde. Es handelt sich um 

ein langgestrecktes, über Disulfidbrücken verbundenes Homodimer mit einer 

Masse  von  250 kDa65.  PSGL-1  konnte  auf  verschiedenen  Krebszelllinien 

nachgewiesen werden, so auch auf Hautkrebszellen66. Für die Bindung des 

P-Selektins an PSGL-1 sind fucosylierte und sialysierte Kohlenhydratstruk-

turen, wie Sialyl LewisX,  notwendig67.  Diese hochspezifische Struktur stellt 

einen Liganden für alle drei Selektine dar68. Durch Modifikation des PSGL-1-

Proteingrundgerüstes  mit  weiteren  Kohlenhydraten  entsteht  eine  variable 

Affinität zu den drei Selektinen69.

i PSGL-1 = engl.: P-selectin glycoprotein ligand-1
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Die  physiologische  Funktion  der  Selektine  besteht  in  einer  initialen 

Kontaktaufnahme  zwischen  im  Blut  zirkulierenden  Leukozyten  und  dem 

Gefäßendothel. In der Folge dieser Wechselwirkung wird ein als Adhäsions-

kaskade der Leukozyten bezeichneter Prozess durch Selektine und Integrine 

kontrolliert.  Die Selektinliganden sind also im Entzündungsgeschehen für 

das „tethering“  und „rolling“  der Leukozyten verantwortlich70.  Da sie  auch 

von Tumorzellen exprimiert werden, kann von einem gleichartigen Prozess 

im Verlauf der hämatogenen Metastasierung ausgegangen werden.

Die Administration des Glycosaminoglykans Heparin und seiner Derivate 

führt zu einer Hemmung der oben beschriebenen Mechanismen. Die inhibi-

torische  Leistung  des  Heparins  gegenüber  Adhäsionsrezeptoren  wie  den 

Selektinen ist bereits durch einigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt71–

74. In Form von Struktur-Wirkungsbeziehungen sind sowohl unterschiedliche 

Kettenlängen als auch Strukturmerkmale des Heparins auf ihre inhibitori-
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Abbildung 5: Sialyl LewisX. Ein Tetrasaccharid bestehend aus Fucose, Galaktose, 
N-Acetylglucosamin  und Sialinsäure  stellt  das  kleinste  Bindungsepitop  der  drei 
Selektine dar. Dargestellt ist die Bindungtasche von E-Selektin, in der sLeX über die 
negative Ladung der Sialinsäure, sowie die 2-,3- und 4-ständige Hydroxygruppe der 
Fucose  und  die  6-ständige  Hydroxygruppe  der  Galaktose  koordiniert  wird.  Die 
Bindung erfolgt bei allen Selektinen Ca2+ abhängig. Abbildung entnommen aus [274].
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sche  Potenz  gegenüber  Selektinen  untersucht59,75.  Auch  andere  Arbeits-

gruppen konnten Beiträge dazu leisten, so dass dieses Gebiet weitestgehend 

beleuchtet ist76–78. Da in der vorliegenden Arbeit Selektine nicht im Fokus der 

Untersuchung  stehen,  soll  der  Aufbau  und  die  Physiologie  der  Selektine 

hiermit ausreichend skizziert sein.

2.3.2 Integrine

Integrine  stellen  die  größte  Gruppe  von  Adhäsionsmolekülen  dar.  Sie 

kommen in allen tierischen Zellen vor. Dabei verbinden sie Zellen mitein-

ander und liefern über den Kontakt  mit  der EZM wichtige Informationen 

über das zelluläre Umfeld79. Sie sind an Zell-Matrix- wie auch an Zell-Zell-

Wechselwirkungen beteiligt  und vermitteln Gewebeentwicklung und -diffe-

renzierung sowie Immunantworten. Neben der Thrombozytenadhäsion und 

-aggregation sind sie auch an pathologischen Prozessen, wie beispielsweise 

dem Krebszellwachstum und der Metastasierung, beteiligt80,81.

Integrine  sind  Heterodimere,  die  aus  einer  - und β-Untereinheit  (UE) 

aufgebaut sind82. Beim Menschen sind bislang 18 - und 8 β-Untereinheiten 

bekannt, durch spezifische Kombination ergeben sich 24 funktionelle  Inte-

grine83. Ihre Expression und Aktivierung kann sehr rasch reguliert werden. 

Die  Ligandspezifität  beruht  auf  der  jeweiligen Kombination  der  Unterein-

heiten.  Die Untereinheiten dieser Heterodimere sind im Verhältnis 1:1 und 

nicht-kovalent  assoziiert.  Jede  UE lässt  sich  in  eine  große  extrazelluläre 

Domäne,  eine  transmembranäre  Domäne  und  einen  kleine  zytoplasmati-

schen Bereich ohne Enzymaktivität einteilen84. Die UE unterscheiden sich in 

ihrer Größe und ihren Strukturmerkmalen.

Da in der vorliegenden Arbeit das Integrin VLA-4 untersucht wird, soll an 

dieser Stelle vornehmlich auf die Strukturmerkmale dieses Vertreters einge-

gangen werden.

Die  -Untereinheit  ist,  beginnend am aminoterminalen Ende,  aus  dem 

β-Propeller,  der  Stelzenregion,  dem transmembranären Bereich und einer 
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zytoplasmatischen Domäne aufgebaut. Der  β-Propeller wird aus insgesamt 

sieben gleichartigen, aus jeweils  60 Aminosäuren bestehenden Segmenten 

einer scheibenförmigen Struktur gebildet. Dieses Strukturmerkmal scheint 

direkt an der Ligandbindung zu partizipieren85. Abweichend zu anderen Inte-

grinen besitzt diese Struktur bei VLA-4 keine I-Domäne. Die I-Domäne trägt 

ihren Namen, da sie zwischen den  β-Faltblattstrukturen zwei und drei des 

Propellers eingefügt ist (engl.: inserted). Normalerweise übernimmt sie regu-

lierende Aufgaben bei der Ligandwechselwirkung.

An den Propeller  schließt  sich ein etwa 500 Aminosäuren umfassender 

Bereich an, der als Stelzenregion bezeichnet wird. Seine Aufgabe besteht in 

der Exposition der Ligandenbindungsstelle.

Der Transmembranbereich wird von jeder  UE nur einmal durchspannt 

und dient der Verankerung des Integrins in der Zellmembran.

Die zytoplasmatische Domäne wird aus 15-77 Aminosäuren zusammenge-

setzt und weist nur eine geringe Homologie innerhalb der -Untereinheiten 

auf.  Überall  findet  sich jedoch eine hochkonservierte  Aminosäuresequenz, 

das GFFKR-Motiv. Diesem wird eine wesentliche Rolle bei der Fähigkeit zur 

Ligandbindung und der Signalweiterleitung eingeräumt86,87.

Die β-Untereinheit besitzt am N-Terminus einen großen Loop. Nahe ihres 

aminoterminalen Endes enthält sie einen Abschnitt aus 250 Aminosäuren, 
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Abbildung  6:  Integrin  VLA-4. Schematisch  dargestellt  ist  das  Heterodimer  mit 
Bezeichnung der jeweiligen Domänen. Nähere Erläuterungen siehe Text. Abbildung 
modifiziert nach Mould und Shimaoka et al.88,135.
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der aufgrund eines vorhandenen MIDAS-Motivs, einer ähnlichen Sekundär-

struktur und einer gewissen Sequenzhomologie der I-Domäne der -Unter-

einheit  ähnelt  und  daher  als  I-ähnliche  Domäne  bezeichnet  wird59.  Das 

„metal ion-dependent adhesion site“  (MIDAS)-Motiv  stellt  eine  konservierte 

Bindungsstelle  für bivalente Kationen, insbesondere Mg2+ und Mn2+ dar82. 

Diese Domäne übernimmt mit dem β-Propeller die Funktion der Ligandbin-

dung.

In der  β-Untereinheit  schließt  sich ebenfalls  eine  Stelzenregion an,  die 

aber  von der  sogenannten I-EGF-Domäne unterbrochen wird.  Es  handelt 

sich  dabei  um vier  Cystein-reiche  Segmente,  die  ähnlich zu der  Sequenz 

eines „epidermal  growth  factor“  sind und aufgrund ihres Vorkommens im 

Integrin als I-EGF-Modul bezeichnet werden88.

Auch in den β-Untereinheiten wird die Membran nur einmal durchspannt. 

Es  schließt  sich  die  zytoplasmatische  Domäne  an.  Diese  besteht  aus 

46-60 Aminosäuren und weist deutlich mehr Homologien auf. Ein hochkon-

serviertes Motiv ist dabei für die Interaktion mit der konservierten Sequenz 

auf der -Untereinheit verantwortlich89.

Insgesamt weisen die  Integrine unterschiedliche  Strukturmerkmale auf, 

die für die verschiedenen Funktionen während einer Ligandbindung verant-

wortlich sind. Die β1-Integrine bilden die größte Subfamilie und sind an Zell-

Matrix-Wechselwirkungen beteiligt. Die  -Untereinheit bestimmt, ob der zu 

bindende Ligand der EZM den Kollagenen, Lamininen oder Fibronektin zuge-

hörig ist. 

β2-Integrine  stellen  Leukozyten-spezifische  Rezeptoren  dar.  Sie  spielen 

eine entscheidende Rolle im Prozess der Adhäsionskaskade der Leukozyten 

im Entzündungsgeschehen. Mit Hilfe der β2-Integrine sind Leukozyten in der 

Lage,  nachdem  sie  durch  das  Selektin-spezifische  Rollen  abgebremst 

wurden, das Gefäßbett zu verlassen und an den Herd der Entzündung in der 

EZM vorzudringen. Weiterhin sind sie maßgeblich am „homing“ der Lympho-

zyten in die Lymphknoten verantwortlich. Dies bezeichnet die Rezirkulation 

von immunkompetenten Leukozyten in die Lymphknoten, welche sich dann 

zu  jenen  Immunzellen  entwickeln,  die  spezifisch  gegen  die  aufgespürten 
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Antigene  gerichtet  sind.  Ein  wichtiger  Vertreter  dieser  Subfamilie  ist  das 

„lymphocyte function associated antigen-1“ (LFA-1; Lβ2). Die „Leukozytenin-

tegrine“ werden auf nicht stimulierten Leukozyten im strömenden Blut nur 

in geringem Ausmaß exprimiert. Ihre Expression wird u.a. durch chemotak-

tische Faktoren hochreguliert, gleichzeitig werden die Integrine aktiviert, d.h. 

ihre  Bindungsstärke  gegenüber  den  Liganden  wird  deutlich  erhöht. Die 

Liganden dieser Subfamilie stellen die „intercellular cell adhesion molecules“, 

die  sog.  ICAMs dar.  Diese  sind  wiederum in  Subfamilien  zu  trennen,  je 

nachdem,  ob  sie  konstitutiv  vorhanden  oder  durch  Zytokine  induzierbar 

sind83.

Eine physiologisch/pathologische Funktion wird von IIbβ3  bei der Throm-

bozyten-vermittelten Adhäsion von Tumorzellen  an das  Endothel  und die 

EZM im Rahmen der metastatischen Kaskade wahrgenommen90,91. 
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Abbildung  7:  Integrin-Kombinationen  und  Ligandklassen.  Die  Einteilung  der 
Integrin-Subfamilien beruht auf evolutionärer, Ligand-spezifischer und im Falle der 
β2- und β7-Integrine Leukozyten-limitierter Expression. Weiß dargestellte  -Unter-
einheiten besitzen eine  I-Domäne.  Orange  dargestellte  -Untereinheiten besitzen 
eine Spezifität für Laminin, während blau dargestellte -Untereinheiten eine Spezi-
fität für das RGD-Aminosäuremotiv aufweisen. Abbildung modifiziert nach [83].
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In die Tumorzellmetastasierung sind viele Integrine involviert und über-

nehmen  unterschiedlichste  Funktionen.  Martin  Schlesinger  konnte  im 

Rahmen seines Dissertationsprojektes zeigen, dass die Melanomzelllinie MV3 

VLA-4 konstitutiv auf ihrer  Oberfläche exprimiert.  Im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit  wird  ausschließlich  das  auf  MV3-Zellen  exprimierte  VLA-4 

betrachtet92 und soll im folgenden Kapitel näher charakterisiert werden.

2.3.2.1 Die Wechselwirkung des VLA-4 mit seinem Liganden VCAM-1

Die Integrine der „very late activation antigens“ (VLA)-Familie tragen ihre 

Bezeichnung, da sie erst spät nach der T-Zell-Aktivierung auf der Zellober-

fläche  erscheinen.  Bereits  1987  konnten  Hemler  und  Mitarbeiter  zeigen, 

dass  allen  Mitgliedern  der  VLA-Familie  eine  identische  β-Untereinheit 

gemeinsam ist, sie sich aber in ihrer α−Untereinheit voneinander unterschei-

den93.

Synonyme  für  VLA-4  sind  Integrin 4β1 oder  CD49d/CD29i.  Es  wurde 

zunächst auf Leukozyten und Monozyten nachgewiesen. Das Molekularge-

wicht wurde mit 150 kDa für die α- und 130 kDa für die kleinere β-Einheit 

bestimmt94.

VLA-4 ist neben der Matrixbindung über Fibronektin auch an Zell-Zell-

Wechselwirkungen  beteiligt  und  unterscheidet  sich  dadurch  von  den 

anderen Mitgliedern der VLA-Familie, die ausschließlich β1-typische Zell-Ma-

trix-Bindungen vermitteln59. Die Wechselwirkung VLA-4/VCAM-1 wird aller-

dings  nicht  über  die  Fibronektin-Bindungsstelle  des  VLA-4  vermittelt95. 

VLA-4 bindet an die Domänen 1 und 4 an VCAM-196. Weiterhin sind beide 

Untereinheiten des VLA-4 gleichermaßen an der Bindung beteiligt.

VLA-4 wurde aber nicht nur auf Leukozyten gefunden, sondern wird auch 

von verschiedenen Krebszelllinien exprimiert.  Damit kann deren Adhäsion 

an  das  Endothel  und  die  Extravasation  im Verlauf  einer  Metastasierung 

erklärt werden97.

i CD = engl.: cluster of differentiation
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Eine interessante Eigenschaft aller Integrine ist deren Aktivierungsmuster, 

welches  in  unterschiedlichen  Zeiten erfolgen kann.  Die  Aktivierung kann 

dabei durch Affinitätserhöhung aber auch Aviditätserhöhung erfolgen, wobei 

beide  Prozesse  simultan verlaufen können.  Sie  befähigen zur  verstärkten 

Ligandbindung und werden durch intrazelluläre Signalmoleküle in einem als 

„inside-out-signalling“  bezeichneten  Vorgang  verursacht  (siehe  auch 

Kapitel 2.3.2.2).

VCAM-1  (CD106)  wird  aufgrund  seiner  Ig-Domäne  der  Immunglo-

bulin-Superfamilie zugeordnet und ist ein 110 kDa großes transmembran-

äres  Glykoprotein.  Auf  Endothelzellen  wird  es  präsentiert  nach  erfolgter 

Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-, IL-1β, IL-4 oder 

INF-γ98. Es ist daher nicht verwunderlich VCAM-1 auf vaskulären Endothel 

auch nur im Bereich von Entzündungen oder Tumoren zu finden, nicht aber 

im gesunden Gefäßsystem99,100. Weiterhin findet man VCAM-1 aber auch in 

den Kupfferzellen der Leber, in epithelialen Zellen der Niere und in dendriti-

schen Zellen lymphoider Gewebe99.

Aufgrund einer alternativen Spleißvariante desselben Gens kann VCAM-1 

sowohl als Molekül mit sechs als auch mit sieben Ig-Domänen (6d-VCAM-1 

oder 7d-VCAM-1) vorliegen101. Das 7d-VCAM-1 besitzt dabei neben der am 

N-terminalen Ende eine zusätzliche, aber wenig affine Integrinbindestelle102.

Im Rahmen der Leukozytenrekrutierung  ist VCAM-1 direkt im Entzün-

dungsgeschehen beteiligt und kann neben VLA-4 auch weitere leukozytäre 

Integrine wie 4β7, Dβ2 und Mβ2 binden95,102–104.

Aus dem membranständigen VCAM-1 kann ebenfalls eine lösliche Form 

hervorgehen. Diese wird durch proteolytische Spaltung der extrazellulären 

Domäne nahe der Oberfläche freigesetzt105. Der Sinn dieses als „shedding“ 

bezeichneten Vorgangs ist physiologisch nicht eindeutig geklärt. Möglicher-

weise wird hiermit eine Art von dualer Regulation vorgenommen. Zum einen 

besitzt  lösliches  VCAM-1  weiterhin  seine  Integrinbindungsfähigkeit  und 

kann damit als endogener Inhibitor wirken. Zum anderen nimmt die endo-

theliale Rezeptordichte ab und die adhäsiven Eigenschaften des Endothels 

verringern sich.
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Die  VLA-4/VCAM-1-Wechselwirkung  im  Metastasierungsprozess  wird 

kontrovers diskutiert. Viele Erkrankungen gehen mit einer erhöhten Konzen-

tration löslichen VCAM-1 einher106, daher kann es als prognostischer bzw. 

diagnostischer  Marker herangezogen werden107,108.  Hohe Serumsspiegel  an 

VCAM-1  stehen  bei  Krebspatienten  in  Beziehung  mit  einer  schlechten 

Prognose  des  Krankheitsverlaufs109,110.  Andererseits  scheint  gerade  die 

VCAM-1/VLA-4  vermittelte  Interaktion  für  die  Rekrutierung  zytotoxischer 

T-Zellen in Melanome oder Nierentumore verantwortlich zu sein111,112.  Das 

Eingreifen des Immunsystems soll hier die Metastasierung vermindern oder 

frühzeitig  durch gezieltes  „homing“  unterbinden.  Bisher ist  bekannt,  dass 

VLA-4  auf  verschiedenen  Tumorzellen  exprimiert  wird  und  bei  der 

Einschleusung von zirkulierenden Tumorzellen aus dem Gefäßsystem betei-

ligt sein kann113,114.

Aktuelle Literatur und die bisherige Datenlage messen der VLA-4-Beteili-

gung einen vielversprechenden Ansatz  zum Verständnis der hämatogenen 

Tumorzellmetastasierung bei. Trotzdem sind in diesem Zusammenhang bis 

heute nur wenige Arzneistoffe gegen VLA-4 oder allgemein gegen Integrine  in 

klinischer Erprobung bzw. auf dem Markt. Als Antikörper-basierte Arznei-

stoffe sind momentan nur Natalizumab (Tysabri®) und Efalizumab (Raptiva®) 

zu nennen. Natalizumab ist ein monoklonaler Antikörper gegen das 4-Inte-

grin  und  wurde  zur  Behandlung  hochaktiver,  schubförmig  verlaufender 

Multipler Sklerose zugelassen. In den USA liegt ebenfalls eine Indikationser-

weiterung gegen Morbus Crohn vor,  die  von  der  EMA aufgrund unzurei-

chender  Datenlage  bezüglich  der  Wirksamkeit  abgelehnt  wurde115.  Efali-

zumab führt zu einer selektiven Blockade der CD11a-Untereinheit des LFA-1 

und wirkt dadurch entzündungshemmend bei der Behandlung bestimmter 

Patienten mit  mittelschwerer  bis  schwerer Psoriasis  vulgaris  vom Plaque-

Typ.  Bei  beiden Therapien wurde  das  Auftreten progressiver  multifokaler 

Leukenzephalopathien (PML) beobachtet116,117. Diese schwerwiegende oppor-

tunistische  Virusinfektion  des  Gehirns  wird  bei  Patienten  mit  Immun-

schwäche durch das JC-Virus ausgelöst und verläuft  oft  tödlich oder mit 

schweren bleibenden Schäden.  Die  Marktzulassung der Antikörper  wurde 
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daraufhin  widerrufen.  Natalizumab  wurde  infolge  positiver  Nutzen-

Risiko-Abwägungen unter erhöhten Sicherheitsauflagen, wie z.B. vorheriger 

JCV-Antikörpernachweis, im Frühjahr 2006 erneut zugelassen118.

In der klinischen Phase III  befindet sich ein zyklisches Pentapeptid mit 

dem Namen Cilengitide (Impetreve®).  Dieses kleine Peptid hemmt die Inte-

grine Vβ3 und Vβ5 und soll eine Indikation als Angiogenesehemmer bei Glio-

blastom erhalten119,120.  Auch  bei  anderen  Tumoren  wie  metastasierendem 

Prostatakrebs  (Phase II)121,122,  fortgeschrittenes  nicht-kleinzelliges  Bronchi-

alkarzinom  (Phase II)123 und  fortgeschrittenes  Plattenepithelkarzinom  des 

Kopfes und Halses (Phase I/II)124 ist es in der klinischen Testung.

Die Antikörper Vitaxin und Velociximab befinden sich in der klinischen 

Phase II und richten sich gegen die Integrine Vβ3 (Vitaxin) und 5β1 (Voloci-

ximab)125,126.  Dabei  wird  dem  Volociximab  auch  eine  antiangiogenetische 

Wirkung zugeschrieben127–129.

Eine Übersicht zum derzeitigen Stand der Entwicklung, Fortschritte, aber 

auch zu überwindende Schwierigkeiten fassten Cox und Mitarbeiter zu Inte-

grininhibitoren zusammen130.

2.3.2.2 Integrinsignalling

Zellen stehen über viele  mögliche Strukturen im gegenseitigen Kontakt 

und  „signalisieren“  sich  gegenseitig  die  unterschiedlichsten  Effekte  oder 

Antworten auf bspw. äußere Reize. Integrine stellen in diesem Zusammen-

hang innerhalb der Zelle einen wichtigen Knotenpunkt von mechanischen 

Kräften, biochemischen Signalen und Adhäsion zwischen intra- und extra-

zellulären Effekten dar. Als bidirektionale Signalling-Rezeptoren empfangen 

sie  Signale,  verarbeiten  Umgebungsreize,  aktivieren  Signalkaskaden  und 

können diverse Zellantworten abgeben. Diese Vorgänge werden in Prozessen 

zusammengefasst, die als  inside-out- oder  outside-in-Signalling verstanden 

werden.
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In diesem Kapitel  soll  der Übersichtlichkeit  wegen auf die wesentlichen 

Integrin-vermittelten  Signalprozesse  im  Vorgang  der  metastatischen 

Kaskade, also Migration und Adhäsion eingegangen werden. 

Einer  der  einfachsten  und  gerade  von  Integrinen  häufig  praktizierter 

Signalling-Prozess ist  eine Einflussnahme auf die  Bindungsfähigkeit.  Dies 

kann sowohl über eine Steigerung der Affinität des einzelnen Integrins vorge-

nommen werden, als auch über eine Erhöhung der Avidität.

Durch Aktivierung der Zelle durch äußere Stimuli kommt es im Rahmen 

des „inside-out signalling“ zur Erhöhung der Bindungsfähigkeit. Diese Affini-

tätsänderung  kann  physiologisch  durch  Chemokine,  die  Bindung  eines 

T-Zell-Rezeptors an einen MHC-Komplex131 oder artifiziell mittels bivalenter 

Kationen wie Mg2+ und Mn2+ sowie durch monoklonale Antikörper oder Phor-

bolester vermittelt werden. Dabei erfährt das jeweilige Integrin eine Konfor-

mationsänderung innerhalb der Ligandbindungsstelle. Bereits 1995 konnten 

Lee et al. zeigen, dass αM-I-Domänen in zwei verschiedenen Konformationen 

kristallisieren132.  Dies  war  von  der  Anwesenheit  bivalenter  Kationen 

abhängig. Eine Benennung erfolgte in offene oder geschlossene Konforma-

tion. Das Ausmaß dieser Aktivierung kann durch den KD-Wert beschrieben 

werden.  So  nimmt dieser  bei  der  geschlossenen  Konformation Werte  von 

2 mM und in der offenen Konformation Werte von 200 nM an133. Die Werte 

legen  den  Unterschied  innerhalb  der  unterschiedlichen  Aktivierungszu-

stände dar, lassen aber erkennen, dass auch ein nicht aktiviertes Integrin 

zur Ligandenbindung befähigt ist. Die energetisch bevorzugte Konformation 

ist die geschlossene, sie stellt  somit vermutlich die Standardkonformation 

inaktiver  Integrine  dar.  Im postulierten  „switchblade-like-model“i wird  ein 

Aufrichten  des  Integrinmoleküls  durch  eine  Bewegung  im  Bereich  der 

I-EGF-Module II und III diskutiert. Dies führt zu einem Auseinanderweichen 

der Stelzenregion und der zytoplasmatischen Regionen. Eine Zugbewegung 

innerhalb der Untereinheiten legt die Ligandbindungsstelle weiter frei. Diese 

Kombination  aus  klappmesserähnlicher  Bewegung  und  dem  Öffnen  der 

i engl. = Klappmesser-artiges Model
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geknickten  Integrinstruktur  ermöglicht  es  der  Kopfgruppe,  mit  dem 

Liganden in Interaktion zu treten59,134,135.

Die  Aktivierung ist  dabei  rasch und innerhalb  einer  Sekunde  möglich, 

kann aber  auch  bis  zu  mehreren Minuten  dauern.  Eine  Assoziation  von 

intrazellulären Proteinen wie Talin oder Kindlin an den zytoplasmatischen 

C-Terminus der Integrin  β-Untereinheit  bewirkt eine Erhöhung der Affini-

tät136.

Die Avidität kann durch räumliche Annäherung einzelner Integrine über 

sogenannte  Mikrocluster  zu  Clustern  erhöht  werden.  Diese  Anordnung 

ermöglicht  eine  multivalente  Interaktion  mit  Liganden,  eine  sogenannte 

Valenzsteigerung tritt ein137. Zytoskelettale Bestandteile ermöglichend dabei 

diese Anordnung138. Die Affinitäts- und Valenzregulation wird als Integrinavi-

dität bezeichnet.

Im  outside-in Signalling ist die eigentliche Ligandbindung für ein Signal 

verantwortlich,  welches  zur  Aktivierung  von  intrazellulären  Proteinen  wie 

bspw. der „Fokalen Adhäsionskinase“ (FAK) führt. Die Aktivierung der FAK 

oder der Src-Tyrosinkinase führen zu einer Einleitung der Adhäsion. Dabei 

wird nicht nur die Zelladhäsion davon beeinflusst, sondern weitere Proteine 

involviert und Signalkaskaden wie auch die Genexpression in der Zelle ange-

stoßen. Eine Aktivierung von Ras/Raf/Erk beeinflusst die Zelldifferenzierung 

und Proliferation, PI3K/Akt-Aktivierung fördert das allgemeine Zellüberleben 

und eine Rho/Rac/cdc42-Aktivierung wirkt sich direkt auf die Organisation 

des Zytoskeletts und dadurch auf Zelladhäsion und Beweglichkeit der Zellen 

aus139,140. Das Signalling über die fokale Adhäsion kann auch die Apoptose 

auslösen und für solche Zellen, die auf die Verankerung auf einer stabilen 

Oberfläche angewiesen sind, den Zellzyklus steuern141. Auch eine Reihe von 

proliferativen, prometastatischen oder antiapoptotischen Signalen werden so 

ins Zellinnere geleitet und tragen zur Malignität der Zellen bei142,143.
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Die Signalling Vorgänge  inside-out und  outside-in sind nicht immer klar 

voneinander  abzugrenzen  bzw.  liegen  oft  auch  dynamisch  nebeneinander 

vor.

Eine  weitere  wichtige  Signallingfunktion  übernehmen  zytoskelettale 

Proteine und Bestandteile. So sind die  β-Untereinheiten der Integrine über 

Talin  direkt  mit  dem  Aktin-Zytoskelett  der  Zelle  verbunden.  Über  den 

Kontakt mit Talin wird ebenfalls eine indirekte Bindung über das Struktur-

protein Vinculin mit Paxillin, -Actinin und schließlich zu Aktin ermöglicht. 

Dies  erklärt  die  „Integrierung“  während der  Migration  und Adhäsion  von 

Integrinen in einen hochkomplexen Prozess,  bei dem die  Morphologie  zur 

Bewegung  über  ein  Substrat  maßgeblich  verändert  wird  und  verändert 

werden muss.
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Abbildung 8: Integrin vermitteltes Signalling. Die Rekrutierung der Proteine des 
Adhäsionskomplexes  erfolgt  in  der  Regel  über  die  -Untereinheit  der  Integrine. 
Hingegen wird die Zusammenlagerung des f-Aktin über die  β-Untereinheit gesteu-
ert277. Abbildung modifiziert nach [250].
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Den Signalling-Vorgängen schließt sich meist eine Integrin-Ligand-Wech-

selwirkung an. Integrin-Ligand-Paare lassen sich am Besten aufgrund der 

strukturellen Gemeinsamkeiten dieser  Wechselwirkung und gemäß Abbil-

dung 7 auf Seite 24 einteilen. Demnach findet eine Bindung von Integrinen 

an  Proteine  über  eine  bestimmte  Mindest-Erkennungssequenz  statt. 

Nennenswert sind die RGD-bindenden Integrine wie alle  V-Integrine, zwei 

β1-Integrine (5β1 und 8β1) und IIbβ3. RGD ist dabei die Mindestaminosäure-

sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsäure im Einbuchstabencode der Amino-

säuren139. Das RGD-Motiv findet sich überwiegend in Proteinen der EZM, wie 

z.B. Fibronektin, Vitronektin, von-Willebrand-Faktor und Thrombospondin. 

Grundsätzlich bindet das Arginin des RGD an den β-Propeller der  -Unter-

einheit  und  Aspartat  über  eine  kationische  koordinative  Bindung  an  die 

I-ähnliche  Domäne  der  β-Untereinheit144,145. Unterschiede  in  der  Affinität 

beruhen dann auf Unterschieden in der Präzision der Bindung an das RGD-

Motiv146.  Weiterhin  gibt  es  noch  die  LDV-bindenden  Integrine,  also  einer 

Erkennungssequenz  des  Tripeptids  Leucin-Aspartat-Valin,  wie  es  am 

bekanntesten  in  einer  Spleißvariante  des  Fibronektins  vorkommt.  Hier 

binden bevorzugt VLA-4146, 4β7, 9β1, alle vier Mitglieder der β2-Familie und 

Eβ7.  Homologe  des  LDV-Motivs  finden  sich  auch  bei  Vertretern  der 

Immunglobulin-Superfamilie wie bspw. VCAM-1147. Der genaue Bindungsort 

bzw.  -modus ist  noch  nicht  gänzlich  aufgeklärt,  man vermutet  aber  eine 

ähnliche Konstellation wie bei der Bindung des RGD-Motiv.

Der Abbildung 7 zu entnehmen sind weiterhin die I-Domänen-β1-Integrine 

mit  ihrer  Laminin-  und  Kollagen-Bindungsfähigkeit148 und  die 

Laminin-bindenden Integrine ohne I-Domäne146.

2.3.3 Heparin als potentieller Integrinligand

In  Kapitel 2.3.2.2 wurden  bereits  Integrinliganden  und  mögliche 

Bindungsmotive beschrieben. In diesem Kapitel sollen die Integrinliganden 

um das Biopolymer Heparin erweitert werden, da in der vergangenen Zeit 
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verschiedene  Ansätze  eine  direkte  Wechselwirkung  von  Integrinen  mit 

Heparin aufzeigen konnten. 

Bereits im Jahr 1995 konnte Diamond mit Mitarbeitern Heparin als einen 

Bindungspartner  des  leukozytären  Integrins  Mac-1  (Mβ2) identifizieren. 

Außerdem konnte in vitro die Bindungsfähigkeit von Leukozyten an immobi-

lisiertes Heparin nachgewiesen werden. Hier wurde eine Bindung über die 

I-Domäne postuliert, ebenfalls konnte die N- und O-Sulfatierung des Hepa-

rins als essentiell  für die Bindung ausgemacht werden54.  Weitere Arbeits-

gruppen konnten sogar die hohe Affinität dieser Bindung und einer weiteren 

an Integrin Xβ2 bestimmen149,150. Beide Integrine spielen eine entscheidende 

Rolle bei der Adhäsion und Migration myeloider Leukozyten.

Exprimiert man durch Transfektion das Integrin Xβ2 auf Makrophagen, so 

erlangen diese Zelllinien plötzlich eine Heparin-Bindungsfähigkeit150. 

Bereits erwähnt ist das Integrin IIbβ3 auf Plättchen, welches effektiv durch 

Heparin und nicht-antikoagulative Heparinderivate geblockt werden kann151. 

Daraus ergibt sich  in vitro eine wirksame Reduktion der Plättchenadhäsion 

mit Melanomzellen und auch die Metastasierungsrate konnte in vivo gesenkt 

werden.

In unserer eigenen Arbeitsgruppe konnte durch vorangegangene Arbeiten 

gezeigt werden, dass Heparin die Integrin-vermittelte Melanomzelladhäsion 

ans Endothel verhindert59. Dabei stellte sich das Integrin VLA-4 als das rele-

vante  Integrin  heraus,  welches  durch  Heparin  im  kleinen  mikromolaren 

Konzentrationsbereich  in  seiner  Bindung  zu  VCAM-1  inhibiert  wurde152. 

Diese Bindung ist sowohl von der Kettenlänge des  Heparins als auch vom 

Sulfatierungsgrad abhängig75.

Die in diesem Kapitel  zusammengefassten Daten stellen Integrine,  aber 

auch  die  Selektine,  als  wichtige  Knotenpunkte  in  der  metastatischen 

Kaskade  dar.  Interessanterweise  bietet  sich  in  diesem  Zusammenhang 

Heparin  geradezu perfekt  für  eine  inhibitorische  Interaktion  an.  Welchen 

Beitrag das Glykosaminoglykan leisten kann, ist dabei aber abhängig vom 

jeweiligen Tumortyp und den exprimierten Liganden. Die Effektivität dieser 

relativ einfachen Interaktion in einem komplexen Prozess wie dem der Meta-
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stasierung,  muss allerdings  noch weiter  in vivo erforscht  werden.  Weitere 

Struktur-Wirkungsbeziehungen  und  Modifikationen  am  Heparin  könnten 

somit zukünftig zu einem auf die vorgefundenen Gegebenheiten zugeschnit-

tenen Heparin führen, welches sich in Bezug auf Sicherheit und zu erwar-

tende Nebenwirkungen auch durch die jahrelangen klinischen Erfahrungen 

mit Heparin als sehr vorteilhaft erweisen kann.

2.3.4 Heparansulfat-Proteoglykane als Co-Rezeptoren der Integrine

In  der  Literatur  werden  Heparansulfat-Proteoglykane  (HSPG)  als 

Co-Rezeptoren der Integrine kontrovers diskutiert. Dieses Kapitel soll einen 

Überblick über die Physiologie der HSPG und die möglichen Effekte auf bzw. 

Wechselwirkungen mit Integrinen geben.

Proteoglykane  besitzen  ein  Kernprotein,  an  das  über  die  Aminosäuren 

Serin oder Threonin kovalent Glykosaminoglykan(GAG)-Ketten wie Heparan-

sulfat,  Dermatansulfat  oder  Hyaluronsäure  gebunden  sind.  Heparan-

sulfat-Proteoglykane sind,  wie  der Name vermuten lässt,  glykosidisch mit 

dem linearen Polysaccharid Heparansulfat verknüpft. Dieses setzt sich aus 

1,4-glykosidisch verknüpften Disaccharid-Einheiten bestehend aus D-Gluco-

samin und D-Glucuronsäure  oder  L-Iduronsäure  zusammen.  Ähnlich wie 

bereits  beim Heparin können die  funktionellen Gruppen in einem unter-

schiedlich hohen Maße sulfatiert vorliegen und sorgen somit für eine hohe 

Heterogenität unter den HSPG153.

Als Besonderheit lassen sich die HSPG in die „full-time“ und „part-time“ 

HSPG  unterscheiden,  je  nachdem  ob  der  Proteinkern  dauerhaft  mit 

GAG-Ketten dekoriert ist oder dies nur unter bestimmten Umständen voll-

zogen wird154.

HSPG  sind  ubiquitär  in  jedem  Säugetierorganismus  verbreitet  und 

äußerst heterogen aufgebaut. An der Zelloberfläche gebunden liegen Synde-

kane und Glypikane vor. Syndekane sind transmembranär aufgebaut und 

existieren in vier Isoformen, die Heparansulfatketten sind luminal am extra-
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zellulären  Proteinkern  exponiert;  gegebenenfalls  finden  sich  noch  Chon-

droitinsulfate nahe der Zellmembran. Glypikane hingegen sind nicht trans-

membranär sondern über Glykosylphosphatidylinositol an die Zelloberfläche 

gebunden155.  Sie tragen Heparansulfat-Seitenketten nahe der Plasmamem-

bran und oftmals eine zusätzliche Zuckerkette nahe des Endes der Ektodo-

mäne. Insgesamt existieren hiervon sechs Isoformen156. Der Vollständigkeit 

halber sei erwähnt, dass in der EZM drei weitere HSPG vorliegen: Agrine, 

meist reichlich vorhanden in den Basalmembranen, Perlekane, perizellulär 

verbreitet und Typ XVIII Kollagen, welches ebenfalls in den Basalmembranen 

lokalisiert ist157.

Strukturelle  Unterschiede  und  Vorkommen  der  HSPG  sorgen  für  eine 

breite Heterogenität und Interaktionsfläche mit verschiedenen Proteinen wie 

z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen, Proteasen, Lipasen und 

Zelladhäsionsmolekülen  wie  den  Integrinen.  In  der  vorliegenden  Arbeit 

wurde der Fokus auf das transmembrane Syndekan-4 gerichtet. Dieses ist 

direkt  mit  dem  Aktin-Zytoskelett  verbunden  und  bekannt  für  eine  von 

anderen Molekülen  auf  der  Zelloberfläche  unabhängige  Signalgenerierung 

und Cofaktor-Funktion von Integrinen.

2.3.4.1 Syndekane

Syndekane sind die am besten charakterisierten Plasmamembran-Proteo-

glykane, obwohl selbst in dieser Untergruppe der HSPG ein hohes Maß an 

struktureller Variabilität besteht. Die transmembranäre (TM) Domäne und 

Teile der zytoplasmatischen Domänen (C1 und C2) sind hochkonserviert und 

bei allen vier Isoformen einheitlich158. Diese Hauptdomänen zeigen alle eine 

Tendenz  zur  Dimerisierung,  wobei  die  TM-Domäne  die  treibende  Kraft 

darstellt159,160.  Die  Monomere  werden  dabei  nicht  kovalent,  sondern  über 

Wasserstoffbrücken oder hydrophobe Wechselwirkungen miteinander assozi-

iert. Die C1 Domäne ist für die zytoskelettale Anbindung über Aktin verant-

wortlich,  während die  C2-Domäne zur Bindung von PDZi-Gerüstproteinen 

i Die PDZ-Domäne ist eine spezifische, modular aufgebaute Proteininteraktionsdomäne.
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dient. Die extrazelluläre Aminosäuresequenz des Kernproteins unterscheidet 

sich  bei  den  vier  Syndekan-Isoformen  sehr  voneinander  und  wird  als 

variable Domäne bezeichnet. Einheitlich sind jeweils die Bindungsstellen der 

drei bis fünf GAG-Ketten und die Erkennungspunkte für Proteasen. Neben 

der Dekoration mit Heparansulfat-Ketten finden sich bei den längeren Prote-

inkernen der beiden Vertreter Syndekan-1 und -3 nahe der transmembran-

ären Region auch Chondroitinsulfatketten.

Einen schematischen Überblick über die Syndekan Familie soll die nach-

folgende Abbildung geben.

Die Syndekane sind,  mit  Ausnahme des Syndekan-4 welches ubiquitär 

verbreitet  ist,  mit  ihrem  Vorkommen  auf  bestimmte  Gewebearten 

beschränkt.  Syndekan-1  findet  sich  so  auf  vielen  Epithelgeweben  und 

manchen  Leukozyten  wie  Plasmazellen.  Syndekan-2  ist  vorhanden  auf 

Mesenchymzelltypen,  aber  auch  auf  sich  entwickelnden  Nervenfasern. 

Syndekan-3 ist vermehrt auf Nervenfasern und in der Entwicklung befin-

denen Skelettmuskulatur anzutreffen161.

Die funktionellen Aufgaben lassen sich in vier Kategorien einteilen. Zum 

einen  tragen  sie  zur  Wachstumsfaktor-Rezeptor-Aktivierung  bei,  indem 

Wachstumsfaktoren wie bFGF oder VEGF an den GAG-Ketten akkumuliert 

werden.  Überhaupt  stellen sich die  GAG-Ketten als  ideale  Rezeptoren für 
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gelöste oder von der Zellmembran weit entfernte Liganden dar. Weiterhin ist 

die Matrix-Adhäsion über bspw. Kollagen und Thrombospondin eine Kern-

funktion während der Adhäsion, ebenso auch die Zell-Zell-Adhäsion, welche 

ebenfalls  über  bspw.  Syndekan-4  zusammen  mit  Integrinen  vollzogen 

wird162–164.  Zudem können Syndekane  in  die  Tumorsuppresion  wie  auch  

-progression eingreifen, indem sie über ihre Ektodomäne auf das Wachstum 

von  epithelialen  Zellen  oder  Myeloma-Zellen  regulatorischen  Einfluss 

nehmen165.

2.3.4.2 Syndekan-4 als Co-Rezeptor der Integrine

Syndekan-4 stellt im Kontext dieser Arbeit den interessantesten Vertreter 

der Syndekanfamilie dar, da er sowohl über die fokale Adhäsion als auch 

über die direkte Wechselwirkung mit Zellen und EZM an Zellmigration und 

Adhäsion beteiligt ist166.

Syndekan-4 (auch Ryudocan oder Amphiglycan genannt) wird von Zellen 

exprimiert, die vornehmlich stabile Adhäsionen ausbilden. Es bildet selbst 

Homodimere,  die  ihrerseits  durch Clusterung,  ähnlich den Integrinen,  zu 

einer Affinitätssteigerung führen. Die Bindung zweier Syndekan-4 Moleküle 

ist von entscheidender Bedeutung für einen Signalling-Effekt. So konnte in 

Studien zur Bindung mit vollständigem Syndekan-4 und einem um die Zyto-

plasmadomäne gekürzten Syndekan-4 gezeigt werden, dass die fokale Adhä-

sion von CHO-K1i Zellen an die  EZM-Bestandteile  Fibronektin und Vitro-

nektin erniedrigt und die Zytoskelettorganisation gestört war167. Das Signal-

ling  über  Syndekan-4  ist  also  abhängig  von  den  zytoplasmatischen 

Domänen,  in  der  die  V-Region  liegt.  Diese  komplexiert  Phosphatidyl-

inositol-4,5-bisphosphat (PIP2),  welches wiederum die Zytoplasmadomänen 

im Zustand von Dimeren oder Oligomeren stabilisiert168. Der Komplex aus 

Syndekan-4 und PIP2 aktiviert  die  Protein Kinase C (PKC),  über  die  die 

Ausbildung  von  Aktin-Myosin-Interaktionen  in  Fibrillenbündeln  („stress 

fibres“) und fokaler Adhäsion organisiert wird169. Über weitere intrazelluläre 
i Ovarien-Fibroblastenzellen des chinesischen Hamsters
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Proteine wie Paxillin, das Adaptorprotein der FAK, und  -Aktinin wird das 

Signalling des Syndekan-4 fortgeführt170,171.

In der Literatur wird Syndekan-4 als Co-Rezeptor von Mitgliedern der Inte-

grinfamilie  beschrieben172–174. Es  ist  dabei  nicht  eine  direkte  Assoziation 

eines Integrins mit Syndekan-4 zu verstehen, sondern vielmehr eine Art von 

Synergismus  der  gemeinsam  in  der  fokalen  Adhäsion  endet.  Vereinfacht 

lässt sich dieser Vorgang wie folgt beschreiben: Eine Ligandbindung am Inte-

grin führt zu einer intrazellulären Aktivierung von Tyrosinkinasen wie bspw. 

der  PIP5-Kinase175.  Diese  lässt  den  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

Level der Zelle ansteigen. PIP2 bindet an zytoskelettale Proteine wie -Aktinin 

und bewirkt so eine Zytoskelettorganisation176. Es bindet aber auch gleich-

zeitig  an  Syndekan-4  und  induziert  die  Dimerisierung  die  wie  bereits 

beschrieben  in  der  FAK  endet177.  Die  gemeinschaftliche  Ausbildung  der 

fokalen Adhäsion und Migration wird durch eine deutliche PKC-Aktivierung 

erreicht. Da sowohl Integrine als auch Syndekan-4 die Aktivierung der PKC 

und  der  kleinen  GTPase  Ras-homolog-gene-family, member A (RhoA) 

bewirken, wird die Aktivierung zusätzlich verstärkt.  Diese Synergie wurde 
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Abbildung  10:  Syndekan-4 und Integrin-abhängiges Signalling und Ausbildung 
der Fokalen Adhäsion sowie „stress fibres“. Abbildung modifiziert nach [170].
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insbesondere für das 5β1 mit Syndekan-4 auf dem EZM Bestandteil Fibro-

nektin in den letzten Jahren genau untersucht178.

Für Vorgänge wie Migration und Adhäsion ist dies für das VLA-5 (5β1) 

dezidiert beschrieben, nicht jedoch für das VLA-4179. Integrin 4β1 kann aber 

ebenfalls mit Syndekan-4 assoziieren und dieser Komplex über Tenascin, ein 

extrazelluläres Matrixglykoprotein, kann die Apoptose in hämatopoetischen 

Tumorzellen auslösen180,181.

Die  gemeinschaftliche  Ausbildung  der  fokalen  Adhäsion  und  Migration 

wird durch eine deutliche PKC-Aktivierung erreicht. Da sowohl Integrine als 

auch Syndekan-4 die Aktivierung der PKC und der kleinen GTPase Ras-ho-

molog-gene-family,  member A (RhoA) bewirken, wird die Aktivierung zusätz-

lich verstärkt. 

Um die Zelladhäsion zu regulieren, müssen aber nicht zwingend Integrine 

mitwirken, da Syndekan-4 in der Lage ist auch ein unabhängiges Signalling 

auszulösen167. Die Aktivität eines eigenständigen Signalling über  PKC kann 

dabei  über  die  Phosphorylierung  eines  Serinrestes  in  der  C1 Region 

gesteuert werden. Ist dieses Serin phosphoryliert, so kann Syndekan-4 nicht 

mehr Oligomerisieren und die Aktivierung der PKC bleibt aus182,183.

Über  ihre  Signalwirkung  hinausgehend,  können  ebenso  die  Heparan-

sulfatketten der Syndekane einen geeigneten Liganden darstellen. So kann 

bspw.  Fibronektin  über  seine  Heparin-bindende  Domäne  mit  den 

GAG-Ketten interagieren184.

Heparanase  ist  ebenfalls  befähigt  über  ihr  enzymatisches  Zentrum an 

Heparansulfatketten zu binden und führt somit zu einer „exogenen-vermit-

telten Clusterung“ der Syndekane und über  die  nun zusammengeführten 

Proteinkerne einer nachgeschalteten Aktivierung des PKC Signalweges und 

der kleinen GTPase Rac1. Die Fokale Adhäsion wird über Paxillin aktiviert 

und  die  Zellen  beginnen  mit  vermehrtem  Spreiten  auf  dem  jeweiligen 

Substrat185.
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2.4 Extrazelluläre Matrix und die CCN-Familie

2.4.1 Bestandteile der extrazellulären Matrix 

Die extrazelluläre Matrix umfasst alle Gewebe im sogenannten Interzellu-

larraum, also solche die zwischen den Zellen liegen. Die Zusammensetzung 

ist äußerst heterogen und lässt sich grob in Faser-bildende Komponenten 

und  Grundsubstanz  einteilen.  Funktionell  lässt  sich  diese  Heterogenität 

ebenfalls erkennen, da sie sowohl zur Formgebung, Elastizität, aber auch 

Zugfestigkeit von Geweben beitragen, weiterhin aber auch zur Signaltrans-

duktion oder als Zytokinreservoir dienen186. Die EZM-Bestandteile sind alle 

in der Lage über verschiedene Erkennungssequenzen Integrine zu binden.

Bei den Faser-bildenden Substanzen ist  stellvertretend das Kollagen zu 

nennen, da es im weiteren Verlauf dieser Arbeit von Bedeutung innerhalb 

der Migrationsversuche sein wird.

Innerhalb  der  Grundsubstanzen  spielen  Kohlenhydrate  eine  wichtige 

Rolle,  so  finden  sich  dort  vermehrt  Glykosaminoglykane,  die  an Proteine 

gebunden werden und die Proteoglykane bilden. Auch Adhäsionsproteine in 

Form von Glykoproteinen werden bspw. durch Laminine oder Fibronektin 

gestellt. 

Die  sogenannten  matrizellulären  Proteine  sind  strukturell  sehr  unter-

schiedliche,  EZM-assoziierte  Glykoproteine  die  von  Gewebe-  aber  auch 

Tumorzellen  sekretiert  werden.  Sie  haben  regulatorische  Aufgaben  und 

modulieren Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen, ohne einen struk-

turellen Beitrag zur EZM zu leisten187.
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2.4.2 Die CCN-Familie

Die CCN-Familie gehört zu den matrizellulären Proteinen, übt aber keine 

strukturelle Aufgabe aus, sondern vermittelt vornehmlich Zell-EZM-Interak-

tionen. Die Familie setzt sich aus insgesamt sechs verschiedenen Proteinen 

zusammen: Cyr61 (cysteine-rich 61, CCN1), CTGF (connective tissue growth  

factor,  CCN2),  NOV (nephroblastoma  overexpressed,  CCN3),  Wnt-inducible 

secreted protein  (Wisp-1,CCN4),  Wisp-2  (CCN5)  und  Wisp-3  (CCN6).  Das 

Akronym  CCN  bildet  sich  aus  den  Anfangsbuchstaben  der  ersten  drei 

entdeckten Vertretern dieser Klasse188.

Generell  bestehen  alle  Mitglieder  (mit  Ausnahme  von  CCN 5)  aus  vier 

charakteristischen Domänen und nehmen an unterschiedlichen biologischen 

Prozessen wie bspw. Gewebeentwicklung,  Wundheilung,  Angiogenese  oder 

Entzündungsvorgängen teil. Im Krebsgeschehen nehmen sie aber zum Teil 

antagonistische Wirkungen auf zelluläre Funktionen wahr. So können sie 

sowohl  inhibierende,  wie  auch stimulierende  pathologische  Effekte  auslö-

sen189. Cyr61 und CTGF regen die Zelladhäsion und Migration an, während 

CCN3, 4 und 5 als Tumorsuppressoren fungieren können190.

Die  nachfolgende  Abbildung zeigt  den grundsätzlichen Domänenaufbau 

der CCN-Proteine.
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Der  Abbildung  ist  zu  entnehmen,  dass  die  unterschiedlichen  Vertreter 

insgesamt  sehr  ähnlich  aufgebaut  sind.  Die  einzelnen  Domänen  unter-

scheiden  sich  meist  nur  durch  wenige  Aminosäuren  voneinander  und 

besitzen alle eine charakteristische Abfolge von Aminosäuren, wie sie bei den 

jeweiligen namensgebenden Proteinen zu finden sind. Das Signalpeptid am 

N-Terminus ist nach der Proteinbiosynthese entscheidend für den Verbleib 

des Proteins verantwortlich, dies ist im Regelfall die schnelle Sekretion. Es 

schließen sich die Module „Insulin-like growth factor binding protein“ (IGFBP) 

und Von-Willebrand Faktor Typ C (VWC) an. Dann folgt eine Aminosäurese-

quenz,  die  in  Länge und Sequenz bei  den verschiedenen Vertretern sehr 

variabel erscheint. An diesem sogenannten „Hinge“ greifen bevorzugt Prote-

inasen an und sorgen für eine schnelle Inaktivierung des Proteins. Die Varia-

bilität in diesem Bereich ist für die Funktion und das Vorkommen des jewei-
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ligen Proteins von Bedeutung. Die Thrombospondin Typ 1 (TSP-1) und eine 

C-terminale (CT) Domäne  folgen  als  weitere  Domänen  in  Richtung 

C-Terminus. Alle Vertreter sind reich an Cysteinen. Weiterhin findet sich in 

der CT-Domäne ein Bereich der aufgrund seines Reichtums an aufeinander-

folgenden Cysteinen auch als „cysteine knot“ bezeichnet wird. Bei Von-Wille-

brand Faktor und Thrombospondin-1 handelt es sich außerdem um Glyko-

proteine, somit ist auch an CCN-Proteinen eine gewisse Glykosylierung nicht 

ausgeschlossen. CCN5 fehlt die CT-Domäne und ist deshalb ca. 100 Amino-

säuren kleiner als die anderen CCN-Mitglieder191,192.

Die unterschiedlichen Domänen lassen die Beteiligung von CCN-Proteinen 

an verschiedenen Prozessen für die namensgebenden Proteine erahnen. Da 

die N-terminale Domäne des insulin-like growth factor binding proteins große 

Übereinstimmungen  mit  der  IGFBP-Domäne  der  CCN  hat,  wird  die 

CCN-Familie auch in die Superfamilie der IGFBP eingruppiert. CCN-Proteine 

können  darüber  hinaus  auch  tatsächlich  IGF  binden,  wenn  auch  mit 

geringer  Affinität191,193,194.  Von-Willebrand Faktor  ist  an  der  Blutgerinnung 

und Thrombospondin an Plättchenaggregation, Angiogenese und Zelladhä-

sion  beteiligt;  wenig  überraschend  werden  diese  Funktionen  auch  von 

CCN-Proteinen wahrgenommen.

Neben  den  mannigfachen  Interaktionen  sind  insbesondere  die  rasche 

Sekretion  und  die  schnelle  Inaktivierung  durch  Proteinasen  elementare 

Eigenschaften der CCN-Proteine in Bezug auf ihre Wirkung. 

Eine  ganze  Reihe  von  Untersuchungen  wurden  zu  den  CCN-Proteinen 

durchgeführt. Dabei ist das CCN1 am besten untersucht und ganz beson-

ders  seine  Beteiligung  am  Krebsgeschehen.  Nachfolgend  soll  also  dieses 

Mitglied der CCN-Familie weiter fokussiert werden.

2.4.3 Cyr61

Der zuerst  beschriebene Vertreter der gesamten Familie war bereits im 

Jahre 1985 das Cyr61. Fibroblasten der Maus wurden mittels Nährmedium, 
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bzw. Wachstumsfaktoren wie bFGF, PDGF oder TGF-β stimuliert  und die 

Expression von Proteinen daraufhin untersucht195,196. Man fand ein Protein, 

welches sehr schnell aktiviert wurde und dessen cDNA den Namen 3CH61 

trägt. Später wurde dieses Protein als Cyr61 betitelt und die Bezeichnung 

„immediate-early gene“ geprägt197.

In dieser Arbeit werden die Begriffe Cyr61 oder CCN1 verwendet, obgleich 

es eine ganze Reihe von Bezeichnungen für dieses Protein gibt.

Tabelle 2.3: Synonyme für CCN1.

Synonyme

CCN1   Cyr61, IGFBP-rP4, IGFBP-10, CTGF-2, CEF10

2.4.3.1 Physiologische und pathologische Funktionen

Cyr61 nimmt vielfältige physiologische Funktionen wahr, die sehr stark 

vom  jeweiligen  Gewebe  abhängig  sind.  Beispielsweise  wird  in  einigen 

Geweben durch CCN1 die Integrin-vermittelte Proliferation, Migration und 

Adhäsion angeregt198.  Auch eine gerichtete Zellbewegung, die  Chemotaxis, 

kann durch Cyr61 als „Chemoattractant“ indirekt bewirkt werden199,200. Eine 

große Rolle wird Cyr61 während der Vaskularisierung in der Embryonalge-

nese,  bei  Angiogenese  und  Wundheilung,  aber  auch  Skelettbildung  und 

Entstehung des neuronalen Systems zuteil191,201,202. 

Bei  Umgestaltungsprozessen  der  EZM ist  es  ebenfalls  von  Bedeutung. 

Eine  indirekte  Wirkung  wird  über  die  Cyr61-abhängige  Regulierung  von 

angiogenetischen Faktoren wie VEGF, bFGF, aber auch MMPs oder Gewe-

beinhibitoren der MMPs ausgeübt203.

In der Wundheilung und bei Entzündungsereignissen wirkt Cyr61 vermit-

telnd auf  die  EZM-Bildung durch Fibroblasten oder  bei  der  durch TNF- 

induzierten Apoptose204,205. 

Die breite Beteiligung an den genannten Prozessen zeigt die Bedeutung 

des weit verbreiteten, matrizellulären Proteins auf.
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Bei  den  pathologischen  Funktionen  soll  besonders  die  Wirkungen  im 

Zusammenhang  mit  malignen  Neoplasien  fokussiert  werden.  Die  durch 

Cyr61  bewirkten  Effekte  im  Tumorgewebe  sind  auch  hier  stark  von  der 

jeweiligen Gewebeart und dem Stadium der Erkrankung abhängig, sodass 

keine allgemeine Aussage bzgl.  Expression und Wirkung getroffen werden 

kann. Die nachfolgende Tabelle soll einen beispielhaften Überblick geben.

Tabelle 2.4: Wirkungen einer Cyr61 Überexpression bei verschiedenen Tumorentitäten.

Tumorentität/Referenz Wirkung/Effekt

Prostatakarzinom206 verstärktes Tumorwachstum, Migrationszu-

nahme, gesteigerte Metastasierung

Mammakarzinom207 vermehrte Vaskularisierung der Tumore, gestei-

gerte Zellproliferation, Migrationszunahme, allg. 

Steigerung der Tumorgenität

Gliom208 gesteigerte Zellproliferation, Migrationszunahme 

über ILK

Plattenepithelkarzinom209 verstärktes Tumorwachstum, Zunahme des 

Tumorstadium

Pankreaskarzinom210 Bildung peritoneale Metastasen, schlechte 

Prognose

NSCLC211 Verlangsamung der Zellproliferation, weniger 

Metastasen, bessere Prognose

Endometriumkarzinom212 Verlangsamung der Zellproliferation, gesteigerte 

Apoptose

Ein  signifikanter  Zusammenhang  zwischen  einer  Cyr61-Überexpression 

und Stadium des Krebses, Tumorgröße, Lymphknotenbefall und schlechter 

Überlebensprognose kann also für Krebsarten wie Brustkrebs,  Gliom und 

Plattenepithelkarzinom festgestellt werden207,209,213,214. Eine Cyr61 Expression 

kann aber auch in verschiedenen Krebsarten zu einer geringeren Tumorge-

nität und Prognosenverbesserung führen211,215.

Bei  einigen  Krebsarten  gibt  es  aber  auch  konträre  Erkenntnisse,  so 

konnten bei Gebärmutterkrebs unterschiedliche Gruppen bei einer Überex-

pression sowohl ein gesteigertes, als auch verlangsamtes Zellwachstum mit 
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der entsprechend einhergehenden Prognose feststellen212,216. Bei Magenkrebs 

verhielt es sich ähnlich. Einige Wissenschaftler konnten hier eine vermin-

derte Expression des Cyr61 im fortgeschrittenen Stadium des Krebses fest-

stellen, während bei anderen eine höhere Expression von MMP-7 und der 

damit trotzdem verstärkten Tumorgenität korreliert. Auf der anderen Seite 

wurde  eine  Überexpression  mit  einer  vermehrten  Tumorzellinvasion  über 

einen neu beschriebenen HIF-1- und PAI-1-Weg beschrieben217,218. Es lässt 

sich  also  keine  allgemeine  Aussage  über  die  Zusammenhänge  einer 

Cyr61-Expression und die resultierenden Wirkungen treffen. Vielmehr ist es 

von  entscheidender  Bedeutung  den  genauen  Subtyp  der  Zellen  auf  das 

Ansprechen des CCN1 zu kennen, bzw. weiter zu charakterisieren.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Regulation der CCN1 

Genexpression.  Auffällig  sind  Cyr61-vermittelte  Effekte  insbesondere  bei 

hormonabhängigen Tumoren.  Hier konnte ein Zusammenhang zwischen der 

Existenz von Estrogen-Rezeptoren und CCN1-Expression in unabhängigen 

Studien festgestellt werden. Dabei bindet Estrogen an seinen Rezeptor und 

induziert über eine Signalkaskade die Cyr61 Proteinbiosynthese207,219.

Ähnliche  Effekte  rufen  auch  Vitamin D3,  Cortisol,  Dexamethason,  die 

bereits erwähnten Wachstumsfaktoren, HIF-1, Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-6, 

aber auch UV-Licht hervor220.

2.4.3.2 Struktur und potentielle Bindungspartner

Der  mosaikartige  Aufbau  der  CCN-Familienmitglieder  ist  bereits  in 

Kapitel 2.4.2 gezeigt,  hier  sollen  nun  am  Cyr61-Molekül  potentielle 

Bindungsstellen für andere Moleküle oder Substanzen aufgezeigt werden.

Aufgrund  der  umfangreichen  Beteiligung  des  Cyr61  an  Vorgängen  des 

allgemeinen Zellzyklus',  Zell-Zell-  und Zell-Matrix-Kontakten soll  hier  nur 

eine  Auswahl  der  Bindungspartner  und  die  jeweilige  Bindungsregion  im 

Molekül aufgezeigt werden.
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Die  IGFBP-Domäne  spielt  eine  wichtige  Rolle  in  den  CCN-Vertretern, 

zumal  sie  auch  alle  als  IGFBP  eingeordnet  werden.  Es  ist  daher  nicht 

verwunderlich,  dass in dieser Domäne des Cyr61 auch entsprechend IGF 

gebunden wird.

Die Von-Willebrand Faktor C-Domäne ist in über 500 EZM-Bestandteilen 

enthalten221. Es ist ein weit verbreitetes und sehr bekanntes Motiv und findet 

sich in vielen Molekülen mit den unterschiedlichsten Funktionen wieder, wie 

z.B.  in  Prokollagen,  Kollagen,  dem  als  Trägerprotein  des  Hämostasefak-

tors VIII  fungierenden  Von-Willebrand-Faktor  sowie  in  Integrinen.  Diese 

Domäne zeigt eine hohe Bindung an andere Strukturen, wodurch scheinbar 

auch CCN1 seine Wirkungen vermitteln kann. 

Ebenfalls weit verbreitet ist das TSP-1 Motiv, welches sich in der gleichna-

migen  Domäne  wiederfindet.  Hier  binden  Proteine  wie  Fibronektin, 

Kollagen V, TGF-β, aber auch Heparin und Heparansulfat-Proteoglykane.

Die  Haupt-Heparinbindestelle  ist  allerdings  auf  der  CT-Domäne  von 

Aminosäure  279  bis  315  detektiert  worden.  Die  gesamte  CT-Domäne  ist 

ebenfalls in anderen Proteinen, insbesondere EZM-Proteinen vertreten. Auch 

hier  ist  es  aufgrund der  engen  strukturellen  Verwandtschaft  zu  anderen 

EZM-Proteinen eine breite Integrin-Bindefähigkeit nicht verwunderlich. Die 

gesamte Domäne wird auch als „Cystein-Knoten“ bezeichnet, da sie struktu-

rell sechs Cysteine in Folge aufweist und diese Stelle als Knotenpunkt zur 

Dimerisierung genutzt wird. In Studien zum matrizellulären Liganden NOV 

konnte sogar eine Heterodimerisierung beobachtet werden222.
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bekannte Bindungspartner. Abbildung nach[255,273]
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Cyr61 wird von den Zellen rasch nach der Expression sekretiert, ist aber 

trotzdem auch nach Stimulation  in vitro im Nährmedium nicht in größeren 

Mengen  nachzuweisen.  Dies  kann  sowohl  auf  die  baldige  Inaktivierung 

durch Proteinasen zurückgeführt werden, als auch auf die Tatsache, dass es 

größtenteils  an  zelloberflächliche  Strukturen  oder  EZM-Bestandteile 

gebunden  wird198,223.  Es  kann  sich  seine  Heparin-bindende  Eigenschaft 

zunutze  machen,  um  beispielsweise  an  Heparansulfat-Proteoglykane  zu 

adhärieren224. Dabei ist insbesondere Syndekan-4 beteiligt, welches quasi als 

Rezeptor  und  Reservoir  für  extrazelluläres  Cyr61  angesehen  werden 

kann225,226.

2.4.4 Cyr61 Signalling

Zunächst wurde angenommen, dass es sich bei Cyr61 um einen Wachs-

tumsfaktor handelt und es auch entsprechend wirkt. Bis heute konnte aller-

dings  kein  klassischer  Wachstumsfaktor-Rezeptor  für  Cyr61  entdeckt 

werden139. Neben seinen sonstigen umfangreichen Wirkungen an EZM-Sub-

straten198 rücken zunehmend Integrine als Interaktionspartner des CCN1 in 

das Interesse der Forschung227. Im Folgenden soll daher auf das Signalling 

des Cyr61 in Bezug auf Adhäsion und Migration und die Wechselwirkung 

mit daran beteiligten zellständigen Molekülen eingegangen werden.
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grine. Abbildung nach [228,255,270–273].
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In Fibroblasten vermittelt  Cyr61 die  Zelladhäsion über die  Bindung an 

HSPG und das Integrin 6β1
228. Die Fokale Adhäsion wird aktiviert und Filo-

podien sowie Lamellipodien ausgebildet229. Die Zellmigration wird über  Vβ5 

und  eine  gesteigerte  Zellproliferation  über  Vβ3 angeregt204.  Abbildung 14 

zeigt  die  entsprechenden  intrazellulären  Wege.  Weiterhin  sind  aber  auch 

viele andere Signalwege mit den entsprechenden Kinasen wie beispielsweise 

PI3K/Akt, ERK, ILK, FAK und Src involviert208,229,230.

Neben einer autokrinen Stimulation wurde auch ein parakrines Signalling 

registriert,  so  konnte  in vitro sekretiertes  Cyr61  von  Brustkrebszellen  in 

kokultivierten  Fibroblasten  die  Sekretion  von  MMP-1  anregen231.  HSPG 

können dabei als Reservoir für sekretiertes Cyr61 wirken und es zeitverzö-

gert wieder abgeben bzw. mit anderen Molekülen über ihre langen Heparan-

sulfatketten und daran gebundenen Cyr61 wechselwirken226.

Die  Cyr61-Expression  kann  auch über  die  Bindung  von  Liganden  wie 

Thrombin  oder  Lysophosphatidylsäure  (LPA)  an  ihre  entsprechenden 

G-Protein  gekoppelten  Rezeptoren  und  deren  Signalling  über  RhoA-GTP 
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angeregt werden232–234. Der gesamte Vorgang der Cyr61-Expression und der 

autokrinen Stimulation kann somit noch weiter verstärkt werden.

Auf  der  anderen  Seite  kann  eine  Bindung  von  sekretiertem Cyr61  an 

Heparin  oder  vergleichbare  Strukturen  der  EZM  zu  einer  Inaktivierung 

seiner Stimulationsleistung führen220.

In diesem Zusammenhang sind  die  teilweise  überlappenden Signalkas-

kaden zu dem bereits vorgestellten Integrin-Signalling evident. Wie Cyr61 zu 

einer Integrin-Affinitätserhöhung beiträgt, ist dabei noch nicht abschließend 

geklärt.  Die  intrazellulären  Signalwege  liefern  einen  ersten  Beitrag  dazu. 

Extrazellulär ist die Bindung von CCN1 an die Integrine noch wenig charak-

terisiert.  Bindungsdomänen  zu  entsprechenden  Integrinen  sind  zwar  auf 

dem CCN-Molekül beschrieben, aber ob nun eine feste Bindung oder ledig-

lich wenig spezifische Wechselwirkungen zu einer Untereinheit des Integrins 

die Affinitätssteigerung bewirken, bleibt offen.

Die Tatsache,  dass sowohl  Integrine  durch Heparin in Ausübung ihrer 

Funktionen beeinträchtigt sind, aber auch Cyr61 über eine Heparinbinde-

stelle verfügt, ermöglicht es die bisherigen Erkenntnisse über die Heparin-

wirkung an Integrinen neu zu überdenken. Neben einer direkten Wechsel-

wirkung und Beeinflussung des Heparins mit Integrinen, könnte nun über 

einen indirekten Mechanismus, ebenfalls eine Hemmwirkung auf die Adhä-

sion beobachtet werden. Dieser Mechanismus könnte eine Inaktivierung des 

freien Cyr61 durch Heparin bedeuten und damit weniger Stimulation durch 

Cyr61 an Integrinen hervorrufen.

Wenn diese Mechanismen parallel vorhanden sind, so stellt sich weiterhin 

die Frage, in wie weit sie durch unterschiedliche Heparine zu beeinflussen 

sind, bzw. ob jedes kommerzielle Heparin gleichermaßen inhibierend wirken 

kann. 
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Adhäsionsrezeptoren spielen im Prozess der Metastasierung eine entschei-

dende Rolle, dabei konnte insbesondere dem Integrin VLA-4 ein wesentlicher 

Beitrag zur Adhäsion von Tumorzellen an das Endothel beigemessen werden. 

Diese Wechselwirkung ist durch Heparin direkt beeinflussbar. 

Cyr61  stellt  sich  neuesten  Erkenntnissen  zufolge  als  stimulierender 

Faktor von Integrinen dar. In der Literatur sind dazu bereits verschiedene 

Integrine als Bindungspartner des Cyr61 identifiziert. Eine Wechselwirkung 

mit VLA-4 ist bisher nicht beschrieben.

Diese Arbeit  soll  eine potentielle Interaktion des Cyr61 mit VLA-4 erst-

malig charakterisieren. Weiterhin soll die direkte Wechselwirkung des VLA-4 

mit Heparin weiter analysiert werden.

Cyr61  weist  strukturell  ebenfalls  Heparinbindestellen  auf,  die  nach 

Bindung von Heparin zur Inaktivierung des Cyr61 führen. Hier  liegt eine 

Beeinflussung der Stimulation von Integrinen über indirekte Mechanismen 

auf der Hand. Neben der direkten Heparin-vermittelten Inhibition des Inte-

grins VLA-4 soll ebenfalls erstmalig die Heparinwirkung auf Adhäsionsrezep-

toren über Cyr61 untersucht werden.

Hier erscheint die Biosensorik und die Einführung eines massesensitiven 

Biosensors ideal geeignet, um die zugrunde liegenden molekularen Mecha-

nismen isoliert  und dezidiert  zu  analysieren.  Zelluläre  Wechselwirkungen 

können  so  artifiziell  nachgestellt  und  im  Kontext  charakterisiert  werden. 

Durch Kombination dieser Untersuchungen mit Adhäsionsversuchen unter 

Flussbedingungen  kann  auch  mechanistisch  eine  potentielle  Wirkungs-

Beziehung analysiert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien

4.1.1 Geräte

Gerät/Bezeichnung Hersteller
Absaugvorrichtung, Biochem-VacuuCenter 
BVC 21

Vacuubrand GmbH & Co., Wertheim, 
Deutschland

Analysenwaage, Sartorius Basic BA210S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland
Biosensor, S-sens K5 surface acoustic wave 
biosensor

SAW Instruments GmbH, Bonn, 
Deutschland

Blottingapparatur, Mini-Protean II Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

CO2-Inkubator, AutoFlow 5500 Air Jacketed 
CO2 Incubator

NuAire, Inc., Plymouth, MN, USA

Durchflusszytometer, FACSCalibur mit BD™ 
High Troughput Sampler

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Einfrierbehältnis, Cryo 1°C Freezing Container Nalge Nunc International, Hereford, 
Großbritanien

Elektrophorese-Stromgeber, Bio-Rad 
PowerPac 300

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Elektrophoreseapparatur, Mini-Protean 
Tetra Cell und Mini-Trans Blot Modul

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Eppendorf-Mischer, Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop, invers Axiovert 200 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Geldokumentationssystem, ChemiDoc™ 
XRS+ System

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Horizontalschüttler, Kompaktschüttler 
KS-15B

Edmund Bühler GmbH, Hechingen, 
Deutschland

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop, 
Nikon Eclipse Ti

Nikon Corporation, Tokyo, Japan

Kraftaufnehmer und Steuerung der 
Langmuir-Filmwaage

Riegler & Kirstein GmbH, Potsdam, 
Deutschland

Labormikroskop, invers; Wilovert 30 Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutsch-
land

Langmuir-Filmwaage Martin-Luther-Universität Halle-Witten-
berg, Halle/Saale, Deutschland
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Gerät/Bezeichnung Hersteller
Magnetrührer, IKAMAG® RCT basic IKA®-Labortechnik GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland
Mehrfachdispenser, Handystep® electronic Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland
Mehrkanalpipette, Transferpette® S-12 Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland
Mikroliter-Pipette Research® (variabel), 
0,5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikroliter-Pipette Transferpette® S, 
2-20 µL, 20-200 µL, 500-5000 µL

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Mikroliterzentrifuge, 5415R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Multiwell-Platten Zentrifuge, 
AllegraTM 25R Centrifuge

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 
Deutschland

PH-Meter, SevenEasy® Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutsch-
land

Pipettierhelfer, Accu-Jet® Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Schüttelinkubator, Modell 4520 Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
Sicherheitswerkbank, Holten Safe 2010 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, USA
Trockenschrank Heraeus, Hanau, Deutschland
Ultraschallbad, Bandelin Sonorex RK 102 H Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
UV-VIS-Photometer, Ultrospec™ 2100 pro 
UV/Visible Spectrophotometer

Amersham Bioscience Europe GmbH, 
Freiburg, Deutschland

Videokamera, CSC-795 (PAL) Pacific Corporation, Tokio, Japan
Vortexer, MS 2 Minishaker IKA-Labortechnik GmbH & Co. KG, 

Lauda-Königshofen, Deutschland
Wasseraufbereitungsanlage, Millipore Elix Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Zellinkubator, DH Autoflow, CO2 Air-Jacketed NuAire, Inc, Plymouth, MA, USA
Zellzählgerät, Casy® 1 Modell TT Cell Counter Schärfe System GmbH, Reutlingen, 

Deutschland
Zentrifuge, Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tutt-

lingen, Deutschland

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien/Bezeichnung Hersteller
6-, 24-Loch-Platte für die Zellkultur, Cellstar® 
Zellkultur Multiwell Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland

96-Loch-Platte transparent mit V-Boden, 
unsteril; Kat.-Nr. 651 101

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland

Blottingpads, Mini Trans-Blot® Blotting Pads Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Cellulose-Blottingpapier; 70 x 100 mm, 
Item No 10427806

Whatman Inc., Sanford, ME, USA

Deckgläser; rund, Ø 18 mm, Stärke 1 Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen, Deutschland

Deckgläser; eckig, 18 x 18 mm, Stärke 1 Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen, Deutschland
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Verbrauchsmaterialien/Bezeichnung Hersteller
Deckgläser; rund, Ø 18 mm, Stärke 3 Labor- und Medizintechnik Dr. J. Rost, 

Leipzig, Deutschland
Dichtscheibe; G8-Sil/rot-weiß CS-Chromatographie Service GmbH, 

Langerwehe, Deutschland
Dispensierspitzen 2,5 mL bzw. 12,5 mL; 
Plastibrand® PD-Tips

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Duranglasflasche; komplett mit Deckel G45 
und Ausgießrand, verschiedene Volumina

Schott AG, Mainz, Deutschland

Einmalpipette; 10 mL bzw. 25 mL, steril Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutsch-
land

Einmalspritze; Injekt 10 mL B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland

Feder; S15 CS-Chromatographie Service GmbH, 
Langerwehe, Deutschland

Flasche; G1, klar CS-Chromatographie Service GmbH, 
Langerwehe, Deutschland

Glasperlen; Ø 1 mm Sartorius GmbH, Göttingen, Deutsch-
land

Halbmikro-Küvette; PMMA Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Hamiltonspritze Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, 
Schweiz

Impföse; I 612-9355 VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

Kryoröhrchen; Nunc CryoTubes™ 
Kat.-Nr. 377224

Nalge Nunc International, Hereford, 
Großbritanien

Kulturflasche; Cellstar® Filter Top, 25 cm², 
75 cm², 175 cm²

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland

Mikroeinsatz; G30 CS-Chromatographie Service GmbH, 
Langerwehe, Deutschland

Mini Protean® TGX™ Fertiggele; 
10 % Resolving Gel bzw. 4-15 %Resolving Gel 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland

Objektträger; geschnitten, mit Mattrand Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 
Deutschland

Pasteurpipette; 145 mm bzw. 225 mm aus Glas Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Petrischale; 90 x 14 mm VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland

pH-Papier Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Pipettenspitze; TipOne® Tips 10 µL, 200 µL, 
1000 µL

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Pipettenspitze 5 mL
Plastibrand® Universalspitze

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland

Plasmid-Aufreinigungskit; 
GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, Deutschland

Polycarbonatfilter, Porengröße 100 µm; 
Isopore® Membranfilter VCTP 02500

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

PP-Röhrchen 15 mL bzw. 50 mL Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe, 
Deutschland

PVDF-Membran; Roti® PVDF, 
Porengröße 0,45 µm

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 
Deutschland

Quarz-Biosensoren; S-sens K5 Quarzsensoren SAW Instruments GmbH, Bonn, 
Deutschland

Reaktionsgefäß 0,5 mL, 1,5 mL, 2,0 mL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutsch-
land
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Verbrauchsmaterialien/Bezeichnung Hersteller
Schraubkappe; G8-L CS-Chromatographie Service GmbH, 

Langerwehe, Deutschland
Sterilfilter; FP 30/0,2 CA-S Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
Ultra-Mikro-Küvette aus Quarzglas; 
Hellma Präzisionsküvette 105.020-QS 10 mm

Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim, 
Deutschland

Zellschaber, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland

Zellzählgefäß; CASY® Cups Schärfe System GmbH, Reutlingen, 
Deutschland

4.1.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
11-Mercaptoundecansäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Amidoschwarz AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Ammoniaklösung 26% Riedel-de Haen, Seetze, Deutschland
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Bacillol AF Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Bovines Serumalbumin, Fraktion V ≥ 96% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
BSA-StammLösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
CASY®ton-Lösung Schärfe System GmbH, Reutlingen, 

Deutschland
Chloroform Riedel-de Haen, Seetze, Deutschland
D-(+)-Trehalose-dihydrat VWR BDH Prolabo International, Darm-

stadt, Deutschland
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Dimethysulfoxid ACROS Organics, Geel, Belgien
EDTA-Lösung (0,02%) E8008 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Essigsäure >99,5% Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland
Ethanol 96%ig (V/V), technisch, vergällt mit PE Hofmann Chemie Import-Export GmbH, 

Hamburg, Deutschland
Ethanol, absolut Malinckrodt Baker BV, Deventer, Nieder-

lande
FACS clean™, flow™, rinse™ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Formaldehyd Lösung 37% Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fötales Kälberserum E7524 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Fugene® 6 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland
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Chemikalie Hersteller
Glucose-Monohydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
GlutaMAX™-I 100x (L-Alanyl-L-Glutamin) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land
Glycerol (wasserfrei) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land

Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Heparin-Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, Deutschland

HEPES Puffer, 1M Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, Deutschland

Immersionsöl, fluoreszenzfrei AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Isopropanol Riedel-de Haen, Seetze, Deutschland
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Lysotracker® Red DND-99 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Mangan(II)-chlorid-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Melsept SF B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
N-Hydroxysuccinimid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Natriumacetat-Lösung 3M, pH 5,2 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Natriumazid ACROS Organics, Geel, Belgien
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumdodecasulfat (SDS) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Natriumhydroxid ACROS Organics, Geel, Belgien
Penicillin-Streptomycin-Lösung P0781 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Precision Plus Protein™WesternC™Standard Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland
Proteaseinhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Puromycin-dihydrochlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
RPMI 1640 Nährmedium PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 

Deutschland
RPMI-1640-Medium R8785 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Salzsäure 37% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
Schwefelsäure 95%ig-97%ig Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Standardpuffer pH 4,01, pH 7,00, pH 9,21 Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutsch-
land

Stickstoff Praxair GmbH, Bonn, Deutschland
Trichloressigsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen, Deutschland
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Chemikalie Hersteller
Tris AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-

land
Trypsin/EDTA-Lösung, 0,05/0,02% in PBS 
(m/V)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland

Tween® 20 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Wasserstoffperoxid 30%ig Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

4.1.3.1 Lipide

Abkürzung Bezeichnung Hersteller und Struktur
DOGS-NTA
(Ni2+)

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
[(N-(5-amino-1-carboxypentyl) 
iminodiessigsäure)succinyl] Nickel-
Salz 

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, 
AL, USA

DPPC 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine 

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, 
AL, USA

DSPC 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine 

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, 
AL, USA

4.1.4 Antikörper

Primärantikörper Hersteller
anti-human Cyr61/CCN1,
Monoclonal Mouse IgG1

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human Cyr61/CCN1,
Monoclonal Mouse IgG1 (A-10)

SantaCruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA

anti-human Integrin β3/CD61
Monoclonal Mouse IgG2A, Klon 256809

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human Integrin 1/CD49a,
Polyclonal Sheep IgG

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human Integrin 5/CD49e,
Monoclonal Mouse IgG1, Klon 238307

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland
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4 Material und Methoden

Primärantikörper Hersteller
anti-human Integrin V/CD51 subunit 
ectodomain,
Monoclonal Mouse IgG1, Klon P2W7

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human N-Terminus des organic 
cation transporters 1, OCT1 (N-12),
Polyclonal Goat

SantaCruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA

anti-human Syndecan-4,
Monoclonal Mouse IgG2A (5G9)

SantaCruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA

anti-human Syndecan-4,
Polyclonal Goat IgG

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human Zytoplasmadomäne des trans-golgi 
network proteins 2, TGN38 (C-15),
Polyclonal Goat

SantaCruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA

anti-human β-Actin,
Monoclonal Mouse IgG1 (4E8H3)

SantaCruz Biotechnology Inc., 
Santa Cruz, CA, USA

Tysabri® anti-human Integrin 4/CD49d 
(Natalizumab, human)

Elan Pharma International Ltd., 
Monksland, Irland

anti-human VCAM-1,
Monoclonal Mouse IgG1 

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

Sekundärantikörper Hersteller
anti-goat IgG-HRP, polyclonal Donkey IgG
Konjugat: Peroxidase

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-goat IgG-NL557, NorthernLights™ 
Donkey (H+L)
Absorption Maximum: 557 nm
Emission Maximum: 574 nm

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-human IgG-FITC, Goat Fc
Absorption Maximum: 485 nm
Emission Maximum: 514 nm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

anti-mouse IgG-CFS, Polyclonal Goat F(ab’)2
Absorption Maximum: 490 nm
Emission Maximum: 520 nm

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

anti-mouse IgG-HRP, H+L, chain specific, Goat Fc
Konjugat: Peroxidase

Calbiochem® by Merck4Biosciences, 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

anti-sheep IgG-NL493, NorthernLights™ Donkey 
(H+L)
Absorption Maximum: 493 nm
Emission Maximum: 514 nm

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

4.1.5 Proteine und Testsubstanzen

Bezeichnung Hersteller
Arixtra® 2,5 mg/0,5 mL, Fondaparinux GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, 

München, Deutschland
Clexane® 60 mg = 6000 I.E./0,6 mL, Enoxa-
parin-Natrium

SanofiAventis Deutschland GmbH, 
Frankfurt am Main, Deutschland
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Bezeichnung Hersteller
Kollagen, Typ I Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland
Fibronektin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland
Heparin-Natrium-25000-ratiopharm® 25000 
I.E./5 mL, Heparin-Natrium (Schweine-
darm-Mucosa)

ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Innohep® 20000 Anti-Xa I.E./mL, Tinza-
parin-Natrium

Leo Pharmaceutical Products Ltd., Neu-
Isenburg, Deutschland

Modifizierte Tinzaparin Fraktionen (2-O-
Desulfatierung, 6-O-Desulfatierung, N-Acety-
lierung, Glykol-Split-Oxidation)

Dankenswerter Weise zur Verfügung 
gestellt durch AG von Herrn Prof Dr. B. 
Casu, „G.Ronzoni“ Institute, Milano, 
Italien

rhCyr61 als Fc-Chimäre (isoliert aus einer 
Baculovirus transfizierten Insektenzelllinie) 
sowie rhCyr61 Modul I-III als Fc-Chimäre 
und Fc-Chimäre235

Dankenswerter Weise zur Verfügung 
gestellt durch AG von Herrn Prof Dr. N. 
Schütze, Orthopädisches Zentrum für 
Muskuloskelettale Forschung, Univer-
sität Würzburg, Deutschland

rhSyndekan-4 Histag R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

VCAM-1 Fc-Chimäre (rekombinant, human) R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

4.1.6 Nukleinsäuren

Bezeichnung Insert Vektor Produkt und 
Hersteller

GFP eGFP pcDNA3
zur Verfügung gestellt durch AG Kassack, Institut für Pharmazeuti-
sche Chemie, Universität Düsseldorf, Deutschland

Cyr61-shRNA 
Klon 1

CCGGCCCTTCTACAGG-
CTGTTCAATCTCGAGAT-
TGAACAGCCTGTAGAA-
GGGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Cyr61-shRNA 
Klon 2

CCGGCGAACCAGTCAG-
GTTTACTTACTCGAGTA-
AGTAAACCTGACTGGT-
TCGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Cyr61-shRNA 
Klon 3

CCGGGCAAACAGAAAT-
CAGGTGTTTCTCGAGA-
AACACCTGATTTCTGTT-
TGCTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Cyr61-shRNA 
Klon 4

CCGGCGCATCCTATAC-
AACCCTTTACTCGAGTA-
AAGGGTTGTATAGGAT-
GCGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
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Bezeichnung Insert Vektor Produkt und 
Hersteller

Cyr61-shRNA 
Klon 5

CCGGCCGAACCAGTC-
AGGTTTACTTCTCGAGA-
AGTAAACCTGACTGGT-
TCGGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Syndecan-4-shRNA 
Klon 1

CCGGCCTGATCCTACT-
GCTCATGTACTCGAGT-
ACATGAGCAGTAGGAT-
CAGGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Syndecan-4-shRNA 
Klon 2

CCGGCCCGTTGAAGAG-
AGTGAGGATCTCGAGA-
TCCTCACTCTCTTCAAC-
GGGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Syndecan-4-shRNA 
Klon 3

CCGGCCTGATCCTACT-
GCTCATGTACTCGAGT-
ACATGAGCAGTAGGAT-
CAGGTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Syndecan-4-shRNA 
Klon 4

CCGGGCCAGGTTCTTC-
TTGAGCTTTCTCGAGA-
AAGCTCAAGAAGAACC-
TGGCTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Syndecan-4-shRNA 
Klon 5

CCGGGCTATGACCTGG-
GCAAGAAACCTCGAGG-
TTTCTTGCCCAGGTCA-
TAGCTTTTTG 

pLKO.1-puro Mission® shRNA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

nonTarget-shRNA Klon CCGGCAACAAGATGA-
AGAGCACCAACTCG-
AGTTGGTGCTCTTCAT-
CTTGTTGTTTTT

pLKO.1-puro Mission® Non-Target 
shRNA Control Vector 
(SHC002) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

4.1.7 Herstellung von Stammlösungen und Puffern

Amidoschwarz-Elutionslösung

125 µL EDTA-Na pH 8,0

0,5 g Natriumhydroxid

ad 500 mL 50 % (V/V) Ethanol
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Amidoschwarz-Entfärbelösung

10 mL Eisessig

450 mL Methanol

ad 500 mL Aqua dem.

Amidoschwarz-Färbelösung

50 mL Eisessig

225 mL Methanol

1,25 g Amidoschwarz 10B

ad 500 mL Aqua dem.

Bromphenolblau-Lösung

10 µL 96 %iger (V/V) Ethanol

~1 mg Bromphenolblau gesättigt

ad 10 mL Aqua dem.
Die  Bromphenolblau-Lösung wird  in  einem 15 mL PP-Röhrchen als  gesättigte 

Lösung hergestellt.  Ungelöster Farbstoff  wird durch Zentrifugation pelletiert  und 
der Überstand zur Herstellung des Probenauftragspuffers verwendet. Die Lagerung 
erfolgt bei -20°C.

Coomassieblau-Färbelösung

250 mL Methanol

50 mL Eisessig

1,25 g Coomassie Brilliant Blau R250

ad 500 mL Aqua dem.
Die Coomassieblau-Färbelösung wird in einer lichtgeschützten Duranglasflasche 

bei RT gelagert.

Einfriermedium zur Kryokonservierung

2 mL DMSO

ad 20 mL FKSi nicht i.a.
Das Einfriermedium wird kurz zuvor in der jeweiligen Menge, die benötigt wird 

um je  eine Mio.  Zellen/mL Einfriermedium pro  Kryo-Röhrchen zu konservieren, 
frisch hergestellt.

i Fötales Kälberserum, nicht Hitze-inaktiviert
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Elektrophoresepuffer-Stammlösung 10-fach

144 g Glycin

30 g Tris

10 g SDS

ad 1000 mL Aqua dem.
Die Elektrophoresepuffer-Stammlösung wurde bis zur weiteren Verwendung in 

einer 1000 mL Duranglasflasche bei 4-8°C gelagert. Zur Elektrophorese wird diese 
Stammlösung 1:10 in Aqua dem. verdünnt.

Entwicklungslösung für Silberfärbung

3 g Natriumcarbonat

150 µL Formaldehyd-Lösung 37%

ad 150 mL Aqua dem.
Diese Lösung wird unmittelbar vor Verwendung hergestellt.

Fixierlösung für Silberfärbung

200 mL Ethanol absolut

40 mL Eisessig

200 mL Aqua dem.
Die so hergestellte Lösung kann in einer Duranglasflasche für mehrere Monate 

aufbewahrt werden.

LB-Flüssigmedium (nach Luria/Miller) pH 7,0

25 g LB-Medium

ad 1 L Aqua dem.
Das Medium wird umgehend nach Herstellung auf zwei Schott-Flaschen aufge-

teilt, im Autoklaven sterilisiert und anschließend vor Licht geschützt aufbewahrt. 
Unmittelbar vor Verwendung des Mediums wird Ampicillin in einer Konzentration 
von 100 µg/mL als Selektionsmarker zugesetzt.

Mn2+-Lösung 0,1 M

1,62 g MnCl2 x 2H2O

ad 100 mL Aqua dem.

Phosphatgepufferte-Salzlösung (PBSi)-20fach-Konzentrat

4 g Natriumchlorid

0,1 g Kaliumchlorid

0,9 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

i PBS = engl.: phosphate buffered saline
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Phosphatgepufferte-Salzlösung (PBS)-20fach-Konzentrat

0,12 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 500 mL Aqua dem.
Das Pufferkonzentrat wird bei 4-8°C gelagert.

Phosphatgepufferte-Salzlösung (PBS)-gebrauchsfertige-Lösung

25,0 mL PBS-20fach-Konzentrat

ad 500 mL Aqua dem.
Dieser  Puffer  wird  als  Laufpuffer  in  SAW-Experimenten zuvor  durch  Anlegen 

eines Vakuums für 30 min entgast. Die Lagerung erfolgt bei 4-8°C.

Phosphatpuffer nach Sörensen pH 7,4

Lösung A:

9,078 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 1000 mL Aqua dem.

Lösung B:

11,876 g Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O

ad 1000 mL Aqua dem.
Zur Herstellung des Phosphatpuffers mit  dem entsprechenden pH werden die 

Lösungen  A  und  B  gemäß  einer  Vorgabe  miteinander  gemischt.  Für  den  hier 
verwendeten pH von 7,4 werden 81,8 mL der Lösung B mit Lösung A ad 100 mL 
aufgefüllt. Der resultierende pH von 7,4 wird anschließend am pH-Meter kontrol-
liert.

Primärantikörperlösung für Western-Blot

10 mg Natriumazid

500 mg BSA

10 µg Primärantikörper (hier bspw. antiCyr61)

10 mL TBS-Ti

Das enthaltene Natriumazid schützt  vor  mikrobiologischer  Kontamination,  die 
fertige Lösung kann somit für mehrere Monate bei 4°C aufbewahrt und verwendet 
werden.  Die  verwendeten  Primärantikörper  werden  nach  Herstellerangaben  in 
konkreter Konzentration oder Verdünnung zugesetzt.

Probenauftragspuffer (PAP)

1,75 mL Tris-HCl pH 6,8

1,5 mL Glycerol

5 mL 10 % SDS-Lösung

1,25 mL Bromphenolblau-Lösung

i engl.: Tris buffered saline with Tween20
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Der Probenauftragpuffer wird in einem 15 mL PP-Röhrchenhergestellt, aliquotiert 
und in 1,5 mL PP-Reaktionsgefäßen bei -20°C gelagert. 

TBSi-StammLösung pH 7,3 bei RT

40 g Natriumchlorid

6,06 g Tris

ad 500 mL Aqua dem.
Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit HCl 1M. Die fertige  Lösung wird in einer 

Duranglasflasche bei 4-8°C gelagert.

TBST-Lösung

80 mL TBS-StammLösung

1,6 mL Tween20

720 mL Aqua dem.

TBST-Blocking-Lösung

5 g Magermilchpulver

ad 100 mL TBST-Lösung
Die TBST-Blockierungs-Lösung wird am Versuchstag frisch hergestellt. Bis zum 

vollständigen Lösen des Milchpulvers in ungefähr 70 mL Lösung muss ca. 20 min 
intensiv gerührt werden, erst dann wird ad 100 mL aufgefüllt.

Transferpuffer pH 8,2-8,4 bei RT

28,80 g Glycin

6,06 g Tris

ad 2000 mL Aqua dem.
Der Transferpuffer  wird  am Versuchstag  vor  der  Durchführung des Western-

Blots hergestellt. Nach dem Lösen der Substanzen sollte der pH im Bereich von 
8,2-8,4 liegen. Die Lösung wird dann bis zur Verwendung bei 4-8°C gelagert.

Trichloressigsäure (TCA)-Lösung 100 % (m/V) in Wasser

100 g TCA

ad 100 mL Aqua dem.
Die Lagerung erfolgt in 100 mL Medizinalgläsern bei 4-8°C.

Tris-HCl-Lösung pH 7,5 10 mM

121 mg Tris

ad 100 mL Aqua dem.
Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit HCl 1M. Die fertige  Lösung wird in einer 

Duranglasflasche bei 4-8°C gelagert.

i engl.: Tris buffered saline
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Tris-HCl 10 mM mit NaCl 1,5 M Lösung pH 7,5

121 mg Tris

8,76 g Natriumchlorid

ad 100mL Aqua dem.
Die pH-Wert Einstellung erfolgt mit HCl 1M. Die fertige  Lösung wird in einer 

Duranglasflasche bei 4-8°C gelagert.

Tris-SDS-Lösung pH 7,5 bei RT

12,1 g Tris

2 g Natriumdodecylsulfat (SDS)

ad 100 mL Aqua dem.
Die Lagerung der Tris-SDS-Lösung erfolgt bei RT in einem 100 mL Medizinalglas.

Waschpuffer für die Durchflusszytometrie 0,5 %ig

500 mg BSA

ad 100 mL PBS - gebrauchsfertige Lösung
Der Waschpuffer wird vor Verwendung sterilfiltriert um etwaige Schwebeteilchen 

zu  entfernen,  die  ein  Verstopfen  der  feinen  Kapillare  des  FACS  verursachen 
könnten.

Zellextraktions-Puffer (Lysepuffer) von Invitrogen™

10 mM Tris pH 7,4

100 mM Natriumchlorid

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM Natriumfluorid

20 mM Tetranatriumdiphosphat

2 mM Natriumorthovanadat

1 % Triton X-100

10 % Glycerol

0,1 % SDS

0,5 % Deoxycholat
Der Zellextraktions-Puffer wird unmittelbar vor Verwendung noch durch Zusatz 

eines Proteaseinhibitor-Cocktails und PMSF fertig gestellt.
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4.1.8 Software

Zur Durchführung der Versuche wurden folgende Programme verwendet: 
• CellQuest™ Pro Version 5.2.1 (BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-

land)
• BD™ Plate  Manager  Version  1.0.1  (BD  Biosciences,  Heidelberg, 

Deutschland)
• Biosens K12 (SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland)
• Sequence Master 6 (SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland)

Zur  Auswertung  und  graphischen  Darstellung  der  Versuchsergebnisse 
kamen folgende Programme zum Einsatz:

• Microsoft  Excel  2010  für  Windows  (Microsoft  Corporation, 
Redmount, WA, USA)

• GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
• WinMDI 2.8 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA)
• NIS-Elements  (Nikon  Instruments  Inc.,  Kawasaki  (Kanagawa), 

Japan)
• Imagoquant MultiTrack-AVI-2 (Mediquant GmbH, Lützen, Deutsch-

land)
• Origin™ 7.5 (Additive, Friedrichsdorf, Deutschland)
• FitMaster (SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland)

Schematische Zeichnungen und Abbildungen wurden mit den folgenden 
Programmen erstellt:

• Microsoft  Powerpoint  2010  für  Windows  (Microsoft  Corporation, 
Redmount, WA, USA)

• Microsoft  Visio  2010  für  Windows  (Microsoft  Corporation, 
Redmount, WA, USA)

• Adobe® Photoshop® (Adobe Sytems GmbH, München, Deutschland)

Chemische Formeln wurden mit ChemDraw® Pro 12 (PerkinElmer Infor-
matics Inc., Waltham, MA, USA) gezeichnet und erstellt.

Die Dissertationsschrift wurde mit StarOffice Writer 9 (Sun Microsystems, 
Santa Clara, CA, USA) verfasst. 

4.1.9 Statistik

Die  Werte  dieser  Arbeit  repräsentieren  Mittelwerte  aus  (soweit  nicht 

anders angegeben) mindestens drei identischen Experimenten ± Standardab-

weichung.  Signifikante  Unterschiede  wurden  mithilfe  des  ungepaarten 
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Studentschen  t-Tests  ermittelt.  Das  Signifikanzniveau  ist  der  jeweiligen 

Darstellung zu entnehmen, wobei gilt: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

4.2 Arbeiten mit adhärent wachsenden Zellen

Die verwendete Zelllinie mit der Bezeichnung „MV3“ wurde dankenswerter 

Weise von Herrn Dr. Reiner Zeisig, MDC (Max-Delbrück-Centrum für mole-

kulare  Medizin),  Berlin  zur  Verfügung  gestellt.  Es  handelt  sich  um eine 

humane Melanomzelllinie, welche auf ihrer Zelloberfläche das Protein VLA-4 

in hohem Maße konstitutiv exprimiert92. 

Ausgehend von einem malignen Melanom eines 76jährigen Krebspatienten 

wurden  Zellfragmente  einer  frischen  Melanommetastase  Nacktmäusen 

subcutan (s.c.) injiziert. Nach drei Passagen war die MV3-Zelllinie etabliert. 

Innerhalb  der  Mäuse  zeigt  sie  hohes  metastatisches  Potential.  Nach  i.v.-

Injektion von 2 · 106 MV3-Zellen entwickelten sich bei 95 % der Nacktmäuse 

(n=20)  innerhalb  von  6 Wochen  Lungenkolonien.  Nach  s.c.-Injektion  von 

2 · 106 MV3-Zellen konnte innerhalb von 7 Wochen bei 95 % der Nacktmäuse 

(n=20)  ein  Tumorwachstum festgestellt  werden.  Desweiteren  entwickelten 

sich bei 90 % der erkrankten Tiere spontane Lungenmetastasen. Histologi-

sche  und  immunohistologische  Befunde  zwischen  diesen,  dem  Original-

Tumor des Krebspatienten und der Zelllinie in vitro zeigen Übereinstimmun-

gen236. 

Bei Zellen der Bezeichnung „PC-3“ handelt es sich um humane epitheliale 

Prostatakarzinomzellen (ATCC® CRL-1435™). Diese Zellllinie wurde aus der 

Knochenmetastase  eines  Grad IV  Prostataadenokarzinoms  entwickelt, 

welches bei einem 62 Jahre alten Kaukasier diagnostiziert  worden war237. 

Diese Zelllinie wurde uns dankenswerter Weise von Herrn Prof. Dr. Roman 

Blaheta  (Forschungslabor,  Urologie  und Kinderurologie,  Klinikum Johann 

Wolfgang Goethe-Universität, Frankfurt) zur Verfügung gestellt. Im Gegen-

satz  zur  Melanomzelllinie  MV3  zeichnet  sich  diese  Zelllinie  durch  eine 

geringe Expression der Integrinuntereinheit 4 aus.
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In  den  durchgeführten  Experimenten  wurden  diese  beiden  Zelllinien 

verwendet und miteinander verglichen. Weiterhin wurden aus diesen Zellen 

durch Transfektion mit shRNA-Plasmiden ebenfalls Klone geschaffen. Diese 

unterscheiden sich  vom jeweiligen Wildtyp durch eine  verminderte  Cyr61 

Expression oder eine reduzierte Expression des membranständigen Proteo-

glykans Syndekan-4.

4.2.1 Kulturbedingungen und Nährmedien

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen finden zur Vermeidung von Kontamina-

tionen mit Hefen, Bakterien und weiteren Fremdkeimen unter aseptischen 

Bedingungen  statt.  Die  Arbeiten  mit  offenen  Zellkulturflaschen  wurden 

daher  unter  einer  Werkbank mit  laminarem Luftstrom und HEPA-Filtern 

durchgeführt. Alle benötigten Materialien wurden vor Gebrauch 20 Minuten 

bei 121°C autoklaviert. Die nicht autoklavierbaren Materialien wurden vor 

Einschleusen in die  Werkbank mit  Desinfektionsmittel  behandelt,  ebenso 

wurde die Arbeitsfläche zuvor mit Bacillol® AF desinfiziert. 

Die  Nährmedien  werden  bei  2-8°C  gelagert  und  vor  Verwendung  auf 

Raumtemperatur erwärmt.

Die  MV3-Zellen  werden  in  RPMI 1640  Medium  mit  10%igem  fötalem 

Kälberserum-Zusatz im Inkubator bei 37°C und einem CO2-Anteil von 5 % 

(V/V) und einer relativen Luftfeuchte von 96 % kultiviert. 

Entsprechend  werden  die  PC-3  Zellen  kultiviert,  allerdings  findet  ein 

zusammengesetztes  Nährmedium  aus  RPMI 1640  Medium  mit  10%igem 

fötalem Kälberserum-, 2%igem HEPES-Puffer 1M-, 1%igem GlutaMax™- und 

1%igem Penicillin/Streptomycin-Zusatz Verwendung.

Die durch stabile  Transfektion erhaltenen Zelllinien MV3 aCyr61shRNA 

und MV3 aSDC4shRNA sowie PC-3 aCyr61shRNA werden wie ihre jeweiligen 

Wildtyp-Zelllinien kultiviert. Zur Selektion der Plasmid-tragenden Zellen wird 

das jeweilige Nährmedium mit Puromycin (2,5 µg/µL) versetzt.
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4.2.2 Inkulturnahme von Zellen

Dauerhaft gelagert werden die Zellen als Suspension in flüssigem Stick-

stoff.  Die  Inkulturnahme  der  Zellen  erfolgt  durch  zügiges  Erwärmen des 

Inhaltes eines Kryoröhrchen in der Hand. Durch Zugabe von Nährmedium 

wird  die  erhaltene  Zellsuspension  aufgenommen  und  das  Kryoröhrchen 

nachgespült. Das gesamte Medium wird, um die Zellen von dem zytotoxisch 

wirkenden DMSO des Kryomediums zu befreien, bei 4°C und 312 x g für 4 

Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird in Nährmedium resuspen-

diert und vollständig in eine T25-Zellkulturflasche mit bereits vorgelegtem 

Nährmedium  gegeben.  Anschließend  erfolgt  die  Kultivierung  unter  oben 

genannten Bedingungen.

4.2.3 Kultivierung

Alle  ein  bis  zwei  Tage  werden  die  Zellkulturflaschen  kontrolliert  und 

mikroskopisch  betrachtet.  Das  Nährmedium wird  gewechselt,  alsbald  der 

Farbindikator Phenolrot eine Sättigung des Nährmediums mit sauren Stoff-

wechselprodukten  anzeigt  und  ein  Konfluenzgrad  von  90 %  nicht  über-

schritten wurde. Liegt ein Konfluenzgrad von 90 % oder höher vor, so wird 

die Population subkultiviert („gesplittet“). Dazu werden frisches Nährmedium 

und  eine  0,05 %  Trypsin/0,02 %  EDTA-Lösung  im  Wasserbad  auf  37°C 

temperiert.

Das Nährmedium wird aus der Zellkulturflasche abgesaugt und der Zell-

rasen mit  sterilem PBS gespült  und ebenfalls  abgesaugt.  Somit  soll  eine 

Inaktivierung von anhaftendem FKS bzw. ein Ablösen von sehr lose und evtl. 

schadhaften Zellen gewährleistet sein. Anschließend werden die anhaftenden 

Zellen mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Lösung benetzt und die Flasche so 

lange  im  Inkubator  aufbewahrt,  bis  das  Ablösen  der  Zellen  beobachtet 

werden kann. Durch Zugabe von Nährmedium wird das Trypsin inaktiviert 

und nur noch lose anhaftende Zellen werden durch Spülen mit Nährmedium 
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komplett vom Boden abgelöst. Die resultierende Zellsuspension wird in ein 

PP-Röhrchen überführt und bei 4°C und 312 x g für vier Minuten zentrifu-

giert. Nach Verwerfen des Überstandes wird das Pellet in Medium resuspen-

diert. Jeweils 1/5 bis 1/20 der Zellen können dann in eine neue Zellkulturfla-

sche mit frischem Nährmedium ausgesät und bis zur erneuten Konfluenz 

unter o.g. Bedingungen weiterkultiviert werden. 

4.2.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur  dauerhaften  Lagerung  der  Zellen  werden  diese  in  Einfriermedium 

überführt  und  anschließend  in  flüssigem  Stickstoff  gelagert.  Es  werden 

1 · 106 vitale Zellen nach dem waschen und Ablösen vom Boden der Zellkul-

turflasche  mit  1 mL  des  Einfriermediums  in  ein  steriles  Kryoröhrchen 

gegeben. Dieses wird unter Verwendung des Cryo 1°C Freezing Containers 

über  Nacht  im -80°C  Kühlschrank gelagert.  Dieses  Behältnis  erlaubt  die 

kontrollierte Abkühlung des Mediums um 1°C pro Minute. Am nächsten Tag 

werden die  Kryoröhrchen  zur  endgültigen Lagerung in den Stickstofftank 

überführt.

4.2.5 Bestimmung der Zellzahl mittels CASY® 1 Modell TT

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt nach Zentrifugation und Resuspen-

sion  des  Zellpellets  im  entsprechenden  Nährmedium.  Dazu  wird  die  zu 

vermessende Zellsuspension im Verhältnis 1:500 in sterilfiltrierter CASY®ton 

Lösung suspendiert.

Das CASY® 1 Modell TT ist als Coulter Counter aufgebaut. An einer Kapil-

lare mit bekannten Ausmaßen liegt eine Spannung an. Für den Fall, dass 

diese Kapillare mit Elektrolytlösung gefüllt ist und somit einen elektrischen 

Leiter mit definiertem Widerstand darstellt, resultiert ein konstanter Strom-

fluss. Für die Messung wird die Zellsuspension durch die eingebaute Kapil-

lare mit bekanntem Durchmesser gesaugt. Passiert eine Zelle die Öffnung, so 
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registriert  das  Gerät  einen  kurzfristigen  Anstieg  des  elektrischen  Wider-

standes gegenüber dem reinen Elektrolyten. Intakte Zellen werden als Isola-

toren betrachtet. Verringert sich beim Durchtritt von Zellen durch die Kapil-

lare der Länge l deren Querschnittsfläche A, so steigt der elektrische Wider-

stand R der Lösung an.

R= l
A

ρ = spezifischer Wider-

stand
Gl. 1

Die Höhe der Widerstandsänderung ist ein Maß für das Zellvolumen. Das 

CASY® 1 Modell TT integriert das Messsignal und gibt eine volumenlineare 

Originalverteilung und eine  durchmesserlineare  Größenverteilung  aus.  Es 

lassen sich somit Aussagen sowohl zur Zellzahl als auch zur Zellgröße und 

damit Zellviabilität treffen. Als weiteres Ergebnis erhält man die Konzentra-

tion der eingesetzten Zellsuspension in Zellen/mL.

Die vorgenommenen Messeinstellungen sind: Kapillare Ø 150 µm, 2 Mess-

zyklen à 400 µL Einzelhubvolumen, Partikelgröße 12,5-32,5 µm. 

4.3 Transfektion

In der Zellbiologie versteht man unter Transfektion das Einbringen von 

fremder DNA oder RNA in eukaryotische Zellen, um kurzzeitig oder dauer-

haft  die  Proteinexpression  zu  beeinflussen.  Je  nach  Dauer  des  Effektes 

spricht  man  somit  von  transienter  oder  stabiler  Transfektion.  In  dieser 

Arbeit wurde eine Plasmid-DNA verwendet, welche für eine shRNA kodiert 

und spezifisch gegen Cyr61 oder Syndekan-4 gerichtet ist. Die Expression 

des jeweiligen Proteins wird somit auf dem Level der Translation von der 

mRNA zum Protein verhindert.

Der shRNA-kodierende Vektor wird als Plasmid lipidbasiert  in die  Zelle 

eingeschleust.  Das  Plasmid  gelangt  in  den  Zellkern  und  wird  mittels 

RNA-Polymerase III  (Pol III)  konstant transkribiert,  welche am U2 Promotor 
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des  Plasmides  angreift.  Das  Enzym  Drosha spaltet  die  entstehenden 

RNA-Stücke  und  es  entstehen  kurze,  ca.  65-70  Basenpaare  lange 

shRNA-Moleküle,  die  eine  charakteristische  Haarnadelstruktur  aufweisen; 

daher  der  englische  Name  small  hairpinRNA.  Über  das  Transportprotein 

Exportin-5 gelangt die shRNA ins Zytosol der Zelle und wird dort durch das 

Enzym Dicer zu einer etwa 20 Nukleotiden langen, doppelsträngigen siRNA 

prozessiert. Ein Enzymkomplex aus Argonautenproteinen, der RNA-induced 

silencing complex,  bindet  die doppelsträngige siRNA und bildet  mit dieser 

den sog. Prä-RISC-Komplex. In diesem wird die siRNA entwunden und zu 

zwei  einzelsträngigen  RNA  umgewandelt.  Der  Leitstrang  (guide-Strang) 

verbleibt  im  Enzymkomplex  während  der  Folgestrang  (passenger-Strang) 

durch Proteasen abgebaut wird. Mithilfe des guide-Strang erkennt der Effek-

torkomplex  RISC die  komplementäre  Ziel-mRNA,  bindet  sie  und lässt  sie 

durch die Argonautenproteine mit Endonucleaseaktivität katalytisch spalten. 

Die Translation der mRNA in das entsprechende Protein kommt somit zum 

Erliegen und das Zielprotein wird faktisch nicht mehr exprimiert.  Die auf 

zellulärer  Ebene  ablaufenden  Vorgänge  veranschaulicht  ebenfalls  Abbil-

dung 15.
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4.3.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die  kommerziell  als  Glycerolkultur  erhältlichen  transformierten 

E.coli-Stämme wurden zunächst revitalisiert. Dazu wurde eine kleine Menge 

der gefrorenen Glycerolkultur in 12 mL steriles LB-Medium überführt und 

für  8 h  bei  200 U/min  und  37 °C  auf  dem  Schüttelinkubator  inkubiert. 

Diese  Vorkultur  wird  in  einem  sterilem  2 L-Erlenmeyerkolben  mit 

LB-Medium auf  250 mL aufgefüllt  und die  Inkubation über  Nacht  fortge-
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Abbildung 15: Die Abbildung zeigt die Prozessierung der shRNA zur siRNA und 
den Abbau der Ziel-mRNA. Nachdem das shRNA-kodierende Plasmid durch lipid-
basierte Transfektion in den Nucleus gelangt ist, erfolgt die Prozessierung durch 
Pol III und Drosha zur shRNA. Diese wird nach Export in das Zytoplasma rasch 
von dem Enzymkomplex Dicer zur siRNA umgewandelt. RISC nimmt die siRNA auf 
und wird zur komplementären mRNA geführt, welche nun endonukleolytisch durch 
den RISC-Enzymkomplex gespalten wird. Modifiziert nach [275].
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setzt.  Aus diesen Übernachtkulturen wird eine Plasmidaufreinigung unter 

Zuhilfenahme des GenElute™ HP Plasmid Maxiprep Kit nach Herstelleran-

gaben  durchgeführt.  Abzentrifugierte  Bakterienzellen  werden  mit  einem 

SDS-haltigen alkalischen Puffer lysiert und der Rückstand über einen Filter 

abgetrennt. Das Plasmid findet sich anschließend im Lysat wieder und kann 

an die beigefügte Silicagel-Membran in Anwesenheit hoher Salzkonzentra-

tionen  adsorbieren.  Nach  zwei  Waschschritten  zur  Entfernung  etwaiger 

anhaftender Kontaminationen, kann die Plasmid-DNA mit dem mitgelieferten 

Elutionspuffer  (10 mM Tris-HCl,  pH 8,5)  wieder  von  der  Membran eluiert 

werden.

Die  anschließende  Bestimmung  der  DNA-Konzentration  erfolgt  durch 

Messung der optischen Dichte im Photometer. Die gewonnene DNA wird in 

Elutionspuffer verdünnt und in eine Quarz-Präzisionsküvette pipettiert. Die 

Absorption wird im Programm „Nukleinsäuren“ bei 260 nm sowie 280 nm 

automatisch erfasst. Die Absorption des Elutionspuffers wurde als Nullwert 

angenommen.  Die  DNA-Konzentration  der  Ausgangslösung  wird  unter 

Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors in µg/µL ausgegeben. Weiterhin 

wird als Qualitätsmerkmal der Quotient
OD260

OD280
 angezeigt. Dieser deutet auf 

Verunreinigungen  der  Probe  durch  Proteine  hin  und  sollte  im  Idealfall 

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

4.3.2 Lipid-basierte Transfektion eukaryotischer Zellen

Die  Transfektion  der  betreffenden  Zielzellen  wurde  in  6-Loch-Platten 

durchgeführt,  welche  mit  20.000 Zellen  pro  Vertiefung  versehen  wurden. 

Nach erfolgtem Anwachsen der Zellen über Nacht unter den in Kapitel 4.2.3 

beschriebenen Bedingungen wurden die Zellen mikroskopisch auf Viabilität 

geprüft, das Medium gegen frisches gewechselt und die Transfektion durch-

geführt.
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Das  Einbringen  des  shRNA-Plasmides  erfolgte  mit  dem  kommerziell 

erhältlichen Lipid-basierten Transfektionsreagenz Fugene® 6 nach Hersteller-

angaben. Um das optimale Verhältnis von Plasmid-DNA zu Transfektionsrea-

genz zu ermitteln wurde zunächst für die zu transfizierenden Zelllinien eine 

Transfektion mittels GFPi und verschiedenen DNA/Lipid-Mischungen durch-

geführt. Dazu wurde das GFP-Plasmid in Verhältnissen von 1:3, 2:3 und 1:6 

mit der Lipidmischung versetzt und die Zellen entsprechend der Hersteller-

angabe transfiziert.  Die  Transfektionseffizienz  wurde drei  Tage  später  am 

Durchflusszytometer  durch  Aufnahme  der  grünen  Fluoreszenz  des  gebil-

deten  Proteins  beurteilt,  welche  mit  der  tatsächlich  eingebrachten 

DNA-Menge korreliert. Sowohl für die hier verwendeten MV3- wie auch PC-3 

Zellen stellte sich ein Verhältnis von 1:3 (DNA : Lipid) als günstig heraus. 

Ausgehend von diesem Befund konnte nun das shRNA-Plasmid im gleichen 

Verhältnis in die Zellen eingeschleust werden. 

In jede Vertiefung werden 100 µL Transfektionsmischung gegeben, welche 

sich wie folgt zusammensetzt:

Komponente [µL]

Fugene® 6 3
Plasmid-DNA 1 µg x

FKS-freies Medium 97-x

Tabelle 4.1: Transfektionsmischung

Zu vorgelegtem,  auf  Raumtemperatur  temperiertem FKS-freien Medium 

wird  die  Fugene® 6-Lösung  pipettiert,  vorsichtig  gemischt  und  für  5 min 

inkubiert.  Die  Plasmid-DNA  wird  hinzugefügt,  erneut  gemischt  und  für 

insgesamt 45 min inkubiert.  Die  kationischen Lipide  und andere  Kompo-

nenten des Transfektionsreagenzes ordnen sich nun mit der DNA zu Trans-

fektions-aktiven Komplexen an. Die so gewonnene Mischung kann nun trop-

fenweise  unter  leichtem  Schwenken  der  Platte  auf  die  Zellen 

(20.000 Zellen/1,9 mL Medium) gegeben werden. Anschließend werden die 

Zellen unter den o.g. Bedingungen für drei Tage im Inkubator belassen.

i GFP = engl.: green fluorescent protein (grün fluoreszierendes Protein)
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4.3.3 Selektion shRNA-transfizierter Zellen

Das  verwendete  shRNA-codierende  Plasmid  trägt  neben  einer  Ampi-

cillin-Resistenz zur Selektion der Plasmid-positiven E.coli  Bakterien eben-

falls eine Puromycin-Resistenz um auch im eukaryotischen Organismus eine 

Selektion der Plasmid-positiven Zellen zu gewährleisten. Puromycin (siehe 

auch Abbildung 16)  inhibiert  zum Einen die  Translation der  Proteine  am 

Ribosom und zum Anderen den Proteinimport in Mitochondrien.

Drei Tage nach erfolgter Transfektion wird mit der Puromycin-Selektionie-

rung begonnen. Man strebt dabei die niedrigste Konzentration an, die 100 % 

der  nicht-transfizierten  Zellen  innerhalb  von  3-5  Tagen  nach  Puro-

mycin-Zugabe abtötet. Dazu wurde zuvor an den jeweiligen Wildtyp-Zellen 

die Puromycinkonzentration im Bereich von 1-10 µg/mL Nährmedium austi-

triert.  Für  die  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Zellen  liegen  die  ermittelten 

Selektionskonzentrationen bei 2,5 µg/mL. Die transfizierten Zellen werden 

nun  sukzessive  mit  steigenden  Puromycinkonzentrationen  im  drei  Tage 

Rhythmus versetzt,  beginnen mit  25 % der  für  die  Wildtyp-Zellen  letalen 

Dosis.  Die Steigerung der Dosis erfolgt in 10 % Schritten, dabei wird das 

verbrauchte Medium mit etwaigen abgetöteten Zellen abgesaugt und durch 

frisches Nährmedium ersetzt.  Zur Steigerung des Selektionsdruckes kann 

ebenfalls noch eine Subkultiverung auf größere Zellkulturflaschen erfolgen. 

Niedrig passagierte Zellen werden für die dauerhafte Lagerung, wie in Kapitel 
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Abbildung 16: Puromycin-dihydrochlorid. Bei Puromycin handelt 
es sich um ein aus Streptomyceten gewonnenes Nucleosid-Antibio-
tikum, welches die Proteinbiosynthese hemmt.
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4.2.4 beschrieben,  vorbereitet.  Die  derart  gewonnen  Zellen  werden  im 

folgenden als Klone, mit der jeweiligen Bezeichnung des Plasmides, gegen-

über dem Wildtyp abgegrenzt.

4.4 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Der theoretische Hintergrund der Durchflusszytometrie wurde bereits in 

vielen  vorangegangenen  Arbeiten  detailreich  erläutert,  weshalb  an  dieser 

Stelle auf die Beschreibung von Einzelheiten verzichtet und auf einschlägige 

Fachliteratur  verwiesen  wird.  Die  Funktionsweise  des  hier  verwendeten 

Durchflusszytometers  zur  Bestimmung  von  fluoreszenzmarkierten  Zellen 

und Zellbestandteilen sollen die folgenden Informationen kurz darstellen.

Die Zellen werden mittels einer Vakuumpumpe in einen konstanten Flüs-

sigkeitsstrom  gebracht.  Dabei  durchlaufen  sie  in  einer  feinen  Kapillare 

perlenschnurartig aufgereiht das Licht eines 15 mW Argon-Lasers mit einer 

Wellenlänge von 488 nM. Parallel  zur Einstrahlungsrichtung wird auf der 

gegenüberliegenden  Seite  der  Kapillare  das  gestreute  Licht  durch  einen 

Detektor  –  auch  Forward  Scatter (FSC)  genannt  –  erfasst  und  somit 

Aussagen  zur  Oberfläche  und  Größe  der  Zellen  gewonnen.  Durch  eine 

Sammellinse gebündelt und über verschiedene Spiegel abgelenkt wird das 

Seitwärtsstreulicht  im  90°-Winkel  zum  Laserstrahl  erfasst.  Dieser  soge-

nannte  Side  Scatter (SSC),  an  dem  sich  auch  die  Fluoreszenzdetektoren 

befinden,  erlaubt  Rückschlüsse  auf  intrazelluläre Strukturen wie  z.B.  die 

Granularität der Zelle. In dieser Arbeit werden die so untersuchten Zellen 

ausschließlich  fluoreszenzmarkiert  und die  Fluoreszenzintensität  über  die 

entsprechenden Detektoren erfasst. Je nach Zelltyp wird das Analysefenster 

entsprechend der Zellgröße und Zellgranularität eingestellt und ausgewählt.

77



4 Material und Methoden

4.4.1 Untersuchung von intrazellulären Strukturen

Die Expression des Cyr61 Proteins lässt sich über die Durchflusszytome-

trie nur über die Anfärbung des intrazellulär vesikulär, gespeicherten Cyr61 

durchführen.  Um  möglichst  viel  Cyr61  mit  Fluoreszenzantikörpern  zu 

erfassen, erfolgt zunächst eine Stimulation der Zellen. Somit lässt sich die 

Expression aller  Zellen auf  ein Maximum bringen und eine  interzelluläre 

Vergleichbarkeit der Expressionsleistung ist gewährleistet. In dieser Arbeit 

wurde  eine  Nährmediumsaktivierung  durchgeführt,  indem  die  Zellen 

zunächst für 48 Stunden in einem Nährmedium mit geringem FKS-Anteil 

von 0,5 % kultiviert (sog. Hungermedium) und unmittelbar vor dem jewei-

ligen  Versuch  mit  normal  zusammengesetzten  Nährmedium  (10 % 

FKS-Anteil)  für jeweils 1, 2,  3 oder 4 Stunden inkubiert  wurden. Für die 

Untersuchung werden die Zellen gewaschen, abgelöst und in Zentrifugen-

röhrchen  überführt.  Nach  Blocken  unspezifischer  Bindungsvalenzen  auf 

bzw. an den Zellen mittels 0,5 % BSA-PBS-Lösung erfolgt die Zellfixierung 

mit 3,7 %igem Formaldehyd und kalter, 90 %iger Methanol-PBS-Lösung für 

jeweils 10 Minuten. Die Zellmembrandestabilisierung wird mit dem Tensid 

Tween®20 in einer 0,01 %igen Lösung erreicht.  Nun ist  es auch größeren 

Proteinen wie z.B. fluoreszenzmarkierten Antikörpern möglich in das Zellin-

nere zu gelangen, um spezifisch an die jeweilige Zielstruktur zu binden. Die 

so präparierten Zellen werden nun entsprechend einem Pipettierschema in 

eine 96-well-Platte zu jeweils 1 · 105 Zellen pro Vertiefung überführt. Bei 4°C 

und 1580 x g werden die Zellen für 5 min zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Es erfolgt die Zugabe des primären Antikörpers in einer Konzen-

tration von 0,5 µg pro 1 · 105 Zellen. Nach einer 40 minütigen Inkubation auf 

Eis unter Ausschluss von Licht und erneutem Verwerfen des Überstandes 

nach erfolgter Zentrifugation, erfolgt die Zugabe des sekundären Antikörpers 

in einer Konzentration von 0,025 µg pro Vertiefung. Nachdem erneut 40 min 

unter  o.g.  Bedingungen  inkubiert  wurde  folgen  zwei  Waschschritte  mit 

0,01 %iger  Tween®20-PBS-Lösung  um  überflüssigen  und  unspezifisch 

gebundenen Antikörper abzulösen. Daran schließt sich die Vermessung der 
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Proben im Durchflusszytometer an. Eine etwaige unspezifische Bindung des 

sekundären  Antikörpers  (FsekAK),  mögliche  Eigenfluoreszenzen  der  Zellen 

(FZelle)  oder  des  eingesetzten  Primärantikörpers  (FprimAK)  werden  ebenfalls 

ermittelt indem die Zellen mit dem jeweiligen Reagenz solistisch versetzt und 

die  Werte  ebenfalls  erfasst  werden.  Zur  Versuchsauswertung  werden  die 

Daten  folgendermaßen  behandelt:  Die  Fluoreszenz  der  Zellen,  die  mit 

Primär- und Sekundärantikörper versetzt wurden (FprimsekAK),  wird bereinigt 

(Fber) von der unspezifischen Fluoreszenz des sekundären Antikörpers und 

der  möglichen  Eigenfluoreszenz  des  Primärantikörpers  (siehe  auch  Glei-

chung Gl.2)

Fber = FprimsekAK – FsekAK - (FprimAK-FZelle) Gl.2

4.4.2 Untersuchung von extrazellulären Strukturen

Die  Expression  extrazellulärer  Strukturen  lässt  sich  ebenfalls  nach 

erfolgter  Antikörpermarkierung  durchflusszytometrisch  bestimmen.  Das 

Verfahren dazu gestaltet  sich  einfacher,  da die  Permeabilisation der  Zell-

membran entfällt.  In  dieser  Arbeit  sollen  auf  diese  Weise  die  Zellen  auf 

verschiedene  Integrin-Untereinheiten  sowie  das  Proteoglykan  Syndekan-4 

hin untersucht werden.

Die  Zellen  werden  unter  Verwendung  von  EDTA-Lösung  0,02 %  ohne 

Trypsin  Zusatz  abgelöst,  um  eine  Beschädigung  der  Oberflächenproteine 

durch die Protease Trypsin auszuschließen. Nach waschen mit Waschpuffer 

werden  1 · 105 Zellen pro Vertiefung in eine 96-well-Platte eingebracht. Die 

Primärantikörper werden nach Herstellerangaben in den folgenden Konzen-

trationen eingesetzt:

Antikörper Konzentration

anti-1, -4, -V, -β3 0,25 µg/well
anti-5 0,1 µg/well

anti-Syndekan-4 0,1 µg/well

Tabelle 4.2: verwendete Antikörperkonzentrationen
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Unter Ausschluss von Licht wird auf Eis für 30 min mit der jeweiligen 

Antikörperlösung inkubiert. Nach Zentrifugation, Verwerfen des Überstandes 

und einem Waschschritt  erfolgt die Zugabe des jeweils passenden Sekun-

därantikörpers  ebenfalls  nach  Herstellerangabe.  Die  Bindung  erfolgt  nun 

unter den o.g. Bedingungen ebenfalls für 30 min und ist gefolgt von einem 

weiteren Waschschritt. Nach Aufnahme des Pellets in Waschpuffer erfolgt die 

Messung der Fluoreszenzintensität.

4.5 Proteinanalytik

4.5.1 Anfertigung von Zelllysaten

Die Gewinnung von Zelllysaten erfolgt mittels eines kommerziell erhältli-

chen Puffers. Dieser enthält die unter Kapitel 4.1.7 aufgeführten Substanzen 

und ist in der Lage Zellen aufzubrechen (lysieren) und die gewonnen Proteine 

zu solubilisieren.  Nach Herstellerangaben wird der Puffer  zusätzlich noch 

mit  1 mM  des  Proteaseinhibitors  PMSFi versetzt.  Dieser  spezifische 

Serin-Proteaseinhibitor  soll  beim Aufschluss  der  kultivierten Zellen  uner-

wünschten Proteinabbau durch im Lysat befindliche Serin-Proteasen verhin-

dern. Ebenfalls wird nach Herstellerangabe ein Protease-Inhibitor-Cocktail 

zugesetzt, welcher gegen gängige Serin-, Cystein- und Threonin-Peptidasen 

gerichtet  ist  und  ebenfalls  den  enzymatischen  Abbau  des  resultierenden 

Lysates verhindern soll.

Zunächst werden die Zellen bis zur Konfluenz in T175 Zellkulturflaschen 

kultiviert, nach Waschen des Zellrasen mit sterilem PBS werden die Zellen 

mit  0,02 % EDTA-Lösung benetzt  und die  Flasche so lange im Inkubator 

aufbewahrt,  bis  das  Ablösen  der  Zellen  beobachtet  werden  kann.  Durch 

Zugabe von sterilem PBS wird die Flasche gespült und nur noch lose anhaf-

i PMSF = Phenylmethylsulfonylfluorid
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tende Zellen werden komplett vom Boden abgelöst. Die resultierende Zellsus-

pension wird in ein PP-Röhrchen überführt und bei 4°C und 312 x g für vier 

Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wird das Pellet in 

kaltem, sterilem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert, um die Zellen 

zu waschen und von verbleibendem FKS zu befreien. Das erhaltene Pellet 

wird nun mit dem fertiggestellten Lysepuffer resuspendiert. Dabei sollte das 

Volumen so gewählt werden, dass sich in einem mL des Puffers nicht mehr 

als  1 · 108 Zellen befinden.  Die eigentliche Zelllyse erfolgt  nun für 30 min 

unter  ständiger  Bewegung  auf  einem  automatischen  Schüttler  bei 

1000 U/min und 4°C. Das resultierende Zelllysat wird in 1,5 mL Reaktions-

gefäße überführt und 4°C und 13.000 rpm für zehn Minuten zentrifugiert. 

Um Zellbestandteile wie z.B. Mitochondrien,  Lysosomen und Zellkernfrag-

mente abzutrennen, wird das Pellet nun verworfen und der Überstand kann 

als  Zelllysat  nun  bei  -80°C  dauerhaft  gelagert  oder  direkt  für  Versuche 

verwendet werden.

4.5.2 Proteinquantifizierung mittels Amido-Schwarz-Assay

Bei  dieser  Methode  erfolgt  die  Bestimmung  des  Proteingehaltes  einer 

Probe  nach der  Methode  von Kaplan  et  al.238.  Der  Assay  beruht  auf  der 

Adsorption des Farbstoffs Amidoschwarz 10B an Proteinen. 

Die Lösungen mit dem zu bestimmenden Protein werden in 1,5 mL Reakti-

onsgefäßen vorgelegt. Dabei werden Volumina gewählt, die einen Proteinge-

halt  zwischen  5-10 µg  erwarten  lassen.  Außerdem  wird  mit  einer  BSA-

Stammlösung  (200 µg  Protein/mL)  eine  Kalibriergerade  in  Aqua  dem. 

erstellt, die mit ihren Werten um den erwarteten Proteingehalt liegt. 

Die Proteine werden durch Zugabe von einer wässrigen Lösung aus 1 M 

Tris-HCl und 2 % SDS solubilisiert. Durch Versetzen mit eiskalter 100%iger 

TCA-Lösung werden die Proteine präzipitiert. Diese Mischung wird auf dem 

Vortexschüttler gemischt und für mindestens zwei Minuten bei RT inkubiert. 

Zur  Vorbereitung  des  Vakuumblocks  muss  zunächst  ein  passend  zuge-
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schnittenes Stück einer PVDFi-Membran für 15 s in Methanol äquilibriert 

und anschließend für zwei Minuten im Wasserbad befeuchtet werden. Ein 

mit Wasser getränktes Stück Filterpapier wird passend in den Vakuumblock 

eingelegt.  Darauf  wird die  vorbereitete  PVDF-Membran vorsichtig  platziert 

und anschließend das Gerät vollständig zusammengebaut. An diesen Vaku-

umblock  wird  durch  eine  Membranpumpe  ein  Unterdruck  von  500 mbar 

angelegt. Die o.g. Proben können nach einem vorbereiteten Pipettierschema 

in die Kammern des Blocks eingefüllt werden. Die Reaktionsgefäße werden 

zur Steigerung der Ausbeute mit eiskalter 6%iger TCA-Lösung nachgespült 

und diese Spüllösung ebenfalls in die entsprechenden Kammern des Blocks 

pipettiert. Eine letzte Spülung der Probenkammern wird erneut mit 6%iger 

TCA-Lösung durchgeführt. Der Vakuumblock kann nun demontiert und die 

Membran vorsichtig entnommen werden.

Die nachfolgenden Färbe-  und Entfärbeschritte  zur  Quantifizierung der 

Proteinmenge werden unter ständigem Schütteln der mit der jeweiligen Flüs-

sigkeit  bedeckten Membran auf  dem Horizontalschüttler  bei  RT durchge-

führt. Dazu wird die Membran zu Beginn für 20 Minuten in Amidoschwarz-

Färbelösung inkubiert. Die Membran wird entnommen und überschüssige 

Färbelösung wird durch Schütteln im Wasserbad für eine Minute abgewa-

schen. Unspezifisch gebundener Farbstoff wird anschließend durch Inkuba-

tion der Membran in Entfärbelösung für drei Minuten entfernt. Der Vorgang 

wird  anschließend unter  Erneuerung der  Entfärbelösung zweimal  wieder-

holt.  Etwaige  Reste  der  Entfärbelösung  können  durch  eine  nachfolgende 

dreiminütige Inkubation der Membran in Wasser abgewaschen werden. Die 

Membran wird dann bei RT getrocknet.

i  PVDF = Polyvinyldifluorid
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Die einzelnen Proben wurden mittels einer Einlochzange aus der Membran 

ausgestanzt  und in vorbereitete  Pyrex-Glasröhrchen mit  1 mL Elutionslö-

sung eingebracht. Der Farbstoff wird innerhalb von 15 Minuten unter regel-

mäßigem Schütteln in der Elutionslösung gelöst. Die Absorption der Proben 

wird schließlich bei 630 nm gegen Wasser als Referenz vermessen.

4.5.3 Proteinaufreinigung über Heparin-Agarose

Die  gewonnen  Zelllysate  aus  Kapitel  4.5.1 sind  Ganzzelllysate  und 

zeichnen sich dadurch aus, das sie das Gesamtprotein der Zelle repräsen-

tieren.  Kleine  Signalling-Proteine  oder chemokinartige-Proteine nehmen in 

diesem Gesamtproteinlysat nur einen prozentualen kleinen Anteil ein und 

sind unter Umständen nur schwer nachzuweisen. Das Protein Cyr61 wird in 

den in  dieser  Arbeit  untersuchten Zelllinien exprimiert,  über  das  genaue 

Ausmaß  liegen  allerdings  keine  Studien  vor.  Da  Cyr61  über  eine 

Heparin-Bindestelle verfügt, liegt hier der Versuch nahe dieses Protein über 

Heparin aufzureinigen bzw. im Lysat anzureichern, um somit einen positiven 

Nachweis im Westernblot zu erhalten.

Eine  kommerzielle  Heparin-Sepharose  wird  in  einem  Reaktionsgefäß 

zentrifugiert und das erhaltene Pellet vom Lagerungs-Puffer separiert. Der 

Niederschlag wird in 10 mM Tris-HCl pH 7,5 aufgenommen und für 15 min 

bei 4°C auf dem Thermomixer bei 1000 U/min geschüttelt. Dabei wird die 

Heparin-Sepharose äquilibriert und für Protein-Wechselwirkungen aktiviert. 
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Abbildung  17:  Amidoschwarz. Der saure Farbstoff Amidoschwarz bindet 
an freie Aminogruppen der Proteine und bildet mit ihnen saure Komplexe. 
Diese Komplexe lösen sich im Basischen wieder und die Amidoschwarzkon-
zentration lässt sich photometrisch bestimmen.
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In  die  so  vorbehandelte  Sepharose  wird  nun  das  Proteinlysat  bekannter 

Konzentration zugefügt und die Mischung für 30 min auf dem Thermomixer 

bei  4°C  und  1000 U/min  geschüttelt.  Nach  einer  Zentrifugation  bei 

13.000 rpm, 4°C und 10 min kann der Überstand verworfen werden und das 

Pellet wird mit einem Elutionspuffer bestehend aus 10 mM Tris-HCl pH 7,5 

mit 1,5 M NaCl erneut für 30 min auf dem Thermomixer unter o.g. Einstel-

lungen  geschüttelt.  Es  erfolgt  eine  weitere  Zentrifugation  unter  den  o.g. 

Einstellungen. Heparin-gebundene Proteine sollten nun wieder in den Über-

stand überführt worden sein und gegenüber anderen im Lysat befindlichen 

Proteinen  eine  Anreicherung  erfahren  haben.  Das  Pellet  kann  verworfen 

werden und der Überstand wird alsbald für eine SDS-PAGE verwendet.

4.6 Elektrophoretische Verfahren

Bei der Elektrophorese wandern elektrisch geladene Teilchen durch ein 

Trägermaterial in einem elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit 

bzw. Entfernung zum Startpunkt diverser Stoffe ist proportional zur Feld-

stärke und der Ionenladung und umgekehrt proportional zum Teilchenra-

dius und der Viskosität des Trägermaterials. Dieses ist in den meisten Fällen 

ein Gel mit definierter Porenweite, welches als Molekularsieb fungiert. Ein 

größerer  Teilchendurchmesser  wirkt  sich  also  stärker  hemmend  auf  die 

Wanderungsgeschwindigkeit aus. Durch unterschiedliche Ionenladung und 

Teilchendurchmesser  bewegen  sich  verschiedene  Stoffe  unterschiedlich 

schnell und erreichen eine Auftrennung entsprechend ihrer elektrophoreti-

schen Mobilität und ihres Molekulargewichts. Zur Trennung von Stoffgemi-

schen, wie in diesem Fall von einem Proteingemisch mit Membranbestand-

teilen, eignet sich die Elektrophorese daher gut.
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4.6.1 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen wird in dieser Arbeit ein Polyacrylamidgel 

verwendet. Das gesamte Verfahren wird SDS-PAGE (sodium-dodecylsulfate 

polyacrcylamide  gel  electrophoresis) genannt. Die Zugabe von SDS denatu-

riert die Raumstruktur der Proteine und fördert die Solubilisierung. SDS als 

negativ geladenes Detergens heftet sich mit seinem aliphatischen Rest an die 

Proteinmoleküle. Mit der negativ geladenen Seite stößt es sich von benach-

barten negativen SDS-Molekülen ab und führt somit zu einer Linearisierung 

der Proteinmoleküle. Da mehrere hundert negativ geladene SDS-Moleküle in 

Folge der Reaktion an die Proteinmoleküle binden, wird die Eigenladung der 

Proteine maskiert und kann vernachlässigt werden.

Zur Durchführung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die 

zu untersuchenden Proteinproben auf eine einheitliche Konzentration von 

1 µg/µL eingestellt. Diese Proben, ein Proteingrößenstandard und ein Aliquot 

Probenauftragspuffer  werden  bis  zur  Verwendung  auf  Eis  gelagert  bzw. 

aufgetaut.  Die  Auftrennung  der  Proben  erfolgt  in  dieser  Arbeit  mittels 

TGX™-Fertiggelen der Firma Bio-Rad. Diese verwendeten Gele besitzen eine 

Gradientenmatrix von 4-15 % und erlauben somit eine saubere und repro-

duzierbare Auftrennung der Proben.

Die Gele werden in die Elektrophoresekammer eingesetzt, der Elektropho-

resepuffer wird aus 100 mL der entsprechenden Stamm-Lösung mit Wasser 

zu einem Volumen von 1 L verdünnt und die o.g. Kammer damit befüllt. Alle 

Probentaschen  werden  nach  Entfernen  des  Kammes  zur  Gestaltung  der 

Probentaschen anschließend vorsichtig mit Elektrophoresepuffer gespült.

Die  Proteinproben  können  nun  mit  einer  Konzentration  von  25-50 µg 

Gesamtprotein pro Bahn auf dem Gel aufgetragen werden. Dazu werden sie 

zuvor mit PAP im Verhältnis 1:1 versetzt, wobei auf das maximale Fassungs-

vermögen  der  Taschen  von  35 µL  zu  achten  ist.  Ebenso  wird  auch  der 

Größenstandard  mit  PAP  versetzt.  Anschließend  werden  alle  Proben  für 

30 Minuten  bei  37°C  im  Thermostat  inkubiert.  Dabei  werden  die  Disul-

fidbrücken der Proteine reduziert. Anschließend erfolgen die Beladung der 
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Probentaschen und die  elektrophoretische  Trennung durch Anlegen einer 

Spannung von 200 V. Die Elektrophorese wird beendet, sobald die Brom-

phenolblaubande  das  Ende  des  Gels  erreicht  hat,  i.d.R.  aber  nach 

50 Minuten.

Das  Gel  wird  anschließend  aus  der  Apparatur  entnommen  und  das 

Sammelgel  mit  einem  Skalpell  abgetrennt.  Nun  besteht  die  Möglichkeit, 

entweder alle  Proteine mittels  Silberfärbung einzufärben,  um einen Über-

blick  über  die  enthaltenen  Proteine  zu  erhalten,  oder  einzelne  Proteine 

mittels Western-Blot-Technik spezifisch nachzuweisen.

4.6.2 Western-Blot

Beim Western-Blot, auch Immunblot genannt, werden Proteine auf eine 

Trägermembran übertragen (engl.:  blotting). Anschließend können sie über 

unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden. Die Übertragung wird in 

diesem Fall durch elektrischen Strom gewährleistet, so dass auch hier von 

Elektrophorese gesprochen wird.

Bei diesem Blot wird ein elektrisches Feld senkrecht zur Auftrennung im 

Polyacrylamid-Gel  angelegt,  so  dass  die  Proteine  aus  dem  Gel  auf  eine 

PVDF-Membran wandern können.  An der  Membranoberfläche  bleiben  sie 

nach dem Muster ihrer elektrophoretischen Auftrennung aufgrund hydro-

phober Wechselwirkungen haften. Darüber hinaus kann das an den Prote-

inen angelagerte  SDS wieder ausgewaschen werden,  so dass  die  Proteine 

teilweise  renaturieren  und  ihre  Sekundär-  und  Tertiärstruktur  wieder 

einnehmen können.

Nach Immobilisation der Proteine auf dieser Membran kann ein gesuchtes 

Protein mit einem spezifischen Antikörper markiert werden. Der so gebun-

dene Antikörper wird schließlich mittels eines zweiten Antikörpers nachge-

wiesen,  der  gegen den Fc-Bereich des primären Antikörpers gerichtet  ist. 
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Durch eine Enzymreaktion kann der gesamte Antikörperkomplex schließlich 

optisch detektiert werden.

Das Trenngel muss vor der Durchführung des Western-Blots für mindes-

tens 5 min in Transferpuffer äquilibriert werden. Währenddessen wird eine 

auf  Trenngelgröße  zugeschnittene  PVDF-Membran,  20 s  mit  Methanol 

benetzt und bis zur Verwendung in Transferpuffer aufbewahrt. Der Blotting-

Tank  wird  mit  einem  gefrorenen  Kühlakku  versehen,  mit  Transferpuffer 

gefüllt und ein Magnet-Rührfisch zugefügt. Die so zusammengesetzte Appa-

ratur wird auf einem Magnetrührer platziert. Die nächsten Arbeitsschritte 

erfolgen unter Luftausschluss in einer mit Transferpuffer gefüllten Entwick-

lerschale. Das Gel und die Membran werden gemäß der Herstellerangabe in 

die Blot-Kassette eingesetzt und evtl. eingeschlossene Luftblasen zuvor sorg-

fältig durch Ausstreichen mit einem Glasstab entfernt. Die fertige Kassette 

wird in die vorbereitete Apparatur eingesetzt und fehlender Transferpuffer 

bis  zur  vollständigen Bedeckung aufgefüllt.  Nach Verschließen der  Appa-

ratur  werden  bei  einer  Spannung von  100 V  und einer  Stromstärke  von 

350 mA innerhalb von 60 min die Proteine vom Gel auf die Membran über-

tragen.

Nach Vollendung des Elektroblots wird zur Visualisierung die Antigen-An-

tikörper-Reaktion  durchgeführt.  Dazu  wird  die  Membran abwechselnd  in 

verschiedenen  Lösungen  bei  RT  auf  dem  Horizontalschüttler  inkubiert. 

Zunächst  wird  die  Membran  für  eine  Stunde  in  Blockierungslösung 

belassen, dabei wird die Membranoberfläche mit Milchproteinen abgesättigt, 

um  eine  spätere  unspezifische  Antikörperbindung  zu  minimieren.  Über-

schüssige  Blockierungslösung  wird  anschließend  mehrmals  mit  jeweils 

frischer TBST-Lösung abgewaschen. Im Anschluss daran wird die Membran 

mit der Primärantikörperlösung inkubiert. Dies erfolgt in 15 mL der entspre-

chenden  Lösung  für  eine  Stunde  bei  RT  unter  stetigem Schütteln.  Über 

Nacht  wird  die  Inkubation  des  Blots  in  der  Antikörperlösung  im  Kühl-

schrank  fortgesetzt.  Am nächsten  Morgen  wird  die  Membran  erneut  mit 

TBST-Lösung gespült.  In einer  Lösung von 10 mL 5 %igem (m/V) Mager-

milchpulver in TBST wird der sekundäre Antikörper im Verhältnis 1:20.000 
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verdünnt und die Membran für 1,5 h bei RT inkubiert. Der sekundäre Anti-

körper richtet sich gegen den Fc-Bereich des primären Antikörpers und ist 

mit  dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRPi)  konjugiert.  Daran anschlie-

ßend wird die Membran erneut in TBST gewaschen und die Antikörperlö-

sung verworfen. 

Zur Detektion bzw. Visualisierung des Antigen-Antikörperkomplexes wird 

ECL-Reagenzi gemäß den  Herstellerangaben hergestellt.  Die  TBST-Lösung 

wird abgeschüttet und 2 mL der ECL-Lösung gleichmäßig auf die Membran 

pipettiert. Dieser Ansatz wird für mindestens 15 min inkubiert. Die an den 

i HRP = engl.: horseradish peroxidase

i ECL = engl.:  enhanced chemiluminescence
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Abbildung  18:  Schematische  Darstellung  der  Immundetektion. Der  primäre 
Antikörper bindet das Epitop seines Antigens, welches auf einer Membran fixiert ist. 
An das Fc-Fragment des primären Antikörpers bindet ein sekundärer Antikörper. 
Dieser ist mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradisch peroxidase = 
HRP) gekoppelt. HRP katalysiert die Reaktion von Luminol in seine oxidierte Form. 
Im  Basischen  kommt  es  zunächst  zur  Deprotonierung  unter  Entstehung  eines 
Diazachinon-Dianions.  Unter HRP-Katalyse  reagiert  das Molekül  zum Peroxodia-
nion, welches rasch unter Abspaltung von N2 in ein angeregtes 3-Aminophthalat 
übergeht. Unter detektierbarer Emission von Chemilumineszenz fällt dieses Molekül 
in seinen Grundzustand zurück. Abbildung modifiziert nach [276].
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sekundären Antikörper konjugierte Peroxidase katalysiert eine Reaktion mit 

dem ECL-Reagenz,  die  zur  Chemilumineszenz  führt  (siehe  auch Abb. 18) 

und  mittels  der  Geldokumentationseinheit  zeitnah  detektiert  und  ausge-

wertet werden kann.

4.6.3 Silberfärbung

Die Silberfärbung vermittelt einen Überblick über die Verteilung einzelner 

Proteine  und ihrem Anteil  am Gesamtprotein.  Dabei  werden die  Proteine 

zunächst durch die Entfernung von SDS im Gel fixiert und anschließend 

durch Silbersalze sichtbar gemacht. Dabei bindet ionisches Silber an Amino-

säure-Seitenketten  und wird  nach  Reduktion  der  Silberionen  zu  elemen-

tarem  Silber  sichtbar.  Durch  die  vorherige  Reduktion  der  Seitenketten 

mittels DTT wird die Bindungsfähigkeit für Ag+ noch weiter erhöht. Silber 

bindet  mit  einer  Nachweisgrenze  im  Bereich  von  0,1-1 ng  die  meisten 

Proteine, damit ist die Silberfärbung sehr sensitiv.

Das zu färbende Trenngel wird mindestens für 1 h in Fixierlösung unter 

leichtem Schütteln inkubiert.  Anschließend wird das Gel mit einer 1:1 in 

Aqua dem. verdünnten Fixierlösung für 15 min geschwenkt, gefolgt von einer 

Behandlung in Aqua dem. gleicher Zeit. Es folgen 15 minütige Inkubationen 

unter Schwenken mit frisch hergestellten Lösungen in DTT-Lösung 325 µM 

und in 0,1%iger Silbernitrat-Lösung. 

In  der  eigentlichen  Entwicklungsreaktion  werden  nun  die  Banden 

sichtbar.  Dafür  wird  das  präparierte  Gel  kurz  in Wasser  gewaschen und 

anschließend Entwicklungslösung zugegeben. Nach einer ersten Dunkelfär-

bung der Lösung wird diese sofort abgegossen, durch frische ersetzt und das 

Gel bis zur gewünschten Farbintensität der Banden geschwenkt. Die Farb-

reaktion wird durch Abgießen der Entwicklungslösung und zügiges Ersetzen 

durch 5%ige Essigsäure gestoppt. Nach einer Behandlung von mindestens 

5 min in dieser Lösung kann das Gel in eine 3%ige Glycerol-Lösung über-

führt und bis zur Dokumentation aufbewahrt werden.
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4.7 Mikroskopische Verfahren

4.7.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie ist eine Sonderform der Licht-

mikroskopie, die sich das Fluoreszenzphänomen zu Nutze macht. Fluores-

zenzfarbstoffe werden hierbei durch Licht im Bereich ihrer Anregungswellen-

länge angeregt und strahlen unmittelbar danach Licht einer anderen Wellen-

länge ab, welches durch spezielle Filter beobachtet werden kann.

Die  hier  getätigten  Untersuchungen  wurden  ausschließlich  an  einem 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop durchgeführt. Bei dieser Technik ist 

der Strahlengang zunächst durch eine Anregungslochblende auf einen Punkt 

im Objekt fokussiert, welcher vom Laserlicht abgetastet wird. Als Objektiv 

wie  auch als  Kondensator  dient  eine  Linse,  wodurch der  Abgleich zweier 

Linsen entfällt. Das verwendete Laserlicht tritt durch die Apertur und wird 

auf  einem halbdurchlässigen  (dichroitischen)  Spiegel  konzentriert,  den es 

passiert. Von hinten trifft es nun auf das Objektiv und wird durch dieses auf 

die Probe gestrahlt. Hier erfolgt die spezifische Anregung der Fluoreszenz-

farbstoffe innerhalb der Probe. Die verwendeten Wellenlängen zur Anregung 

werden erzeugt durch einen Argon-Laser und einen Festkörperlaser, der mit 

der  Strahlung  von  Diodenlasern  gepumpt  wird  (DPSSi).  Die  verwendeten 

Anregungswellenlängen betragen 405 nm (Laserdiode), 488 nm (Argon-Laser) 

und 561 nm (Festkörperlaser). Zur Emissionserfassung stehen verschiedene 

Filter zur Auswahl, die im Bereich  der entsprechenden Emissionsmaxima 

der  sekundären  Antikörper  liegen  (450±50 nm,  482±35 nm,  525±25 nm, 

595±50 nm).

i  DPSS engl.: diode pumped solid state
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Das emittierte  Licht  wird zurück geleitet,  kann den Strahlenteiler  aber 

nicht durchdringen und wird nun vom ihm reflektiert und auf eine weitere 

Linse geleitet. Dort ist eine Lochblende (engl.  Pinhole) angebracht die sämt-

liche optischen Informationen abschirmt, die nicht aus der Fokusebene des 

Präparates stammen.  Da man somit  lediglich Licht  aus einem Punkt  der 

Probe erhält, muss das Präparat in allen drei Raumrichtungen abgetastet 

werden, um einen ausreichend großen Bildausschnitt zu erhalten. Über die 

Bewegung des Objekttisches wird dies bewerkstelligt. Die eigentliche Infor-

mation und Darstellung des Bildausschnittes wird anschließend über die 

Digitalisierung  der  Einzelpunktinformationen  an  einem  angeschlossenem 

Rechner ermöglicht, somit entsteht eine dreidimensionale Abbildung.

4.7.1.1 Anfärbung von Zellstrukturen

Etwaige Unterschiede im Expressionsmuster zwischen Wildtyp und trans-

fizierten Zellen lassen sich durch Antikörpermarkierung und die  resultie-

rende Fluoreszenzintensität des Proteins Cyr61 und verschiedener Zellorga-

nellen  kenntlich  machen.  Es  soll  die  Cyr61-Expressionsmenge,  eine 

mögliche Veränderung der Lysosomenanordnung bzw. etwaige Internalisie-

rung des Cyr61 in den Lysosomen und die Anordnung des Cyr61 zu den 

Golgi-Vesikel untersucht werden. Cyr61 und die Golgi-Vesikel werden dabei 

im Sandwichverfahren zunächst mit einem Primärantikörper und anschlie-

ßend  mit  einem Sekundärantikörper  markiert,  welcher  gegen  den  ersten 

Antikörper gerichtet und mit einem Fluoreszenzlabel versehen ist. Die Lyso-

somen lassen sich mit einem speziellen Farbstoff anfärben, dabei handelt es 

sich um Lysotracker®Red DND-99. Dieser Fluorophor ist mit einer schwa-

chen Base verbunden, welche die Zellmembran durchdringen kann und sich 

bevorzugt in sauren Bereichen, den Lysosomen, anlagert. Als Besonderheit 

gegenüber anderen Farbstoffen muss der verwendete von lebenden Zellen 

aufgenommen und verstoffwechselt werden.

Von den zu untersuchenden Zellarten werden 1,25 · 105 Zellen pro Vertie-

fung in einer 6-well-Platte auf runden Deckgläsern eingebracht und bis zum 
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nächsten Tag unter den unter Kapitel 4.2.1 beschriebenen Bedingungen im 

Inkubator belassen. Jeder bewachsene Glasträger wird für 15 min mit einer 

0,1 µM Lysotracker-Nährmedium-Lösung inkubiert. Nachdem der Glasträger 

zweimal mit PBS-Puffer gewaschen wurde, werden die Zellen mit 3,7 %igem 

Formaldehyd in PBS für 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach Entfer-

nung des Formaldehyds wird eine 0,01 %ige Tween®20-PBS-Lösung auf die 

Zellen gegeben und für 15 min inkubiert. In dieser Zeit bewirkt das Tensid 

die Bildung von Poren in den Zellmembranen, wie sie später für die Anti-

körper  benötigt  werden,  um intrazelluläre  Strukturen zu erreichen.  Nach 

einem  weiteren  Waschschritt  werden  durch  die  Zugabe  von  1 %iger 

BSA-PBS-Lösung für 60 min bei Raumtemperatur unspezifische Bindungen 

verhindert.  Das  Aufbringen  der  primären  Antikörper  kann  nach  einem 

erneuten Waschschritt erfolgen. Es werden etwa 0,83 µg des gegen Cyr61 

gerichteten und ebenso 1 µg des gegen die Golgi-Vesikel gerichteten Antikör-

pers auf die Zellen gebracht. Durch Auflegen eines zweiten, eckigen Deck-

glases wird die Verteilung zwischen der Zellschicht  optimal  gewährleistet. 

Für 90 min wird den Antikörpern im Inkubator die Möglichkeit gegeben an 

ihre Zielstruktur zu binden, danach werden ungebundene Antikörper abge-

waschen und die passenden sekundären Antikörper  nach Herstellerangaben 

den Zellen zugesetzt.  Nach weiteren 90 min Inkubation werden die Deck-

gläser gewaschen und für 5 min mit der Substanz DAPI versetzt, um in der 

DNA der Zellen Adenin-Thymin-reiche Regionen zu markieren. Zur Dehydra-

tation der Zellen und Steigerung der Farbbrillanz erfolgen Waschschritte mit 

steigenden Ethanol  Konzentrationen,  bevor  die  Deckgläser  zum Trocknen 

gelegt werden.

Identisch präpariert und angefärbte Deckgläser werden zum Vergleich in 

Wildtyp  und  transfizierter  Variante  zusammen  auf  einem  Objektträger 

mithilfe von Fluoromount® fixiert und für 24 h bei Raumtemperatur gelagert, 

ehe sie am Fluoreszenzmikroskop (Nikon Ti Eclipse) vermessen werden.
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4.7.2 Zelladhäsion unter physiologischen Flussbedingungen

Unter  Flussbedingungen  wurde  die  Bindungsfähigkeit  von  Zellen  an 

immobilisierten Rezeptorproteinen untersucht. Eine spezielle Flusskammer 

erlaubt es dabei die Verhältnisse in einer postkapillaren Venole zu simu-

lieren. Bei der Auswahl des Rezeptorproteins wurde VCAM-1 gewählt, um die 

physiologisch wichtige Bindung mit  seinem Partnerprotein VLA-4 auf den 

verwendeten Zellen zu charakterisieren. Unter konstantem Pufferfluss kann 

im Folgenden die Zelladhäsion unter Einfluss von Stimulantien oder Inhibi-

toren beobachtet werden.

4.7.2.1 Aufbau der Durchflussapparatur

Bei der verwendeten Apparatur handelt es sich um einen transparenten 

Polyacrylblock,  in  den die  eigentliche  Flusskammer hineingefräst  ist.  Der 

konkrete  Aufbau  ist  in  einer  Publikation  von  Bendas  et  al.239 detailiert 

beschrieben. Die Flusskammer wird einseitig von einem Glasplättchen, mit 

dem jeweils  immobilisierten Rezeptorprotein,  mittels  eines Dichtungsrings 

und Schrauben verschlossen (siehe auch Abb. 19).  In dieser geschaffenen 

Kammer  kann  nun  durch  Ein- und  Auslassöffnungen  das  Fließmedium 

laminar fließen. Die Fließgeschwindigkeit des verwendeten Puffers wird über 

den hydrostatischen Druck auf 2 mL/min eingestellt und entspricht unter 

Berücksichtigung der Kammerabmessungen einer in den Venolen vorherr-

schenden Scherrate  von 200/s239.  Der  eigentlichen Kammer direkt  vorge-

schaltet ist eine Blasenfalle, die zum Einen Luftblasen aus dem System fern-

halten soll und zum Anderen als Injektionshilfe für die Zellen und verwen-

deten Testsubstanzen dient. 
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4.7.2.2 Reinigung und Beschichtung der Glasplättchen

Die verwendeten Glasplättchen der Stärke 3 und eines Durchmessers von 

18 mm müssen vor Verwendung einem Reinigungs- und Beschichtungspro-

zess unterzogen werden. Im ersten Schritt wird die Oberfläche derart gerei-

nigt, dass lediglich freie Silanolgruppen des Glases für die weitere Funktio-

nalisierung zur Verfügung stehen. Dazu werden die Plättchen zunächst in 

einem Gemisch aus sieben Teilen Schwefelsäure 95-97 % und drei Teilen 

Wasserstoffperoxid 30 % unter Ultraschalleinfluss bei 80°C behandelt. Nach 

sorgfältigem Waschen in Aqua dem. erfolgt eine weitere Reinigung in einem 

Gemisch aus einem Teil Ammoniaklösung 26 %, einem Teil Wasserstoffper-

oxidlösung 30 % und fünf Teilen Aqua dem. unter den o.g.  Bedingungen. 

Nach erneutem Waschen in Aqua dem. werden die Deckgläschen vereinzelt 

im Trockenschrank  getrocknet.  Die  Funktionalisierung  erfolgt  nun durch 

Cyanurchlorid als Kopplungspartner zwischen der Glasoberfläche und den 

verwendeten Proteinen. In einer Mischung aus trockenem Chloroform und 

Cyanurchlorid  1 mg/mL  werden  die  Plättchen  unter  Ultraschalleinfluss 

behandelt. Die Hydroxylgruppen der Silanole reagieren unter diesen Bedin-

gungen  unter  Abspaltung  von  Chlorwasserstoff  mit  dem  Cyanurchlorid. 

Nach erfolgtem Spülen der Deckgläschen in trockenem Chloroform werden 
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Abbildung  19:  Schematische Zeichnung der Durchflusskammer. Die  Darstel-
lung zeigt den Querschnitt der verwendeten Durchflussapparatur. An der Unter-
seite befindet sich das mit VCAM-1 beschichte Glasplättchen, welches die Fluss-
kammer  mithilfe  einer  Gummidichtung  und  eines  Metallringes  einseitig 
verschließt. Abbildung modifiziert nach [239].
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sie  erneut getrocknet  und können dann für mehrere Wochen aufbewahrt 

werden.

Die so vorbereitete  Oberfläche ist  nun für eine kovalente  Bindung von 

Proteinen zugänglich. Das Rezeptorprotein VCAM-1 wird zu 0,2 µg in einer 

Lösung aus 10 µL BSA 4% und 60 µL Boratpuffer pH 8,8 auf ein Plättchen 

aufgebracht und für  mindestens 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Freie, 

reaktive Gruppen des Cyanurchlorids reagieren bei diesem pH-Wert nun mit 

freien Aminogruppen des Proteins unter Abspaltung von Chlorwasserstoff. 

Nach  vorsichtigem  Abspülen  mit  Aqua dem.  hat  sich  ein  Monolayer  aus 

VCAM-1 auf  dem Glasplättchen  ausgebildet,  welches  nun in  die   Fluss-

kammer eingebaut und für die Versuche verwendet werden kann.

4.7.2.3 Durchführung von Zelladhäsionsexperimenten

Bei den Adhäsionsuntersuchungen eingesetzte Zellen werden unmittelbar 

vor dem eigentlichen Versuch wie unter Kapitel 4.2.3 beschrieben aus den 

Zellkulturflaschen  abgelöst.  Es  wird  dabei  auf  den  Zusatz  von  Trypsin 

verzichtet,  um  dessen  enzymatischer  Aktivität  gegenüber  extrazellulären 

Proteindomänen  und  der  etwaig  resultierenden  Funktionseinschränkung 

vorzubeugen. Nach Waschen mit PBS und Zählen der Zellen, werden diese in 

einer Konzentration von 1 Mio. Zellen pro 50 µL FKS-freiem Nährmedium 

resuspendiert. 

Die fertig zusammengesetzte Flusskammer wird auf dem inversen Mikro-

skop Axiovert 200 installiert, dabei befindet sich der beschichtete Glasträger 

im  Strahlengang  (siehe  auch  Abbildung 20).  Das  Fließmittelvorratsgefäß 

wird mit auf Raumtemperatur temperiertem PBS-Puffer gefüllt und über den 

hydrostatischen Druck die unter  4.7.2.1 beschriebene Fließgeschwindigkeit 

eingestellt.  Bei  Untersuchungen am Integrin  VLA-4  erfolgt  zunächst  eine 

fünf minütige Vorinkubation bei 37°C von 1 · 106 Zellen mit 1 mM MnCl2 

und den evtl. zu testenden Substanzen. Bei den Kontrollexperimenten fehlt 

die  jeweilige  Manganstimulation.  Über  die  Blasenfalle  werden  die  stimu-

lierten/unstimulierten Zellen alsbald in die Durchflusskammer gespült bis 
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sie im Mikroskop zu erkennen sind. Der Pufferfluss wird gestoppt und den 

Zellen für fünf Minuten Zeit zum Sedimentieren und zur Interaktion mit dem 

Rezeptorprotein  gegeben.  Anschließend  wurde  eine  Videosequenz  aufge-

nommen und dabei der Pufferfluss wieder eingesetzt, so dass das Verhalten 

der Zellen optisch erfasst wurde.

In der anschließenden Auswertung wurde die Anzahl der auf der VCAM-1 

Schicht anhaftenden Zellen zu den Zeitpunkten t = 0, 1, 2, 3 und 4 s nach 

einsetzenden Pufferfluss  durch manuelles  Zählen bestimmt.  Das Ausmaß 

der jeweiligen Adhäsion wurde als prozentualer Wert bezogen auf den Wert 

t = 0 angegeben. 
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Abbildung  20:  Versuchsaufbau  zur  Untersuchung  der  Zelladhäsion  unter 
physiologischen Flussbedingungen. Aus einem Pufferreservoir wird Fließmedium 
über  eine  Blasenfalle  in  die  Flusskammer  geleitet.  Zulauf-  und  Ablaufventile 
erlauben  die  Unterbrechung  des  Pufferflusses.  Die  Blasenfalle  erlaubt  das 
Einbringen  von  Zellen  und  Testsubstanzen  über  den  Fluss  in  die  Durchfluss-
kammer.  Über eine an das Mikroskop angeschlossene Videokamera können die 
Wechselwirkungen zwischen den Tumorzellen und dem immobilisierten VCAM-1 
aufgezeichnet werden. Abbildung modifiziert nach [269].
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4.7.3 Zellmigration

Die Zellmigration (von latein. migrare = wandern) ist die aktive Ortsverän-

derung  von  Zellen.  Dabei  lässt  sich  nicht  zwischen  einer  ungerichteten 

Spontanbewegung und einer gerichteten, chemotaktischen Bewegung unter-

scheiden. In dieser Arbeit wird zur Untersuchung der Migration und dem 

Einfluss des Proteins Cyr61 sowie verschiedener Heparine ein Scratch-Assay 

durchgeführt. Eine modifizierte Version der von Liang et al.240 beschriebenen 

Methodik wird dabei angewandt.

Die Durchführung der Experimente erfolgt in 6- oder 24-well-Platten. Die 

Vertiefungen bleiben  unbeschichtet  oder  werden mit  Collagen (10 µg/mL) 

bzw. Fibronektin (20,8 µg/mL) vorab behandelt. Dazu werden die entspre-

chenden Lösungen im well  für 1 h bei 37°C inkubiert.  Der flüssige Über-

stand  wird  danach  durch  eine  BSA-Lösung  mit  einer  Konzentration  von 

2 mg/mL ersetzt und erneut für 1 h im Inkubator behandelt. Nach einem 

Waschschritt mit sterilem PBS werden die bereits parallel abgelösten Zellen 

(siehe auch Kapitel 4.2.3) zu 1-2,5 · 105 Zellen pro Vertiefung im 6-well- und 

1,25 · 105 Zellen  pro Vertiefung im 24-well-System hinzugegeben und die 

Platten im Inkubator aufbewahrt. Den Zellen wird zum Adhärieren mindes-

tens 8 h Zeit gegeben, bevor der weitere Versuchsablauf begonnen wird.

Im Folgenden sollen verschiedene Fragestellungen behandelt werden, so 

dass die Versuchsausrichtung jeweils angepasst werden muss.

• Vergleich des aCyr61  -  Klones mit dem Wildtyp  
In dieser Variante soll untersucht werden, in wie weit eine verrin-

gerte Cyr61-Expression Einfluss auf die Migration der Zellen hat. In 

der 6-well-Platte befinden sich im direkten Vergleich die  entspre-

chenden  Klon  und  Wildtypzellen.  Mit  einer  200 µL  Pipettenspitze 

wird  dreimal  pro  Vertiefung  parallel  zueinander  durch  die  Zell-

schicht  gekratzt  ohne  die  Beschichtung  zu  beschädigen.  Die 

entstandenen Zellreste werden in einem Waschschritt mit sterilem 

PBS  entfernt  und  anschließend  frisches  Nährmedium  zugesetzt. 

97



4 Material und Methoden

Direkt im Anschluss wird die erste Aufnahme (0 h-Wert) angefertigt 

und zu festgelegten Zeiten weitere Aufnahmen durchgeführt.

• Zugabe von exogenem Cyr61  -  Protein  
Hier  ist  der  Versuchsaufbau  ähnlich  wie  in  der  vorangegangen 

Untersuchung,  allerdings  wird  dem  aCyr61-Klon  zuvor  rekombi-

nantes  Cyr61-Protein  exogen  supplementiert.  Nach  erfolgtem 

Scratch und Zugabe von frischem Nährmedium werden noch vor der 

ersten  Aufnahme  je  1,  2  oder  5 µg  Cyr61  pro  mL  Nährmedium 

jeweils in Triplikaten zugesetzt.

• Zugabe von Heparin  
Der  Einfluss  von  verschiedenen  Heparinen  auf  Klon-  bzw. 

Wildtyp-Zellen wird hierbei untersucht. Nach Umsetzung des Scrat-

ches  wird  zur  Testung  unfraktioniertes  Heparin,  Enoxa-

parin-Natrium und Tinzaparin-Natrium zu je 0,5 ng pro Zelle dem 

Nährmedium zugesetzt und die Aufnahmen durchgeführt.

• Zugabe von Heparinase     II  
Das  Enzym  Heparinase II  wird  in  einer  Konzentration  von 

0,25 SigmaUnits  (etwa  4,17 · 10-4 IU)  pro  Vertiefung  bereits  vier 

Stunden vor dem eigentlichen Scratch auf die Zellen gegeben und 

inkubiert.  Nach erfolgtem Scratch wird das Nährmedium auf den 

Zellen belassen und die Aufnahmen durchgeführt.

6-well-Platten  werden  am  Mikroskop  Axiovert 200  vermessen  und  die 

Versuche in den 24-well-Platten am Konfokalmikroskop Nikon Eclipse Ti. 

Die  Auswertung  erfolgt  in  unterschiedlichen  Modi,  so  werden  bei  den 

6-well-Platten drei  verschiedene  Zellfrontabstände („Breite  des Scratches“) 

pro Aufnahme vermessen. Es wird darauf geachtet bei jeder Aufnahmezeit 

stets denselben Ausschnitt aufzunehmen und auszuwerten.

Die  Aufnahmen  am  Konfokalmikroskop  erfolgen  durch  Einbringen  der 

24-well-Platte in die Klimakammer, in der die Platten über den gesamten 

Versuchszeitraum unter optimalen Bedingungen (37°C, 5 % CO2-Sättigung, 

Luftfeuchtigkeit  von  96 %)  verbleiben  können.  Bei  jeder  Aufnahme  wird 

98



4 Material und Methoden

weiterhin derselbe Ausschnitt automatisch angefahren und aufgenommen. 

Die  Analyse  der  Scratches  erfolgt  im Anschluss  durch  das  dazugehörige 

Programm mittels Parallelen-Anlegung.

Die  abschließende  Auswertung  der  Daten  vergleicht  die  jeweiligen 

Geschwindigkeiten der Migration und untersucht sie auf ihre signifikanten 

Unterschiede (p-Wert).

4.8 Biosensorische Methoden

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten „surface acoustic  wave“-Biosensor 

handelt  es sich um einen hochsensitiven Massedetektor. Ein Bindungser-

eignis an einer immobilisierten Struktur führt über die resultierende Masse-

zunahme zu einem auswertbaren Signal. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf 

die  Verwendung des SAW zur  Detektion von Rezeptor-Ligand-Wechselwir-

kungen in der Biosensorik eingegangen. Molekulare Interaktionen, wie die 

eines  Adhäsionsrezeptors  mit  seinem Liganden,  können ohne  aufwändige 

Markierung in „real-time“ erfasst und angezeigt werden241. Kinetische Daten 

können mit Hilfe einer Software extrahiert werden. Der Vorteil dieses Biosen-

sors für die vorliegende Arbeit liegt in der Variabilität der Sensoroberfläche. 

Durch chemische  Reaktionen kann eine  vielfältige  Funktionalisierung der 

Sensoroberfläche  erreicht  werden.  So  ist  es  möglich,  verschiedenste 

Rezeptor-Ligand-Interaktionen zu detektieren und zu quantifizieren. 

4.8.1 Charakterisierung und Reinigung der Quarzsensoren

Der  S-Sens® K5  verwendet  planare,  quadratische  Quarzscheiben  als 

Einkristall.  Sie  werden  vom  Hersteller  durch  einen  ST-Schnitt  in  einem 

Winkel  von  -42,5°  zur  optischen  Achse  aus  einem  Urkristall  (-Quarz) 

geschnitten. Als Charakteristikum dieser Schnittart ist die Entstehung des 

Guiding Layers zu nennen.  Auf diese Schicht  wird unter Reinraumbedin-
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gungen eine  150 nm dünne Goldschicht  (Cr/Au)  in Form der  in  Abb. 21 

dargestellten Struktur aufgedampft.

Außerdem gewährleistet dieser Schnitt eine ausgesprochene Temperatur-

stabilität der entstehenden Schwingung. Die Resonanzfrequenz des Quarzes 

liegt zwischen 145 und 155 MHz. Die Abmessungen betragen 14 x 19 mm, 

die Dicke des gesamten Sensors 0,5 mm und die  aktive  Sensoroberfläche 

beträgt pro Kanal  7,45 mm², also insgesamt 37,25 mm² für den gesamten 

Sensor.

Zum Reinigen  der  Oberfläche  der  Quarze  wird  diese  mit  frisch  herge-

stellter Piranha-Lösung (= Carosche Lösung) benetzt. Dazu werden ein Teil 

30 %iger  Wasserstoffperoxidlösung  mit  drei  Teilen  95-97 %iger  Schwefel-

säure  unter  Wasserkühlung  gemischt.  Es  entsteht  Peroxomonoschwefel-

säure, die auch Carosche Säure genannt wird.

H2SO4 + H2O2 → H2SO5 + H2O Gl. 3

Der Carosche Lösung wird nach Herstellung kurz im Wasserbad belassen, 

damit sie abkühlen kann. Für die Reinigung der Quarze wird deren Ober-

fläche für zwei Minuten mit dieser Lösung bedeckt und anschließend mit 

Aqua  dem.  abgespült.  Der  Quarz  wird  im Luftstrom getrocknet  und  der 

gesamte Vorgang noch zwei weitere Male wiederholt. Danach sind alle Thiol-

verbindungen auf der Quarzoberfläche oxidativ aufgebrochen.  Ein Wasch-

schritt mit Aceton wird zwischen der zweiten und dritten Reinigung mit der 

Säure  durchgeführt,  damit  auch  organische  Verunreinigungen  wie  bspw. 

anhaftende Lipide entfernt werden.
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Abbildung  21:  Oberseite  der  verwen-
deten Quarze mit Goldkontakten.
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Nach erneutem Spülen mit  Ethanol  und anschließendem Trocknen mit 

synthetischer Luft sind die Quarze wieder in ihrem Urzustand und können 

für eine erneute Immobilisierung direkt  verwendet  oder trocken im Kühl-

schrank gelagert werden.

4.8.2 Beschichtung der Quarzsensoren

Für die Beschichtung der Quarze stehen je nach Anwendung verschiedene 

Methoden zur Verfügung. Dabei wird zunächst einmal unterschieden, ob die 

Beschichtung des Quarzes außerhalb der Messeinheit (ex-situ) oder inner-

halb  der  Messeinheit,  während  der  Aufzeichnung  eines  Sensorgrammes 

(in-situ)  geschieht. Weiterhin ist die erste Schicht,  die Funktionalisierung, 

auf der Oberfläche des Quarzes entscheidend für die entsprechende Anwen-

dung.

4.8.2.1 Ex situ-Immobilisierung von Membranen

In der vorliegenden Arbeit werden ausschließlich Modellmembranen (defi-

nierte  Phospholipid-Bilayer)  über  diese  Immobilisationsmethode  auf  den 

Quarz aufgebracht. Gereinigte Quarze werden für mindestens 12 Stunden in 

einer Chloroformlösung mit 1 mM Hexadecan-1-thiol eingelegt. Dabei bildet 

sich ein lückenloser Monolayer durch Reaktion des Thiols mit der Goldober-

fläche aus. Dieses Verfahren wird auch „self assembling“ genannt und es 

entsteht ein sogenannter SAM (engl.: „self  assembled monolayer“). Nach der 

Inkubation  wird  der  Quarz  mit  Ethanol  gespült  und  im  Luftstrom 

getrocknet.

Die Übertragung der Membran erfolgt über die Langmuir-Blodgett-Technik 

mittels einer Filmwaage. Dazu muss im Vorfeld für jedes Phospholipid bzw. 

deren  Mischungen  eine  individuelle  Bruchkurve  ermittelt  werden.  Die 

Bruchkurven geben an, bei welchem Kollapsdruck ein komprimierter Lipid-

film seine Ordnung verliert und die Lipide lateral übereinander geschoben 

werden.  Hierzu  wird  die  Langmuir-Blodgett-Filmwaage  mit  Wasser  gefüllt 
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und  das  in  Chloroform  gelöste  Lipid  mittels  Hamiltonspritze  in  einem 

Volumen von 10 µL auf die Wasseroberfläche gegeben. In einer Ruhezeit von 

10 min  verdunstet  das  Chloroform  und  den  Phospholipiden  wird  die 

Möglichkeit gegeben sich entsprechend ihrer Polarität auf der Luft-Wasser-

Grenzfläche  anzuordnen.  Durch  die  Bewegung  einer  Barriere  mit  einer 

Geschwindigkeit von ca. 330 µm s-1 wird computergestützt durch die Soft-

ware Ruk Trough Control der Kollapsdruck ermittelt. Die Lateraldruckände-

rung wird dabei von einem frei hängenden Kraftaufnehmer als Änderung der 

Oberflächenspannung verfolgt. Nach Abzug einer gewissen Toleranz erhält 

man den individuellen Kompressionsdruck für das verwendete Lipid oder 

eine Lipidmischung. Für die hier verwendeten Lipide und deren Mischungen 

konnten folgende Kompressionsdrücke ermittelt werden:

Lipid/Lipidmischung Mol-Verhältnis Kompressionsdruck

DSPC 100 % 54,0 mN/m
DPPC/DOGS-NTA 80 %/20 % 54,1 mN/m

Tabelle 4.3: Kompressionsdrücke der verwendeten Lipide/Lipidmischungen.

Für  die  eigentliche  Übertragung  der  Membran  wird  also  nun  das 

gewünschte  Membranlipid  auf  die  Wasseroberfläche  aufgebracht  und 

entsprechend  seinem  individuellen  Kompressionsdruck  der  Lipidfilm 

komprimiert. Ist der Lateraldruck erreicht wird der vorbereitete Quarz senk-

recht mit einer Geschwindigkeit von 170 µm s-1 durch den Lipidfilm in die 

Wasserphase getaucht. In diesem Vorgang treten Interaktionen in Form von 

Van-der-Waals-Kräften und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den 

hydrophoben  Alkanketten  der  Phospholipiden  und  der  Hexadecanthiol-

schicht  auf,  wodurch  eine  Monolayer-Phospholipid-Schicht  komplettiert 

wird.  Verstärkt  durch  den  eingestellten  Lateraldruck,  welcher  in  diesem 

Vorgang auch computergestützt nachjustiert wird, kommt es zur Ausbildung 

eines hochorganisierten Phospholipidlayers auf der Quarzsensoroberfläche.
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Der in das Auffanggefäß eingefahrene Quarz wird dem Langmuir-Trog erst 

entnommen, wenn die restlichen Lipide auf der Oberfläche entfernt wurden. 

Der  SAW  erfordert  für  den  Einbau  in  die  Messzelle  absolut  trockene 

Quarze  um  Beschädigungen  an  der  Messeinrichtung  oder  Kurzschlüsse 

während des Messprogrammes zu verhindern. Die mittels Langmuir-Blod-

gett-Technik  übertragenen  Membranen  dürfen  jedoch  nicht  mit  Luft  in 

Kontakt kommen, da dies zum Kollabieren des Phospholipidlayers führen 

kann.  Um  diese  Situation  zu  umgehen  wird  eine  besondere  Trockungs-

technik  des  o.g.  beschichteten  Quarzes  angewandt,  welche  sich  aus  der 

Kryopräservation verschiedener Pflanzen und Bakterien ableitet242,243. Dazu 

wird das im Auffanggefäß befindliche Wasser weitestgehend entfernt, so dass 

der  Quarz  noch  nass  bleibt  und  durch  eine  1,66 µM  Trehalose-Lösung 

ersetzt. Der Quarz verbleibt für 15 min in dieser Lösung und wird anschlie-

ßend  bei  Raumtemperatur  getrocknet.  In  diesem  Prozess  lagert  sich  die 

Trehalose (siehe auch Abb. 23) zwischen die Phospholipidköpfe  des Lipid-

layers ein. Während des Trocknens stabilisiert das Disaccharid den Lipidfilm 

und  schützt  ihn  vor  dem zu  erwartenden  Kollaps244.  Der  so  getrocknete 
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Abbildung  22:  Immobilisierung einer definierten Phospholipidschicht auf die 
Oberfläche  eines  SAW-Sensorquarzes  mittels  Langmuir-Blodgett-Technik.  A) 
Die  Phospholipide  haben  sich  ihrer  Polarität  entsprechend  an  der 
Luft-Wasser-Grenzfläche  angeordnet.  B)  Nach  Kompression  der  Phospholipide 
taucht der vorbereitete Sensorquarz senkrecht zur Wasseroberfläche in den Lang-
muir-Trog ein und bindet die Phospholipide über hydrophobe Wechselwirkungen. 
Es entsteht ein künstlicher Phospholipid-Bilayer auf der Sensoroberfläche. Modifi-
ziert nach[274].
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Quarz  kann unter  trockenen Bedingungen mehrere  Tage  gelagert  werden 

und lässt sich in die Sensoreinheit des SAW-Sensors einbauen. Durch den 

Pufferfluss wird die Trehalose ausgespült und die Membran wieder rehydra-

tisiert.

Bei  den  SAW-Messungen  finden  diese  Membran-beschichteten  Quarze 

eine besondere  Verwendung.  Durch den Einbau des Kopfgruppen modifi-

zierten  Chelator-Lipids  DOGS-NTA  (siehe  auch  Struktur  unter 

Kapitel 4.1.3.1 auf  Seite 57)  können  bspw.  His-getaggte  Proteine  an  die 

Lipidoberfläche gebunden werden. Die Abbildung 24 zeigt schematisch die 

Bindung der  His-Sequenz  an das  im NTAi chelatisierte  Nickel-Ion.  Somit 

ergibt  sich  im  Verlauf  der  Messung,  nach  Zugabe  des  jeweiligen 

Protein-Histags  eine  nahezu  naturgemäße  Darstellung  von  exponierten 

Proteinen auf einer Lipidmembran wie sie bspw. auch zell- oder endothel-

ständig zu finden sind.

i NTA = engl.: Nitrilotriacetic acid (Nitrilotriessigsäure)
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Abbildung  23:  Strukturformel  der  Trehalose. Trehalose  ist  ein  Disaccharid, 
welches aus zwei  ,´-1,1-glykosidisch verknüpften Glucose Molekülen besteht. 
Beide anomere C-Atome sind an der O-glycosidischen Bindung beteiligt,  damit 
gehört Trehalose zu den nicht-reduzierenden Zuckern.
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Bisher konnten Messungen an Membranen nur über die Herstellung von 

Membranpräparationen aus Ganzzelllysaten oder  Liposomen erfolgen.  Die 

aufgereinigten Präparationen wurden dann als Membranfraktion vesikulär 

auf dem Sensor immobilisiert75. Dazu wurde die Sensoroberfläche zuvor mit 

einer 10 mM Lösung Thioglucose behandelt. Diese bindet mit ihrem Thiol an 

die Goldoberfläche und hydrophilisiert die Oberfläche nach außen mit ihren 

Hydroxygruppen. Membranvesikel lagern sich dann gemäß ihrer Polarität an 

den hydrophilen  Gruppen bzw.  an der  hydratisierten Oberfläche  an.  Der 

Ordnungsgrad dieser Anlagerung ist allerdings nicht hoch und variiert auch 

je nach proteinogener Zusammensetzung der Membranfraktion.

4.8.2.2 In situ-Immobilisierung von Proteinen

Die  gereinigten  Quarze  werden  für  die  in  situ-Immobilisation  zuvor 

mindestens  12  Stunden  in  einer  ethanolischen  Lösung  (wasserfrei)  aus 

Mercaptoundecansäure mit einer Konzentration von 200 mM bei RT einge-

legt. Dabei bildet sich ebenfalls wie bereits oben beschrieben ein lückenloser 

Monolayer aus. 

Der Quarz wird anschließend aus der Thiollösung entnommen und mit 

96%igem Ethanol abgespült, im Luftstrom getrocknet und trocken im Kühl-

schrank bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Abbildung 24: Die Abbildung zeigt die Bindung des His-Sequenz (orange) über 
NTA-Ni2+(dunkelblau). Das  Nickel-Ion wird  über  das  Kopfgruppen-Chelatorlipid 
DOGS-NTA  über  den  anderen  Phospholipidköpfen  (schematisch,  hellblau)  der 
Membran exponiert. Abbildung modifiziert nach [268].
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Zur eigentlichen Immobilisierung wird ein Quarz mit Carboxylat-SAM-Be-

schichtung in die Messzelle des Biosensors eingebaut. Die weitere Beschich-

tung des Sensors gliedert sich in die folgenden Teilschritte:

1) Aktivierung der Säurefunktion mit Hilfe von EDC/NHS

2) Schaffung  von  stabilen  Säureamidbindungen  zwischen  dem  zu 

immobilisierenden Protein und EDC/NHS

3) Absättigung freier Bindungsstellen durch eine Mischung von Etha-

nolamin und Ammoniumacetat.

Eine  400 mM  EDC-Lösung  in  Phosphatpuffer  wird  mit  einer  100 mM 

NHS-Lösung in Phosphatpuffer  unmittelbar  vor  dem Versuch zu gleichen 

Teilen in einem Probengefäß miteinander gemischt. 

Das zu immobilisierende Protein sollte in Lösung möglichst hochkonzen-

triert vorliegen. Als Puffer bieten sich hier sowohl der o.g. Phosphatpuffer als 

auch PBS-Puffer oder auch Wasser an.  

Zur  Absättigung  frei  gebliebener  Bindungsstellung  an  der  aktivierten 

Carbonylfunktion wird eine Mischung aus gleichen Teilen einer 2 M Ammo-

niumacetat-Lösung und einer 2 M Ethanolamin-Lösung (pH 8,5) verwendet. 

Die  ablaufenden  Vorgänge  auf  molekularer  Ebene  soll  Abbildung 25 

verdeutlichen.
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Nach erfolgter  Immobilisierung des Proteins  kann außerdem noch eine 

5 %ige wässrige Glycerol-Lösung injiziert werden. Mit dieser kann bei Pro-

teinimmobilisationen ein  Gehalt  an tatsächlich  an der  Oberfläche gebun-

denem Protein errechnet werden. Dazu macht man sich die Eigenschaft des 

Glycerols  zu  Nutze,  nur  einen  Viskositätseffekt  ohne  Masseeffekt  bei  der 

Messung mit dem SAW hervorzurufen (siehe Kapitel 4.8.3).

Nach der Immobilisierung kann der Puffer gewechselt werden. Üblicher-

weise werden Messungen mit  dem Biosensor  in PBS-Puffer  durchgeführt. 

Allerdings  muss  sich  nach  erfolgtem Pufferwechsel  das  System zunächst 

äquilibrieren.  Dies  ist  in  der  Amplitude  durch  die  Viskositätsänderung 

optisch erkenntlich. Die Frequenz ändert sich durch eine in verschiedenen 

Puffern  veränderte  Hydratisierung  der  jeweiligen  Proteine  ebenfalls.  Die 
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Reaktionen während einer Prote-
in-Immobilisierung mit EDC/NHS. Die Carbonylfunktion wird durch das EDC zu 
einem reaktiven Ester  aktiviert.  Dieser reagiert  entweder direkt  mit  Aminofunk-
tionen eines Proteins oder reagiert weiter mit NHS zu einem reaktiven NHS-Ester. 
Der NHS-Ester kann durch Aminofunktionen der Proteine substituiert werden. Der 
reaktive EDC-Ester kann auch hydrolysiert werden, wodurch wieder die Carboxyl-
gruppe vorliegt.



4 Material und Methoden

eigentliche Messung mit Injektion von Bindungspartnern kann demnach erst 

erfolgen, wenn sich ein gleichmäßiger Frequenzverlauf eingestellt hat.

4.8.3 Messung mit dem S-Sens® K5

Wie bereits in Kapitel 4.8.1 beschrieben, besitzt jeder Quarz auf Grund 

seiner natürlichen Kristallstruktur ein ganz individuelles Schwingungsver-

halten mit eigenem Frequenzoptimum. Zur Ermittlung dieses Frequenzopti-

mums wird nach Einbau des Quarzes in die Messeinheit zunächst ein Spek-

trum aufgenommen. Dabei wird an den Quarz eine steigende Frequenz von 

142-155 MHz angelegt und die Phasenverschiebung sowie die Amplitude des 

Quarzes aufgezeichnet. Die Flussrate des Puffers wird mit 40 µL/min ebenso 

wie die Temperatur mit 22°C konstant gehalten. Anhand des aufgenommen 

Spektrums kann der  Zustand des  eingelegten Quarzes bestimmt  werden. 

Diese  kann  durch  kleine  Kratzer  auf  der  Sensoroberfläche  oder  durch 

unsachgemäße Reinigung variieren. Nach Festlegung des Frequenzoptimums 

für diesen Quarz kann mit der eigentlichen Messung begonnen werden.

Durch die  Aufzeichnung in Echtzeit  ist  es  möglich,  dem Phasenverlauf 

direkt anzusehen, ob ein Bindungsereignis stattfindet. So lässt sich auch 

verfolgen, ob die Immobilisationsroutine für Proteine erfolgreich verläuft und 

tatsächlich Protein auf dem Sensor immobilisiert wird. Abbildung 47 zeigt 

den  typischen  Verlauf  einer  derartigen  Immobilisationsroutine.  Zunächst 

schwingt der Quarz ein, bis er einen konstanten Frequenzverlauf aufweist. 

Es folgt die Injektion der EDC/NHS-Lösung zur Aktivierung der Carboxyl-

gruppe. Im Anschluss daran wird die Proteinlösung injiziert. Die Basislinie 

verändert ihre Lage und weist nach der Injektion eine größere Phase auf. 

Somit lässt sich feststellen, dass auf der Sensoroberfläche Protein gebunden 

hat und der Quarz nun mit einer vergrößerten Masseauflagerung schwingt. 

Die  aktivierten,  aber noch freien Bindungsstellen werden dann durch die 

Injektion  von  Ammoniumacetat/Ethanolamin  geblockt.  Auch  dies  ist  im 

Frequenz-Verlauf ersichtlich.
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Nach  erfolgter  Immobilisationsroutine  besteht  die  Möglichkeit,  das 

Ausmaß an gebundenem Protein zu quantifizieren. Dazu injiziert man eine 

5 %ige Lösung von Glycerol im jeweiligen Laufpuffer. Durch die Biosensor-

software  kann  dieser  Viskositätseffekt  mathematisch  von  anderen  Peaks 

abgezogen  werden,  so  dass  deren  Intensität  um  das  Viskositätssignal 

vermindert wird. Nach dieser Operation bleiben Peaks übrig, die nur durch 

eine Masseänderung hervorgerufen wurden. Die tatsächliche Phasenverän-

derung durch die Proteinimmobilisation wird ermittelt. Diese Frequenzände-

rung  kann  in  die  Gleichung 4  eingesetzt  werden,  und  man  erhält  die 

tatsächlich auf dem Quarz immobilisierte Menge an Protein. 

m [ g /cm² ]=∗0,000001
515

m = Masse an Protein

Δф = Frequenzänderung
Gl. 4

Gleichung 4 wurde von Gronewold et al. zusammengestellt, nachdem sie 

fluoreszenzgelabelte  Proteine  immobilisiert  und  deren  Frequenzänderung 

gemessen hatten. Anschließend wurden die so immobilisierten Proteine fluo-

reszenzspektroskopisch  ausgezählt.  Aus  dem gefundenen Zusammenhang 
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Abbildung 26:  Darstellung des Frequenzverlaufs bei einer typischen Immobili-
sationsroutine. Bei I erfolgt die Aktivierung der Carbonylfunktion durch Injektion 
von EDC/NHS. Daran schließt sich die Injektion des Proteins an (II), so dass es im 
Verlauf der Injektion zu einem charakteristischen Peak kommt. Unter III werden die 
unspezifischen und freien Bindungsstellen durch Ammoniumacetat/Ethanolamin 
abgeblockt. Unter IV folgt die Injektion einer 5 %igen (m/V) Glycerollösung. Nach 
der Immobilisationsroutine folgt  das Umpuffern des Laufpuffers  von Wasser auf 
PBS, dies wird am Peak bei V deutlich.
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geht hervor, dass 1 µg Protein pro cm² Sensoroberfläche eine Frequenzände-

rung von 515 Einheiten bewirkt245.

Die  Ermittlung  von  Bindungskonstanten  erfolgt  bei  Anwendung  des 

SAW-Biosensors  durch  die  Vermessung  von  Konzentrationsreihen. 

Bindungsereignisse können dadurch in Abhängigkeit der Konzentration des 

Analyten  bestimmt  werden.  Durch  nicht-lineare  Kurvenregression  werden 

Bindungskurven  aus  mathematischen  Modellen  an  den  tatsächlichen 

Kurvenverlauf angepasst. Grundlage bildet ein einfaches 1:1-Bindungsmo-

dell.  Die verwendete Software ermittelt  u.a.  die sogenannte  kobs,  also eine 

Assoziationskonstante bei einer ganz bestimmten Konzentration. Der Wert, 

den  kobs  annimmt,  ist  linear  abhängig  von  der  Konzentration [X]  des 

Analyten. Trägt man die für die verschiedenen Konzentrationen ermittelten 

kobs gegen die Konzentration selber auf, so erhält man durch lineare Regres-

sion der erhaltenen Punkte eine Geradengleichung gemäß Gleichung 5.

kobs = kAss [X] + kDiss Gl. 5

Aus der  Steigung der  erhaltenen Geraden kann man  kAss ableiten,  der 

y-Achsenabschnitt liefert  kDiss.  Die Gleichgewichtsbindungskonstante ergibt 

sich dann aus Gleichung 6.

K D =
k Diss

k Ass
Gl. 6
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Charakterisierung der shRNA-transfizierten PC-3 Zellen

Die Prostatakarzinomzelllinie PC-3 eignet sich durch ihr breites Integrin-

spektrum gut, um Untersuchungen zum Migrationsverhalten auf verschie-

denen Substraten durchzuführen. Aus der Literatur ist bekannt, dass diese 

Zelllinie Cyr61 in hohen Maßen exprimiert und die Produktion von außen 

durch verschiedene Stimuli zu beeinflussen ist205,246. Die Herunterregulation 

des Cyr61 in den Zellen sollte somit einen Einblick geben können, in wie 

weit  Cyr61  modulierend  auf  die  Integrinfunktion  während  der  Migration 

einwirken kann.

Das  Einbringen  von  artifizieller  DNA in  einen  Organismus  stellt  einen 

massiven Eingriff  in das natürliche Gleichgewicht des Zellzyklus dar. Das 

hier  eingebrachte  Plasmid  zur  shRNA  gesteuerten  Herunterregulation 

bestimmter Proteine wird während des üblichen Zellzyklus exprimiert und 

transkribiert. Zelluläre Proteine sind somit mit dieser fremden genetischen 

Information „beschäftigt“ und der gewöhnliche zelluläre Ablauf wird beein-

trächtigt. Dieses Kapitel soll, neben der eigentlichen Charakterisierung der 

Transfektionseffizienz  und  dem  tatsächlichen  Ausmaß  der  Ziel-Protein-

Herunterregulation,  auch einen Einblick  in  die  Folgen für  die  eigentliche 

Proteinexpression einiger ausgewählter Integrine und Kinasen eröffnen. Es 
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soll somit die Möglichkeit gegeben werden, das komplexe Zusammenspiel der 

einzelnen Proteine im Zell- und Signalling-Prozess besser zu verstehen.

5.1.1 Cyr61 Expression in der Zelllinie PC-3

Das kommerziell erhältliche shRNA-Plasmid wird, nachdem es aus dem 

E. Coli-Stamm amplifiziert,  gewonnen und gereinigt  wurde,  lipidbasiert  in 

die PC-3-Zelllinie transfiziert. Nach erfolgter Puromycin-Selektion werden die 

positiven Plasmidträger unter optimalen Bedingungen kultiviert und für die 

durchflusszytometrischen Untersuchungen präpariert, bzw. konfluente Zell-

kulturflaschen einer Zelllyse unterzogen, um die Proteine für die SDS-PAGE 

mit anschließendem Westernblot zu gewinnen. Die Cyr61 Expression des so 

geschaffenen Klones soll  somit im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp 

untersucht werden.

Es wurden insgesamt fünf verschiedene Plasmide transfiziert, die sich in 

ihrer Basenabfolge teilweise minimal unterscheiden. Es soll somit gewähr-

leistet sein, eine perfekt passende Basenpaarung zur Ziel-mRNA zu erhalten 

um den RISC-Enzymkomplex optimal zur komplementären mRNA zu führen. 

Die  Proteinexpression  wird  also  unterschiedlich  stark  von  den  einzelnen 

Plasmiden beeinflusst.  Ziel  dieser ersten Untersuchungen ist  es also,  das 

Plasmid mit der höchsten Effizienz in Bezug auf die Herunterregulation des 

Cyr61-Proteins in der verwendeten PC-3-Zelllinie ausfindig zu machen.

5.1.1.1 Durchflusszytometrische Untersuchungen

In Kapitel 2.4.3 ist beschrieben, dass es sich bei Cyr61 um das Genpro-

dukt eines  immediate-early gene handelt, also dass, das CCN1-Protein erst 

nach bestimmten Stimuli exprimiert wird. In den hier getätigten Versuchen 

wurde eine Nährmediumsaktivierung von einer Stunde durchgeführt. Dafür 

wurden  die  kultivierten  Zellen  mit  einem  sogenannten  „Hungermedium“ 

versetzt,  welches  nur  0,5 % FKS enthält.  In  diesem Medium erfolgte  die 

Kultivierung für mindestens 24 Stunden, i.d.R aber für 48 Stunden, bevor 
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dann  ein  Mediumswechsel  zu  einem  mit  10 %  FKS-Anteil  versehenen 

Medium (Vollmedium) durchgeführt wurde. Dieses wurde für eine Stunde 

auf den Zellen belassen und die Zellen dann für den Versuch präpariert. 

Die Ergebnisse kennzeichnen in der PC-3 Zelllinie Klon 5 als den vielver-

sprechendsten in Bezug auf die reduzierte intrazelluläre Cyr61 Konzentra-

tion. Bei diesen Zellen ist die Cyr61 Expression auf etwa 30 % der Expres-

sion  von  Wildtypzellen  herabgesetzt.  Von  den  erschaffenen  Klonen  zeigt 

dieser also die höchste Transfektionseffizienz (Daten der anderen Klone hier 

nicht weiter gezeigt) und wird für die nachfolgenden Versuche weiter kulti-

viert.  Dieser  Klon  wird  in  der  vorliegenden  Arbeit  weiterhin  als 

PC-3 aCyr61 Klon bezeichnet.

Nach  seiner  Expression  wird  Cyr61  vesikulär  gespeichert  und  zum 

größten Teil rasch sekretiert. Es muss daher ermittelt werden, zu welchem 

Zeitpunkt nach Beginn der Stimulation eine ausreichende Proteinmenge in 

der Zelle vorliegt, um eine Aussage über die maximal mögliche Produktion 

der Zellen treffen zu können. Die Produktion des intrazellulären Cyr61 kann 

dann mit der sekretierten Menge korreliert werden. Im Rahmen der Untersu-

chungen wurde daher auch überprüft, ob die Aktivierung mit Vollmedium 

für eine Stunde ausreichend ist und verschiedene Zeitspannen in der Nähr-
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Abbildung  27:  Cyr61  Expression  des  PC-3 Wildtyp,  PC-3 aCyr61 Klon 5  und 
PC-3 NT-Klon nach einer Stunde Mediumsstimulation.
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mediumsaktivierung miteinander verglichen. Es wurden Versuche, in denen 

die Inkubationszeiten zwischen 1, 2, 3 und 4 Stunden variiert wurden, unter 

ansonsten gleichen Bedingungen zur Kontrolle durchgeführt.

Es zeigt  sich,  dass eine Nährmediumsaktivierung von einer Stunde die 

sicherste Aussage liefert, da der Wildtyp zu diesem Zeitpunkt bereits massiv 

Cyr61 produziert hat und die Klonzellen nur auf ca. 1/3 dieser Proteinmenge 

kommen  (siehe Abbildung 28).  Für die nachfolgenden Untersuchungen ist 

genau diese große Differenz in der Cyr61 Expression relevant, um überhaupt 

Aussagen zum Cyr61-Einfluss treffen zu können.

Der Abbildung kann man weiterhin entnehmen, dass der unbehandelte 

Zustand sehr variabel in seiner Cyr61 Expression erscheint. So könnte der 

Klon  in  diesem Fall  sogar  mehr  Cyr61  als  der  Wildtyp  aufweisen.  Diese 

Erkenntnis  legt  nahe,  dass es sehr  wichtig  ist,  die  Zellen vorher absolut 

gleichmäßig zu behandeln und eine Stimulation durchzuführen. Die Repro-

duzierbarkeit  ist  sonst  nicht  gegeben,  da  man  nicht  weiß  in  welchem 

Zustand oder Zellzyklus sich die Zellen gerade befinden und somit der Cyr61 

Status stark variieren kann.
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Abbildung 28:  Cyr61 Expression des PC-3 Wildtyp und PC-3 aCyr61 Klon nach 
verschiedenen Stimulationszeiten.
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5.1.1.2 Proteinbestimmung durch SDS-PAGE und Western-Blot

Eine  weitere  Untersuchung des  Cyr61-Status der  Zellen  erfolgte  durch 

SDS-PAGE mit anschließendem Western-Blot. Dazu wurden zuvor von den 

kultivierten Zellen Ganzzelllysate wie unter Kapitel 4.5.1 beschrieben ange-

fertigt.  Damit die Ergebnisse untereinander vergleichbar sind,  wurde eine 

Proteinbestimmung  zur  Quantifizierung  des  Gesamtproteingehaltes  der 

Lysate durchgeführt. Die einzelnen Gelbahnen wurden dann jeweils mit den 

Wildtypzellen,  den aCyr61  Klonzellen  und den  NT-Klonzellen  sowie  einen 

Proteingrößenstandard versehen und entwickelt.

Da  der  Proteinanteil  des  Cyr61  im Gesamtprotein  der  Zelle  nur  einen 

geringen  Anteil  ausmacht,  wurde  eine  Proteinaufreinigung  mittels 

Heparin-Agarose  durchgeführt.  Cyr61  soll  somit  nach  der  Aufreinigung 

einen größeren  Anteil  im verbleibenden Lysat  ausmachen und durch die 

spezifische Antikörperreaktion detektiert werden können.

Abbildung 29 zeigt im direkten Vergleich die Ganzzelllysate unbehandelter 

und  über  Heparin-Agarose  „aufgereinigte“  Zelllysate  im  entsprechenden 

Molekulargrößenbereich  des  Cyr61.  Es  resultieren  deutlich  schärfere 

Banden durch die Aufreinigung und das Gesamtprotein scheint wirklich auf 

heparinbindende Moleküle angereichert zu sein. In der dargestellten Silber-

färbung  sind  allerdings  optisch  keine  Unterschiede  in  der  Expression 

bestimmter Moleküle innerhalb der unterschiedlichen Zellarten zu erkennen. 

Dennoch  ermöglicht  die  Anfärbung  des  Gesamtproteins  eine  ungefähre 
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Abbildung 29: Silberfärbung des SDS-PAGE Geles stimulierter PC-3 Zellen. 
A) PC-3 Wildtypzellen B) PC-3 aCyr61 Klonzellen C) PC-3 NT-Klonzellen S) Protein-
standard
Dargestellt ist der Molekularbereich von 25 kDa bis ca. 55 kDa, links des Protein-
standards  (S)  sind die  unbehandelten Ganzzelllysate,  rechts  dargestellt  sind die 
Lysate nach Aufreinigung über Heparin-Agarose. Die Darstellung der Silberfärbung 
erfolgt hier in Graustufen, um Intensitäten besser ausmachen zu können.
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Vorstellung  wie  Proteine  von  Interesse  im  Vergleich  zum  Gesamtprotein 

größenmäßig verteilt bzw. exprimiert werden. Hier dargestellt sind die Lysate 

der Zellen,  die  zuvor eine Mediumstimulation erfahren haben. Gegenüber 

den unstimulierten Zellen ergibt sich in der Darstellung des Gesamtprotein-

gehaltes über die Silberfärbung allerdings kein Unterschied.

Im Western-Blot wird die Proteinmenge über die Chemilumineszenz-Reak-

tion sichtbar. Cyr61 wird von den aCyr61-Klonzellen nach vorheriger Medi-

umsstimulation weniger exprimiert als von ihren entsprechenden Wildtyp-

zellen (100 % zu 40,1 %). Die homogen erscheinende  β-Aktin Bande zeigt, 

dass gleiche Mengen Gesamtprotein in den Laufbahnen aufgetragen wurden. 

Die detektierten Banden im Blot der zuvor über Heparin-Agarose aufgerei-

nigten Lysate zeigen, dass Cyr61 die Prozedur überstanden hat und mit der 

Antikörperreaktion zu erfassen ist (siehe Abbildung 30 II). Es ist allerdings 

nach der  Aufreinigung kein Unterschied in der Expression in den unter-

schiedlichen Zelltypen mehr auszumachen. Die Agarose scheint die unter-

schiedlichen Mengen an Cyr61 zu binden, allerdings bei der nachfolgenden 

Elution  aber  nur  in  einem identischen Maße,  unabhängig  von  der  zuvor 

aufgenommenen  Menge,  wieder  frei  zu  setzen.  Eine  Differenzierung  der 

Expressionsraten ist somit nicht möglich.
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Abbildung 30: Western-Blot stimulierter PC-3 Zellen. Aufgetragen sind die Ganz-
zelllysate I) stimulierter PC-3 Zellen, II) stimulierter PC-3 Zellen nach Aufreinigung 
über Heparin-Agarose.
A) PC-3 Wildtypzellen B) PC-3 aCyr61 Klonzellen C) PC-3 NT-Klonzellen
Die Molekulargrößen und Intensitäten der Banden nach halbquantitativer Auswer-
tung in Abbildung 30 I verhalten sich nach Normalisierung der Bande der Wildtyp-
zellen auf 100 %  wie folgt: A = 39,3 kDa, 100 %, B = 39,1 kDa, 40,1 %, 
C = 39,2 kDa, 112,3 %
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Der Western-Blot unstimulierter PC-3 Zellen (zuvor keine Mediumsstimu-

lation durchgeführt) zeigt neben den Banden bei ca. 40 kDa weitere Banden 

bei ca. 80 kDa. Neben dem Cyr61 Monomer wird demnach auch ein entspre-

chendes Dimer vorliegen und ebenfalls mit dem Antikörper reagieren. Diese 

Beobachtung konnte ausschließlich bei den PC-3 Zellen im unstimulierten 

Zustand gemacht werden, alle anderen durchgeführten Western-Blots haben 

ausnahmslos eine Bande im Molekulargrößenbereich des Cyr61 Monomer 

zeigen können. Auffällig ist die Intensität bei den Banden des Dimeres, so ist 

auch  hier  kein  Unterschied  in  den  Zelltypen  zu  erkennen,  obwohl  das 

Monomer nach halbquantitativer Auswertung nur 62,3 % zu der Intensität 

des Wildtyps aufweisen kann.

5.1.2 Untersuchung des Integrinstatus transfizierter PC-3 Zellen

Die Migration der Zellen erfolgt über ein komplexes Zusammenspiel von 

Zell- und EZM-Bestandteilen (siehe Kapitel 2.4.1). Es ist in diesem Zusam-

menhang interessant, das Expressionsmuster der Integrine auf den Zellen 

zu bestimmen um mögliche Bindungspartner des Cyr61 oder der verwen-

deten EZM-Bestandteile zu charakterisieren. Es wurde daher für die PC-3 

Zelllinie  der  Integrinstatus  einiger  ausgewählter  Integrine,  wie  in 

Kapitel 4.4.2 beschrieben, bestimmt. Es wird jeweils der Wildtyp mit dem 
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Abbildung  31:  Western-Blot  unstimulierter  PC-3  Zellen. Aufgetragen  sind  die 
Ganzzelllysate  I)  unstimulierter PC-3 Zellen,  II)  unstimulierter PC-3 Zellen nach 
Aufreinigung über Heparin-Agarose.
A) PC-3 Wildtypzellen B) PC-3 aCyr61 Klonzellen C) PC-3 NT-Klonzellen
Die Molekulargrößen und Intensitäten der Banden nach halbquantitativer Auswer-
tung in Abbildung 31 I verhalten sich nach Normalisierung der Bande der Wildtyp-
zellen auf 100 %  wie folgt: A = 42,8 kDa und 83,2 kDa, 100 %, B = 41,7 kDa und 
80,4 kDa, 62,3 %, C = 40,9 kDa und 79,3 kDa, 150,2 %
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Cyr61-defizienten-Klon  verglichen.  Die  dargestellten  Graphen wurden  aus 

mindestens drei verschiedenen Fluoreszenzspektren ausgewählt, wobei der 

Repräsentativste  stellvertretend  für  alle  drei  unabhängigen  Experimente 

gezeigt wird.

In den Graphen sind die Fluoreszenzen von Zellen ohne Antikörperbin-

dung (schwarz), von Zellen mit primären Antikörpern (grün) und mit sekun-

dären Antikörper (blau) gezeigt. Der orange bzw. rot ausgefüllte Graph zeigt 

die  Wildtyp- oder Klonzellen mit  spezifischer  Markierung der Zielstruktur 

durch Primär- und Sekundärantikörper.

Die Graphen teilen auf ihrer X-Achse die Fluoreszenzintensität in dekadi-

schen Logarithmen ein und auf ihrer Y-Achse ist die durch das Durchfluss-

zytometer  registrierte  Anzahl  an Fluoreszenzereignissen aufgetragen.  Eine 

Rechtsverschiebung der Kurve bedeutet somit, dass höhere Fluoreszenzin-

tensitäten gemessen wurden, d.h. in diesem Fall das vermessene Integrin in 

höherer  Konzentration/Expression  registriert  worden  ist.  Eine  Linksver-

schiebung kommt demzufolge einer verminderten Expression gleich.

Die  Überprüfungen  der  unspezifischen  Fluoreszenzen  der  Primär-  und 

Sekundärantikörper  sind  ein  wichtiges  Mittel,  um  die  Aussagekraft  der 

Messung zu überprüfen. In den meisten Fällen ist die Fluoreszenzintensität 

des primären Antikörpers ebenso groß wie die Eigenfluoreszenz der Zellen. 

Dahingegen weisen die Fluoreszenzen der sekundären Antikörper ein inho-

mogenes Bild auf. Zum einen zeigen sie eine ähnlich niedrige Fluoreszenzin-

tensität  wie  die  des  primären  Antikörpers  bzw.  der  Eigenfluoreszenz  der 

Zellen.  Zum anderen liegt  sie,  vor  allem bei  der Vermessung der  4 Inte-

grin-UE annähernd so hoch wie die der Messung von Primär- und Sekun-

därantikörper. Für die Untersuchung der 4 UE wurde ein sekundärer Anti-

körper verwendet, der an die Fc-Chimäre der IgG-Struktur des Natalizumab 

bindet.
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Tabelle 5.1: Integrinstatus der PC-3 Zelllinie, Wildtyp und Cyr61-defizienter Klon.

PC-3 Zellen

UE Wildtyp Klon

1

4

5

V

β3

Die  PC-3  Zellen  sollen  in  den  nachfolgenden  Untersuchungen  einem 

Migrationsversuch  unterzogen  werden,  es  ist  daher  von  Interesse  welche 
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PC-3 Klon

PC-3 Klon α1 (prim)

PC-3 Klon NL (sek)

PC-3 Klon α1+NL

PC-3 Klon

PC-3 Klon α4 (prim)

PC-3 Klon FITC (sek)

PC-3 Klon α4+FITC

PC-3 Klon

PC-3 Klon α5 (prim)

PC-3 Klon FITC (sek)

PC-3 Klon α5+FITC

PC-3 Klon

PC-3 Klon αV (prim)

PC-3 Klon FITC (sek)

PC-3 Klon αV+FITC

PC-3 Klon

PC-3 Klon β3 (prim)

PC-3 Klon FITC (sek)

PC-3 Klon β3+FITC

PC-3 Wildtyp

PC-3 Wildtyp α1 (prim)

PC-3 Wildtyp NL (sek)

PC-3 Wildtyp α1+NL

PC-3 Wildtyp

PC-3 Wildtyp α4 (prim)

PC-3 Wildtyp FITC (sek)

PC-3 Wildtyp α4+FITC

PC-3 Wildtyp

PC-3 Wildtyp α5 (prim)

PC-3 Wildtyp FITC (sek)

PC-3 Wildtyp α5+FITC

PC-3 Wildtyp

PC-3 Wildtyp αV (prim)

PC-3 Wildtyp FITC (sek)

PC-3 Wildtyp αV+FITC

PC-3 Wildtyp

PC-3 Wildtyp β3 (prim)

PC-3 Wildtyp FITC (sek)

PC-3 Wildtyp β3+FITC
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Integrine tatsächlich und in welchem Ausmaß exprimiert werden. Die Migra-

tionsfähigkeit  auf  den  unterschiedlichen  Substraten  kann  somit  mit  den 

entsprechenden Integrinen  korreliert  werden.  Ebenso  kann eine  mögliche 

Auswirkung  der  Transfektion  durch  die  Cyr61  Downregulation  einen 

Einfluss auf das Integrinmuster haben.

Auffällig ist zunächst eine sehr weite Rechtsverschiebung, also hohe Fluo-

reszenz, im Graph der  4-Untereinheit welche sich weder durch die Eigen-

fluoreszenz  der Zellen noch durch die  des primären Antikörpers erklären 

lässt.  Jedoch  zeigt  der  verwendete  sekundäre  Antikörper,  der  gegen 

humanes IgG gerichtet ist, eine sehr hohe unspezifische Fluoreszenz.

Die PC-3 Zellen weisen die Integrin-Untereinheiten 1 und 4 nicht auf und 

exprimieren nur im geringen Maße die Untereinheiten V  und β3. Die Unter-

einheit  5 wird  hingegen  auf  der  Zelloberfläche  dargestellt,  wobei  in  den 

Klonzellen  sogar  von  einer  stärkeren  Expression  gegenüber  den  Wildtyp-

zellen ausgegangen werden kann.

5.2 Migrationsverhalten der transfizierten PC-3 Zellen

Die Untersuchung des Migrationsverhalten der PC-3 Zellen ist eine inter-

essante  Möglichkeit,  um  die  Zelllinie  weiter  zu  charakterisieren  und 

Einblicke  in  die  metastatische  Kaskade  zu  erhalten.  Die  Schaffung  von 

Cyr61-defizienten-Klonen ermöglicht es so den Einfluss des Proteins CCN1 

auf  die  Migration  zu  beurteilen.  Durch  die  vorangegangenen  Untersu-

chungen zum jeweiligen  Integrinstatus  der  Zellen  sind  hier  wissenswerte 

Erkenntnisse zu gewinnen.

5.2.1 Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeiten

Die Migration der Zellen wurde anhand des Scratch-Assay untersucht (wie 

in Kapitel 4.7.3 beschrieben). Die Auswertung eines solchen Scratch-Assays 

ist  über  mehrere  Möglichkeiten  gegeben,  so  können  sowohl  die  Scratch-
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breiten zu verschiedenen Zeiten als auch allgemein die benötigte  Zeit  bis 

zum vollständigen Verschließen der geschaffenen „Wunde“ (Scratch) herange-

zogen werden. In der Praxis stellte sich jedoch sehr bald heraus, dass die so 

ermittelten Daten miteinander wenig vergleichbar waren. Dies ist zum einen 

auf  die  meist  wenig  reproduzierbare  Schaffung  von  gleichförmigen Kratz-

spuren, insbesondere deren Breite, als auch auf die Zellkonfluenz des jewei-

ligen  Versuches  zurückzuführen.  In  den  hier  getätigten  Untersuchungen 

wurde daher das Zusammenwachsen der Kratzspur über die Zeit beobachtet 

und die  Geschwindigkeit  der Zellen für dieses Unterfangen gemessen.  Es 

ergeben sich somit Daten, die von der eigentlichen Breite der geschaffenen 

Ritze unabhängig und damit untereinander vergleichbar sind.

Beispielhaft werden in der nachfolgenden Abbildung die Aufnahmen eines 

Scratches von MV3 Zellen auf Fibronektin zu verschiedenen Zeiten gezeigt, 

um die Vorgehensweise in der Geschwindigkeitsbestimmung zu erläutern.
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Die Scratchweite bei 0 h stellt den Ausgangspunkt der Geraden dar und 

gibt gleichzeitig den Zeitpunkt der ersten Aufnahme an, unmittelbar nach 

durchgeführtem Scratch.  Da  die  Abstände  im  Verlauf  der  Untersuchung 

immer  kleiner  werden,  ergibt  sich  somit  ein  negatives  Vorzeichen  der 

Geschwindigkeiten.  Die  Migrationsgeschwindigkeiten  aus  den  einzelnen 

Versuchen,  in  µm pro  Stunde  [µm/h]  angegeben,  werden nachfolgend in 

tabellarischer  Form  aufgeführt.  Die  Unterteilung  erfolgt  nach 

Versuchsaufbau,  d.h.  nach  der  jeweiligen  Beschichtung  oder  Zusatz  von 

Testsubstanzen.  Zur  Förderung  der  Übersichtlichkeit  sind  die  Versuche 

nummeriert. Die entsprechenden Referenzmessungen (Wildtyp und Klon auf 

der gleichen Beschichtung bestehend aus Kollagen oder Fibronektin) können 

unter der zugehörigen Versuchnummer gefunden werden und stellen bereits 

122

Abbildung 32: Migration von MV3-Zellen auf Fibronektin.
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Mittelwerte aus mindestens drei Versuchen/Messungen dar. Paarweise sind 

die Migrationsdaten von Wildtyp und Klon untereinander aufgeführt.

5.2.2 Migration der Zelllinie PC-3

Die  Prostatakarzinom-Zelllinie  PC-3  ist  aufgrund  ihres  Integrinexpres-

sionsmusters eine gut geeignete Zelllinie um Migrationsdaten zu erhalten. 

Hierbei wird stets der Wildtyp gegen den Cyr61-defizienten Klon untersucht 

und verglichen. Der Cyr61-Einfluss auf die Migration, vornehmlich über die 

Integrine, soll somit charakterisiert werden.

5.2.2.1 Migration der PC-3 Zellen auf unbeschichteten Untergrund

Die  Versuche  ohne  eine  Beschichtung  des  Untergrundes,  also  auf 

„normalem“,  angerautem Untergrund der  Zellkulturschalen  lassen  bereits 

Unterschiede in den Migrationsverhalten erkennen. Die Klonzellen migrieren 

so  auf  einem eher  migrationsuntauglichen  Untergrund langsamer  als  die 

Wildtypzellen.

Tabelle 5.2: Migrationsverhalten der PC-3 Zellen auf unbeschichteten Untergrund.

Versuch 1 2 3

PC-3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 306,4 384,8 334,8
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -18,18 -22,45 -11,08

PC-3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 381,0 441,8 394,8
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -10,27 -20,21 -4,64

5.2.2.2 Migration der PC-3 Zellen auf beschichteten Untergründen

Die Migrationsgeschwindigkeiten beschleunigen sich im direkten Vergleich 

zwischen  einer  Beschichtung  bestehend  aus  einem  EZM-Bestandteil  wie 
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bspw. Fibronektin oder Kollagen und der unbeschichteten Oberfläche. Als 

Kontrollversuch werden die  Migrationen auf einem EZM-Bestandteil  jedes 

Mal durchgeführt. Es fällt auf, dass die Geschwindigkeiten in verschiedenen 

Versuchen variieren. Aus diesem Grund können keine Absolutwerte ausge-

wertet werden, sondern muss auf die relative Beziehung der Experimente auf 

diese Kontrollversuche zurückgegriffen werden.

Bei Fibronektinbeschichtung (Tabelle 5.3) sind die Migrationsunterschiede 

zwischen  Wildtyp  und  Klon  nur  marginal.  Versuch 10  zeigt  eine  starke 

Abweichung von diesem Trend. In diesem Versuch bewegen sich die Klon-

zellen deutlich schneller als die Wildtypzellen.

Tabelle 5.3: Migrationsverhalten von PC-3 Zellen auf Fibronektin-Beschichtung.

Beschichtung Fibronektin

Versuch 1 5 6

PC-3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 481,8 315,4 351,1
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -15,35 -6,53 -23,42

PC-3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 465,6 258,7 337,1
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -7,07 -6,60 -22,32

Beschichtung Fibronektin

Versuch 8 10

PC-3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 295,8 226,0
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -26,03 -17,68

PC-3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 298,3 308,4
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -25,60 -27,73

Mit  Kollagenbeschichtung  zeigen  sich  sehr  variable  Konstellationen.  In 

frühen Versuchen stellt sich eine schnellere Migration des Wildtyps heraus, 
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während  sich  in  späteren  Versuchen  dieses  Bild  umkehrte,  obwohl  der 

Versuchsaufbau und seine Abfolge nicht verändert wurden.

Tabelle 5.4: Migrationsverhalten von PC-3 Zellen auf Kollagen-Beschichtung.

Beschichtung Kollagen

Versuch 2 3 4

PC-3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 818,6 265,5 386,4
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -38,63 -18,29 -4,50

PC-3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 357,6 315,6 345,5
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -18,46 -5,03 -4,31

Beschichtung Kollagen

Versuch 7 9

PC-3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 373,0 205,1
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -25,39 -25,40

PC-3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 333,7 295,5
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -29,32 -32,83

Insgesamt beschleunigt sich die Migration der Zellen auf diesen Unter-

gründen gegenüber der Migration auf unbeschichteten Untergründen. Dies 

lässt sich dadurch erklären, dass durch die Adhäsion und anschließende 

Bindung z.B. des Fibronektins an Integrine wie  5β1 eine Konformationsän-

derung  bzw.  Aktivierung der  Integrine  erfolgt247,248.  Auf  der  Zelloberfläche 

bilden  sich  vermehrt  Integrincluster,  die  intrazellulär  mit  dem 

Aktin-Zytoskelett verknüpft sind249,250. Eine dadurch gesteigerte Affinität und 

Avidität führt zu vermehrten Kontakten mit den EZM-Bestandteilen. Gleich-

zeitig wird die Migration durch intrazelluläres Signalling, welches u.a. durch 
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die Integrine ausgelöst wird, und einhergehenden Auf- und Abbau von Aktin 

beschleunigt248.

In Versuch 10 migrieren die Klonzellen auffällig und signifikant schneller 

als  die  Wildtypzellen  (p-Wert <0,0001).  Vor  diesem  Versuch  erfolgte  ein 

Systemwechsel von 6-well auf 24-well. Das Ergebnis könnte also auf eine 

Beeinflussung  durch  den Versuchsaufbau zurückzuführen sein.  Während 

im 6-well System die Zellen für die Aufnahmen immer aus dem Inkubator 

genommen werden müssen, können sie im 24-well System unter dem Konfo-

kalmikroskop dauerhaft unter optimalen Bedingungen in der Klimakammer 

verbleiben.  Hier  sollten  zur  Verifizierung  der  Ergebnisse  weitere,  gleich 

aufgebaute Versuche folgen.

Kollagen I  und  Fibronektin  zeigen  verschiedenartige  Effekte  auf  PC-3 

Zellen,  das  konnten  bereits  Docheva  et  al.  zeigen251.  In  ihren  Untersu-

chungen wird deutlich, dass die Zellen auf einer mit Kollagen I beschichteten 

Oberfläche signifikant schneller anwachsen als auf Fibronektin. Weiterhin 

sind  sie  flacher  und  bilden  mehr  Filopodien  mit  Mikrospikes  aus.  Eine 

erhöhte Festigkeit der Zellen aufgrund einer erhöhten Menge an Aktinfibern 

zeigt  eine direkte Beeinflussung des Aktin-Zytoskeletts vermittelt über die 

Kollagen-Integrine 1β1, 2β1 und 3β1 
252.

In Abhängigkeit von einer Kollagen- oder Fibronektinbeschichtung zeigen 

die  Migrationsgeschwindigkeiten  der  durchgeführten  Versuche  eine  deut-

liche Inhomogenität. Trotzdem lassen sich bei Versuchen, die am gleichen 

Tag durchgeführt wurden und deren Zellen im gleichen Zellzyklusabschnitt 

liegen (Versuche 6+7, 8+9), Tendenzen erkennen, dass PC-3 Zellen schneller 

auf Kollagen als auf Fibronektin migrieren. Dies trifft sowohl für die Wildtyp- 

als auch für die Cyr61-defizienten Klonzellen zu. Das vermehrte Spreiten der 

Zellen konnte ebenfalls festgestellt werden (siehe Abbildung 33).
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5.2.2.3 Migration der PC-3 Zellen auf beschichteten Untergründen und 
Heparin-Zusätzen

Zur  Überprüfung,  inwieweit  die  Cyr61  vermittelte  Integrin-abhängige 

Migration der  Zellen durch Heparin beeinflusst  werden kann,  wurden im 

Folgenden den migrierenden Zellen bestimmte Mengen an unterschiedlichen 

Heparinen zugesetzt. Um die Verträglichkeit der Heparinmengen auf die Zell-

vitalität zu testen, wurden im Rahmen der Masterarbeit von Ursula Gerber 

Toxizitätsuntersuchungen dazu durchgeführt253. Es wurden unfraktioniertes 

Heparin-Natrium (UFH),  Enoxaparin-Natrium und Tinzaparin-Natrium auf 

ihre Toxizität auf die Zelllinien MV3 und PC-3 in einem MTT-Assay unter-

sucht. Auf die Durchführung und detaillierte Funktionsweise dieses Assay 

soll  hier  nicht  weiter  eingegangen  werden.  Die  untersuchten  Konzentra-

tionen innerhalb dieses Assay lagen im Bereich von 0 bis 0,65 ng Heparin 

pro  Zelle  und  zeigten  keinerlei  toxischen  Effekt.  Für  die  nachfolgenden 

Scratch-Experimente wurde daher, in Anlehnung an bereits durchgeführte 

Versuche zur Zelladhäsion, eine Heparin-Konzentration von 0,5 ng pro Zelle 

gewählt.

In  den  Versuchen  zur  Migration  zeigten  die  Heparin-Zusätze  keine 

Verlangsamung der Zellen. Im Gegenteil, die Zellmigration konnte sogar über 

die normale Migration hinaus beschleunigt werden.
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Abbildung 33: Spreiten einer PC-3 Zelle auf Kollagen I Beschichtung.
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Die Zugabe von Heparin zeigt unabhängig vom jeweiligen Untergrund ein 

gemischtes Bild. Generell ist aber zu beobachten, dass sich die Wildtypzellen 

größtenteils  langsamer  fortbewegen  als  Klonzellen.  Als  Tendenz  ist  zu 

erkennen, dass vor allem Tinzaparin die Migration der Wildtypzellen verlang-

samt.  Enoxaparin  oder  UFH-Natrium  lassen  hingegen  keinen  Effekt 

erkennen. Ob diese Resultate nun auf einen direkten Integrineffekt oder die 

Heparin/Cyr61-Wechselwirkung zurückzuführen ist, bleibt an dieser Stelle 

unbeantwortet.

128

Abbildung  34:  Migrationsverhalten  von  PC-3  Zellen  auf  Fibronektin 
und Heparin-Zusatz.
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Es tritt in den Versuchen 7 und 9 eine verlangsamte Migration der Wild-

typ-  und  Klonzellen  unter  Heparinwirkung  relativ  zu  den  unbehandelten 

Zellen  auf.  Interessanterweise  zeigt  sich  bei  den  Versuchen  7-10  eine 

beschleunigte  Migration der Klonzellen gegenüber  den Wildtypzellen.  Dies 

könnte  auf  eine  Folge  der  Überexpression  der  Integrin-Untereinheit  5 

zurückzuführen sein (siehe Tabelle 5.1). Einer fehlenden 4-Untereinheit und 

der Möglichkeit der Migrationsbeeinflussung durch die Bindung von Fibro-

nektin  und  LDV-Motiv  bindenden  Integrinen  wird  durch  die  RGD-Motiv 

bindenden  Integrine  wie  5β1 ausgeglichen.  Diese  scheinen  durch  eine 

Cyr61-Reduktion  kaum  beeinflusst;  so  konnte  auch  in  bisher  veröffent-

lichten  Studien  keine  Mediatorfunktion  des  Cyr61-Signalling  über  VLA-5 

festgestellt werden220.

Aus Untersuchungen von Franzen und Mitarbeitern ist bekannt, dass die 

Adhäsion von PC-3 Zellen an Cyr61 beschichteten Oberflächen u.a. über 6, 

β1, β4 und HSPG erfolgt, nicht jedoch über das Integrin Vβ3
205. Der Integrin-

status der PC-3 Zellen zeigt eine geringe Expression von V und β3. Somit ist 

es  nicht  verwunderlich,  dass  sie  an  der  Adhäsion  und Migration  keinen 

Anteil haben.
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Abbildung  35:  Migrationsverhalten von PC-3 Zellen  auf  Kollagen und 
Heparin-Zusatz.
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5.2.3 Zusammenfassende Beurteilung der transfizierten PC-3 Zellen

In der PC-3 Zelllinie konnte mittels der shRNA Technologie eine effektive 

Herunterregulation des Cyr61 erzielt werden, sodass gegenüber den Wild-

typzellen nur noch ¼ des Cyr61 exprimiert wird. Dies konnte auch durch 

Proteinanalytik  im  Westernblot  bestätigt  werden.  Die  Untersuchung  des 

Integrinstatus  lässt  auf  ein  Fehlen  der  Integrinuntereinheiten  1 und  4 

schließen, V und β3 scheinen nur im geringen Maße exprimiert zu werden, 

wohingegen 5 stark auf der Zelloberfläche vertreten ist. Interessanterweise 

ist die 5 Expression auf den Klonzellen sogar etwas stärker ausgeprägt als 

auf den Wildtypzellen.  Ob hierdurch der Cyr61-Mangel kompensiert  wird, 

bleibt unbeantwortet. 

Die Migrationsdaten zeigen ein gemischtes Bild. Abhängig vom jeweiligen 

Untergrund zeigen die Zellen hierbei kontroverse Effekte. Da VLA-5 domi-

nant vertreten ist und vermutlich auch einen großen Teil der Migrationsef-

fekte erklären könnte, werden die Daten stark nivelliert und lassen keine 

klare Aussage zu.

Die getätigten Untersuchungen an den PC-3 Zellen stellen somit ein erstes 

richtungsweisendes Projekt dar. Aufgrund des vermuteten vielfältigen Inte-

grinmusters auch neben den hier  getätigten Untersuchungen,  eignet  sich 

diese Zelllinie nicht für eine klare Aussage bzgl. eines Cyr61 Effektes auf die 

Migration.  Weiterhin  wird  VLA-4,  dessen  Wechselwirkungen  mit  seinem 

physiologischen  Bindungspartner  VCAM-1  oder  auch  Heparin  bereits 

bekannt  sind,  nicht  exprimiert.  Es  wird  daher  auf  eine  Zelllinie  überge-

gangen, die in hohem Maße VLA-4 konstitutiv exprimiert und die sich neben 

Untersuchungen zur Migration auch zu Adhäsionsuntersuchungen eignet. 

Die Melanomzelllinie MV3 wurde ebenfalls zur Herunterregulation des Cyr61 

transfiziert und wird nachfolgend charakterisiert.
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5.3 Charakterisierung der shRNA-transfizierten MV3 Zellen

5.3.1 Cyr61 Expression in der Zelllinie MV3

Die  Melanomzelllinie  MV3  wurde,  wie  in  Kapitel 4.3.2 für  PC-3  Zellen 

beschrieben mit den kommerziell erhältlichen shRNA-Plasmiden lipidbasiert 

transfiziert. Auch hier wurden die transfizierten Zellen nach erfolgter Puro-

mycin-Selektion unter optimalen Bedingungen kultiviert, bzw. einer Zelllyse 

unterzogen. 

5.3.1.1 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Die MV3-Zelllinie wurde gleichermaßen mit fünf verschiedenen Plasmiden 

transfiziert und alle fünf so geschaffenen Klone auf die höchste Effizienz in 

Bezug auf die Herunterregulation des Cyr61-Proteins hin untersucht. 

Wie bereits in der PC-3 Zelllinie festgestellt, konnte auch auf die MV3 Zell-

linie eine Mediumsstimulation von einer Stunde als optimal auf die Cyr61 

Expression ermittelt  und die  Ergebnisse  entsprechend übertragen werden 

(Daten nicht weiter gezeigt). Bei Gegenüberstellung der einzelnen Klone zeigt 

sich bei den Melanomzellen der Klon 3 in Bezug auf seine verminderte Cyr61 

Expression den anderen Klonen überlegen (siehe Abbildung 36).
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Die direkte Gegenüberstellung des Klon 3 mit dem Wildtyp und dem Klon 

welcher ein nicht-Targetiertes Plasmid trägt, zeigt deutlich den shRNA-Effekt 

in Bezug auf die Cyr61 Expression (siehe Abbildung 37). Die Cyr61 Expres-

sion des Wildtyp wurde anhand der gemessenen Fluoreszenz normalisiert 

und  auf  100 %  gesetzt.  Die  Transfektion  mit  einem  nicht  targetierten 

Plasmid zeigt keinen Effekt auf die Cyr61 Expression. Dieser Versuch dient 

als Kontrolle, ob und wie weit das alleinige Einbringen eines Plasmides zu 

unerwarteten Ereignissen führen kann.

Für die nachfolgenden Versuche wird der Klon 3 weiter kultiviert und in 

der vorliegenden Arbeit als MV3 aCyr61 Klon bezeichnet.
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Abbildung  36:  Cyr61 Expression des  MV3 Wildtyp,  MV3 Cyr61 Klon 1-5  und 
MV3 NT-Klon nach einer Stunde Mediumstimulation.
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5.3.1.2 Proteinbestimmung durch SDS-PAGE und Western-Blot

Neben der durchflusszytometrischen Untersuchung der Cyr61 Expression 

der MV3 Zellen wurden auch von diesen sowohl nach vorheriger Mediumsti-

mulation wie auch im unstimulierten Zustand Ganzzelllysate angefertigt und 

via SDS-PAGE und Western-Blot ausgewertet. Auch hier soll zunächst durch 

die Silberfärbung des entwickelten Geles ein Blick auf die  Verteilung des 

Proteins von Interesse zum Gesamtprotein geworfen werden. 

Der Unterschied zwischen der Aufreinigung durch Heparin-Agarose und 

den  unbehandelten  Ganzzelllysaten  ist  hier  ersichtlich.  Es  werden,  wie 
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Abbildung  37:  Cyr61  Expression  des  MV3 Wildtyp,  MV3 aCyr61 Klon 3  und 
MV3 NT-Klon im Vergleich.
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Abbildung 38: Silberfärbung des SDS-PAGE Geles stimulierter MV3 Zellen. 
A) MV3 Wildtypzellen B) MV3 aCyr61 Klonzellen C) MV3 NT-Klonzellen S) Protein-
standard
Dargestellt ist der Molekularbereich von 25 kDa bis ca. 55 kDa, links des Protein-
standards  (S)  sind die  unbehandelten Ganzzelllysate,  rechts  dargestellt  sind die 
Lysate nach Aufreinigung über Heparin-Agarose. Die Darstellung der Silberfärbung 
erfolgt hier in Graustufen, um Intensitäten besser ausmachen zu können.
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bereits bei den PC-3 Zelllinien, deutlich schärfere Banden erzielt  und die 

Gesamtmenge an Protein scheint reduziert gegenüber einer optisch leichten 

Erhöhung der heparinbindenden Moleküle.

Der Western-Blot der zuvor stimulierten Zellen zeigt ein deutliches Bild. 

Der  MV3 aCyr61 Klon  ist  deutlich  in  seiner  Proteinexpression  gegenüber 

seinem Wildtyp reduziert  (siehe Abbildung 39 I).  Diese Ergebnisse decken 

sich mit den Untersuchungen am Durchflusszytometer.

Die Aufreinigung über die Heparin-Agarose zeigt ein ähnliches Ergebnis 

wie bereits bei den Untersuchungen an den PC-3 Zellen. Cyr61 scheint zwar 

optisch insgesamt deutlich stärker vorhanden zu sein, allerdings wird eine 

verminderte Expression in den aCyr61-Klonzellen durch die Heparin-Agarose 

nivelliert und kann nicht mehr ausgemacht werden.
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Abbildung 39: Western-Blot stimulierter MV3 Zellen. Aufgetragen sind die Ganz-
zelllysate I) stimulierter MV3 Zellen, II) stimulierter MV3 Zellen nach Aufreinigung 
über Heparin-Agarose.
A) MV3 Wildtypzellen B) MV3 aCyr61 Klonzellen C) MV3 NT-Klonzellen
Die Molekulargrößen und Intensitäten der Banden nach halbquantitativer Auswer-
tung in Abbildung 39 I verhalten sich nach Normalisierung der Bande der Wildtyp-
zellen auf 100 %  wie folgt: A = 40,0 kDa, 100 %, B = 39,7 kDa, 43,1 %, 
C = 40,0 kDa, 118,3 %.

Abbildung  40:  Western-Blot  unstimulierter  MV3  Zellen. Aufgetragen  sind  die 
Ganzzelllysate  I)  unstimulierter  MV3 Zellen,  II)  unstimulierter  MV3 Zellen nach 
Aufreinigung über Heparin-Agarose.
A) MV3 Wildtypzellen B) MV3 aCyr61 Klonzellen C) MV3 NT-Klonzellen
Die Molekulargrößen und Intensitäten der Banden nach halbquantitativer Auswer-
tung in Abbildung 40 I verhalten sich nach Normalisierung der Bande der Wildtyp-
zellen auf 100 %  wie folgt: A = 43,1 kDa, 100 %, B = 40,9 kDa, 102,2 %, 
C = 40,0 kDa, 70,6 %.
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Die  Auswertung der  unstimulierten MV3 Zellen  über  den Western-Blot 

zeigt ein unerwartetes Ergebnis. So zeigen sowohl die Wildtypzellen als auch 

die aCyr61-Klonzellen nahezu die gleiche Cyr61 Expression. Das wird auch 

anhand der halbquantitativen Auswertung deutlich (siehe Abbildung 40 I). 

Dies lässt sich nur mit der Tatsache erklären, dass die unstimulierten Zellen 

zum Zeitpunkt der Lysatanfertigung sich in einem beliebigen Zustand der 

Cyr61 Expression befinden. Dieser Zustand kann durch jeden äußeren aber 

auch inneren Zellstimulus beeinflusst sein und wird somit nahezu willkür-

lich zu diesem Zeitpunkt fixiert. 

Nach  Aufreinigung  über  Heparin-Agarose  scheint  der  eigentlich 

Cyr61-defiziente Klon plötzlich deutlich mehr Cyr61 aufzuweisen. Auch hier 

kommt die Methode der Proteinaufreinigung über Heparin-Agarose an ihre 

Grenzen.  Es  lässt  sich  zwar  das  gewünschte  Protein  im  Vergleich  zum 

Gesamtprotein tatsächlich anreichern, allerdings gehen bei einer anschlie-

ßenden  quantitativen  Auswertung  Informationen  über  die  tatsächlich 

vorhandene Menge verloren.

Die vorliegenden Daten zeigen eindrucksvoll, dass es unabdingbar ist, die 

Zellen  vor  Verwendung  einheitlich  zu  behandeln  und  einem  definierten 

Stimulus zu unterwerfen.  Nur so lassen sich die  resultierenden Werte in 

Bezug auf die Cyr61 Effekte miteinander vergleichen.

5.3.2 Untersuchung der Cyr61 Expression und zelluläre Lokalisation 
mittels fluoreszenzmikroskopischer Techniken

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigen, dass Cyr61 von den Wild-

typzellen exprimiert bzw. von den Klonzellen weniger stark produziert wird. 

Durch das Durchflusszytometer ist es allerdings nicht möglich, eine Aussage 

über die Lokalisation des Cyr61 innerhalb der Zellen zu treffen. Mit Hilfe des 

Fluoreszenzmikroskopes und spezifischer Antikörpermarkierung können die 

Strukturen sichtbar gemacht werden.

135



5 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 41 zeigt den MV3 Wildtyp in der Durchsicht. Der Nucleus ist 

mit DAPI blau markiert und das zelluläre Cyr61 durch einen spezifischen 

Antikörper mit FITC-Konjugat grün dargestellt.

Deutlich ist die Cyr61 Anreicherung um den Zellkern zu sehen, aber auch 

eine Verteilung im gesamten Zytosol  der Zelle ist  ersichtlich.  Dies erklärt 

sich  dadurch,  dass  die  Expression  von Proteinen um den Zellkern statt-

findet, wobei die mRNA aus dem Zellkern direkt an die das endoplasmati-

sche Retikulum angelagerten Ribosomen durchlaufen kann und zum finalen 

Protein  translatiert  wird.  Grüne  Spots  stellen  somit  auch  kein  einzelnes 

Cyr61-Protein  dar,  sondern  eine  Cyr61-reiche  Region,  bspw.  vesikulär 

gespeichertes Protein.

Eine Kolokalisation der Lysosomen und des Cyr61 ist in Abbildung 42 zu 

sehen. Dafür wurde das FITC markierte CCN1 Protein mit dem Argon-Laser 

bei 488 nm, DAPI mit der Laserdiode bei 405 nm und die Lysosomen mit 

dem  Festkörperlaser  angeregt.  Die  Emission  wurde  durch  den  jeweils 

passenden Filter registriert.
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Abbildung 41: MV3 Wildtypzellen in Durchsichtmikroskopie. Blau dargestellt ist 
der Zellkern unter DAPI-Färbung, grün zu sehen ist vesikulär gespeichertes Cyr61 
unter FITC-Fluoreszenz. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm.
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Aus dem aufgenommenen Fluoreszenzbild  lässt  sich  eine  Überlagerung 

der Cyr61- und Lysosomen-Anfärbung erkennen. Es wird ersichtlich, dass 

bei ausbleibender Sekretion des Cyr61 dieses in den Lysosomen abgebaut 

wird und die Zellen anscheinend nur einen minimalen Speichervorrat bereit 

halten. 

Ein direkter Vergleich zwischen MV3 Wildtyp- und MV3 aCyr61-Klonzellen 

in Bezug auf Cyr61 Expression und Lokalisation soll stellvertretend für alle 

anderen  untersuchten  Zellen  mit  der  nachfolgenden  Abbildung  erfolgen. 

Dabei sind der Nucleus mit DAPI blau, zelluläres Cyr61 mittels spezifischem 

Antikörper  und  FITC-Konjugat  grün  und  das  Golgivesikel-Netzwerk  rot 

dargestellt.  Die  Aufnahmen  wurden  jeweils  für  jeden  Zelltyp  im  selben 

Ausschnitt aufgenommen und schließlich eine Überlagerung der einzelnen 

Kanäle durchgeführt.
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Abbildung 42: MV3 Wildtypzellen in Fluoreszenzmikroskopie. Blau dargestellt ist 
der Zellkern unter DAPI-Färbung, grün zu sehen ist vesikulär gespeichertes Cyr61 
unter FITC-Fluoreszenz, rot sind die Lysosomen angefärbt. Eine gelb/orange Fluo-
reszenz entsteht durch Überlagerung der grünen und roten Fluoreszenz unter Kolo-
kalisation. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm.
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Die Abbildung zeigt eine leicht erhöhte Cyr61 Expression des Wildtyps im 

direkten Vergleich zum dargestellten Klon. Die optische Auswertung gestaltet 

sich  allerdings  dahingehend  schwierig,  als  dass  durch  Veränderung  der 

Verstärkung und Intensität des Lasers die Ergebnisse verzerrt oder derart 
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Abbildung  43:  Fluoreszenzmikroskopische  Aufnahmen  von  Zellkern,  Cyr61  und 
Golgivesikeln in MV3 Wildtypzellen und MV3 aCyr61 Klonzellen im Vergleich. Der 
Maßstabsbalken entspricht 20 µm. Weitere Erklärungen siehe Text.
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nivelliert worden sein können, dass eine Auswertung nicht möglich ist. Es 

wurde weitestgehend versucht die gleichen Einstellungen auf vergleichbare 

Proben  anzuwenden.  Allerdings  musste  je  nach  Schnittebene  hier  zur 

scharfen  Darstellung  korrigierend  eingegriffen  werden.  Das  Golgivesikel-

Netzwerk ist als Struktur zwar gut zu erkennen, allerdings lassen sich nur 

schwerlich Rückschlüsse auf die Lokalisation des Cyr61 relativ zum Golgiap-

parat ziehen. Gerade diese Kolokalisation hätte hier einen Erkenntnisgewinn 

über den Verbleib des CCN1 in der Zelle oder dessen Sekretionstendenzen 

liefern können.

Der aufwendige Präparationsprozess der Proben zur intrazellulären Anfär-

bung von Strukturen kann ebenfalls zu einem Verlust relevanter und anzu-

färbender Proteine führen.

5.3.3 Untersuchung des Integrinstatus transfizierter MV3 Zellen

Auch die MV3 Zellen wurden in einem gleichen Versuchsaufbau wie die 

PC-3 Zellen untersucht. Ebenso wie bei der Beschreibung des PC-3 Integrin-

status tritt bei der Vermessung der 4 Integrin-UE dieselbe Problematik des 

Sekundärantikörpers  auf.  In der  Bestimmung der  übrigen MV3 Integrine 

liegt  die  unspezifische  Fluoreszenz  der  Sekundärantikörper  des  öfteren 

höher als die der Zellen oder des Primärantikörpers, zu sehen bei 5, V und 

β3 Integrin-UE. Die Primärantikörper zeigen erfreulicherweise kaum Eigen-

fluoreszenz.
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Tabelle 5.5: Integrinstatus der MV3 Zelllinie, Wildtyp und Cyr61-defizienter Klon.

MV3 Zellen

UE Wildtyp Klon

1

4

5

V

β3

 

Alle untersuchten Integrin-Untereinheiten konnten auf der Zelloberfläche 

der  MV3-Zellen  detektiert  werden.  Die  Abweichung  in  der  unspezifisch 
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MV3 Klon

MV3 Klon α4 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon α4+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon α5 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon α5+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon αV (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon αV+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon β3 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon β3+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon α1 (prim)

MV3 Klon NL (sek)

MV3 Klon α1+NL

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp β3 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp β3+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp αV (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp αV+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α5 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp α5+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α4 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp α4+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α1 (prim)

MV3 Wildtyp NL (sek)

MV3 Wildtyp α1+NL
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hohen  Fluoreszenz  bei  Untersuchung  der  4-Untereinheit  kann  hier  wie 

bereits bei den PC-3 Zellen festgestellt  werden. Ansonsten finden sich im 

Vergleich der Wildtyp- mit den Klonzellen weitestgehend keine Unterschiede, 

mit Ausnahme einer etwas höheren Expression der 1-Untereinheit auf den 

Wildtypzellen. Dieser Fakt würde einen Einfluss auf das Migrationsverhalten 

der MV3-Zellen auf Kollagen haben, da 1β1 sowie die nicht untersuchten 

2β1, 10β1 und 11β1, die Kollagen-bindenden Integrine sind254.

Der Einfluss der reinen plasmidischen Transfektion wurde ebenfalls bei 

allen  Zelllinien  untersucht  und  Klonzellen  mit  dem  nicht-targetierten 

Plasmid ebenfalls auf ihre Integrinexpression hin untersucht und diese bei 

den  Experimenten  parallel  zu  den  anderen  bestimmt.  Da  sich  allerdings 

keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Klonzellen und dem jewei-

ligen  Wildtyp  zeigten,  wurde  aus  Gründen  der  Vereinfachung  hier  der 

NT-Klon bei den anderen Darstellungen nicht weiter aufgeführt.

5.3.4 Migration der Zelllinie MV3

Im Vergleich  zu  der  PC-3  Zelllinie  wurde  die  Zelllinie  MV3  in  gleicher 

Weise  untersucht,  wobei  aufgrund der verschiedenen Integrinexpressions-

muster unterschiedliche Migrationsverhalten zu erwarten sind.

5.3.4.1 Migration der MV3 Zellen auf unbeschichteten Untergrund

Ein  Unterschied  in  den  Migrationsgeschwindigkeiten  zwischen  Wildtyp 

und transfizierten-Zellen ist auch bei den MV3 Zellen schon bei unbeschich-

tetem Untergrund zu erkennen.
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Tabelle 5.6: Migrationsverhalten der MV3 Zellen auf unbeschichteten Untergrund.

Versuch 1 2 3

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 518,2 341,5 440,5
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -10,31 -20,25 -24,39

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 335,7 441,2 475,0
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -7,60 -18,30 -21,04

5.3.4.2 Migration der MV3 Zellen auf beschichteten Untergründen

Die Kontrollversuche des Wildtyps und Klon auf Fibronektin oder Kollagen 

wurden mit den MV3 Zellen bei jedem Versuch durchgeführt. Es ergibt sich 

hieraus der Vorteil, dass eine hohe Datenmenge gewonnen wurde, die analy-

siert werden kann.

Bei  den  auf  Fibronektin  kultivierten  Zellen  zeigt  sich  in  den  meisten 

Versuchen, dass die Klonzellen langsamer als ihr Wildtyp migrieren.

Tabelle 5.7: Migrationsverhalten von MV3 Zellen auf Fibronektin-Beschichtung.

Beschichtung Fibronektin

Versuch 1 2 4 5

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 307,4 283,8 383,7 395,7
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -13,00 -24,78 -28,54 -26,90

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 205,1 360,5 313,6 369,6
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -8,24 -28,76 -22,53 -27,30
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Beschichtung Fibronektin

Versuch 6 10 11 11

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 470,1 206,8 277,5 296,3
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -21,18 -29,57 -39,72 -35,13

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 440,7 228,8 298,6 210,6
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -18,85 -28,85 -38,49 -34,15

Beschichtung Fibronektin

Versuch 12 13 14 15

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 378,7 235,4 263,2 303,6
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -28,27 -25,65 -31,16 -41,09

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 274,9 217,7 241,6 289,8
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -24,88 -18,74 -21,51 -33,43

In den meisten Fällen zeigten sich die zwischen Wildtyp- und Klonzellen 

bestehenden Geschwindigkeitsunterschiede deutlicher (Versuche 1 und 2), 

d.h.  die  Differenz zwischen den Geschwindigkeiten stieg gegenüber unbe-

schichtetem Untergrund an. Die reduzierte Cyr61-Expression und die damit 

einhergehende  Migrationsverlangsamung  sind  an  einer  Erniedrigung  der 

Geschwindigkeiten  zu  erkennen.  Ebenso  ist  die  Migration  durch  den 

EZM-Bestandteil Fibronektin beeinflusst, dies zeigt sich im Vergleich zu der 

unbeschichteten Versuchsvariante, bei der die Differenz nicht derart ausge-

prägt vorlag wie mit Fibronektinbeschichtung.

Im Falle der auf Kollagen kultivierten Zellen sind die Klonzellen immer 

schneller als die Wildtypzellen. Die Größenordnung der Differenzen variiert 

dabei zwischen geringfügigen Unterschieden zwischen Klon und Wildtyp wie 

bspw. in Versuch 8 bis zu deutlichen Abweichungen in Versuch 7.
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Tabelle 5.8: Migrationsverhalten von MV3 Zellen auf Kollagen-Beschichtung.

Beschichtung Kollagen

Versuch 3 7 8 9

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 304,6 339,6 328,5 309,5
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -27,62 -35,74 -29,63 -26,81

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 375,7 363,1 284,2 441,9
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -30,08 -42,07 -30,97 -30,45

Auf  den  Kollagen-beschichteten  Untergründen  migrieren  die  Klonzellen 

schneller als ihre Wildtypzellen. Dies scheint bei Betrachtung der Tabelle 5.5 

zunächst  paradox,  da  die  Klonzellen  gegenüber  den  Wildtypzellen  eine 

verminderte  Expression  der  1-Untereinheit  aufweisen.  Hier  liegt  nur  die 

Erklärung  nahe,  dass  die  ermittelte  Migration  über  ein  anderes 

Kollagen-bindendes  Integrin  wie  z.B.  2β1,  10β1 oder  11β1  verlaufen  sein 

muss.

Durch die lediglich hervorgerufene Reduktion der Cyr61-Expression, nicht 

aber einem vollständigen Knockout in den untersuchten Zelllinien, sind viele 

Versuche nötig, um signifikante Unterschiede sichtbar zu machen. Dies ist 

bei den hier getätigten Versuchen im Falle des Vergleichs von MV3-Wildtyp- 

und Klonzellen auf Fibronektin im 24-well System möglich. Dabei zeigt sich 

ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den  beiden  Zelltypen  (p-Wert: 

0,0028).

Tabelle 5.9: Migrationsverhalten von MV3 Wildtypzellen und aCyr61 Klon auf Fibronektin.

Beschichtung Fibronektin

MV3 Wildtyp MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 306,3 266,1
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -36,62 -28,11
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Die  signifikant  reduzierte  Migrationsfähigkeit  der  aCyr61-Klonzellen  ist 

hierbei besonders sichtbar, da MV3 Zellen auch im unstimulierten Zustand 

eine  gewisse  Menge  an  Cyr61  produzieren.  So  ist  selbst  ohne  vorherige 

Stimulation der Zellen ein Effekt auf die Migration durch Herunterregulation 

der Cyr61-Expression mittels der verwendeten shRNA erkennbar.

5.3.4.3 Migration der MV3 Zellen auf beschichteten Untergründen und 
Heparin-Zusätzen

Die Versuche mit Heparin-Zusätzen erfolgten in gleicher Weise wie bei den 

PC-3 Zellen. Die Zellen wurden mit den Heparinen UFH-Natrium, Enoxa-

parin-Natrium und Tinzaparin-Natrium in einer Konzentration von 0,5 ng 

pro Zelle inkubiert und auf ihr Migrationsverhalten untersucht. Die nachfol-

gende  Abbildung  soll  stellvertretend  die  beschriebenen  durchgeführten 

Migrationsversuche optisch darstellen.

In verschiedenen Veröffentlichungen wurde bereits eine direkte Beeinflus-

sung  von  Integrinen,  insbesondere  dem  Integrin α4β1 durch  Heparine 

belegt75. Auch wird in Publikationen beschrieben, dass Cyr61 von Heparin 

gebunden wird220,223,224. Man erwartet hier, dass die Heparine Cyr61 binden 

und den resultierenden Effekt von Cyr61 auf die Migration vermindern, also 

dass  unter  Heparinwirkung  die  Migrationsgeschwindigkeiten  von  Wildtyp 

und Klon wieder angenähert werden.
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In einigen Versuchen zeigten sich Unterschiede durch die Cyr61-Defizienz 

in  der  Migration  der  Zellen  deutlich.  Der  Effekt  der  Heparin-induzierten 

Cyr61-Reduzierung  ist,  vergleicht  man  die  Geschwindigkeiten  mit  denen 

ohne Heparinzusatz (siehe auch Tabelle 5.9), ebenfalls zu erkennen. Aller-

dings  verhalten  sich  die  UFH-Natrium  und  Tinzaparin-Natrium  Zusätze 

nahezu gleichwertig. Enoxaparin-Natrium stellt hier die Ausnahme dar, da 

sich hier die Geschwindigkeiten gegenüber den Zellen ohne weiteren Zusatz 

deutlich verlangsamt haben. Dies lässt sich auch optisch erkennen, wenn 

man die  Aufnahmen zum Zeitpunkt 0  und 10 Stunden später  betrachtet 

(siehe Abbildung 45).
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Abbildung  44:  Migrationsverhalten  von  MV3 Zellen  auf  Fibronektin 
und Heparin-Zusatz.

UFH

Eno
xa

pa
rin

Tin
za

pa
rin

oh
ne

 Zu
sa

tz
0

10

20

30

40

50 Versuch
5 + 10

Versuch
6 + 10 MV3 Wildtyp

MV3 aCyr61 Klonzellen

Versuch
4 + 10

Versuch
4, 11, 12

M
ig

ra
tio

ns
ge

sc
hw

in
di

gk
ei

t [
µm

/h
]



5 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse aus den Experimenten auf Fibronektin sind nicht auf die 

Kollagenbeschichtung übertragbar. In den Kontrollversuchen migrieren die 

Klonzellen immer schneller als die Wildtypzellen; die Zellen verändern dieses 

Verhalten mit Heparin-Zusätzen nur im Falle des Tinzaparin-Natrium nicht. 

Bei UFH-Natrium und Enoxaparin-Natrium zeigt sich zumindest die schnel-

lere Migration des Wildtypes im Gegensatz zum Klon. Eine Reduzierung der 

Migration im Vergleich zu normal behandelten Klon- oder Wildtypzellen kann 

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 45: Migration von MV3 und MV3 aCyr61 Klonzellen auf Fibro-
nektin mit und ohne Zusatz von Heparin.
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Die hier verwendeten Heparine zeigen keinen signifikanten Effekt auf die 

Migration. Bei Fibronektinbeschichtung sind Tendenzen zu erkennen, dass 

die Heparin-Zugabe sowohl bei Klon-, als auch bei Wildtypzellen zu einer 

Reduktion der Geschwindigkeit führt. Enoxaparin fällt besonders auf, da in 

beiden durchgeführten Experimenten auf Fibronektin die Zellen mit Enoxa-

parin Zusatz im Vergleich zu MV3-Zellen ohne Zusätze eine deutlich verlang-

samte Migration aufweisen.

Dahingegen  war  die  Zugabe  bei  auf  Kollagen  kultivierten  Zellen  eher 

migrationsanregend als -hemmend, allerdings nicht statistisch signifikant. 

Die eingesetzten Heparine wurden in so geringen Konzentrationen eingesetzt, 

um Cyr61 zu binden aber die Integrine nicht direkt zu inhibieren. Es sollte 

daher  kein  Effekt  bzw.  nur  eine  zufällige  Abweichung  von  der  normalen 

Migration vorliegen.

Zur Klärung dieser Sachverhalte wären weitere Experimente sinnvoll, in 

denen die Heparinkonzentration erhöht wird. Dadurch könnte die Migrati-
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Abbildung  46:  Migrationsverhalten von MV3 Zellen auf Kollagen und 
Heparin-Zusatz.
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onsbeeinflussung über Cyr61 und die effektive Bindung desselbigen durch 

Heparine besser eingeschätzt werden.

5.3.4.4 Migration der MV3 Zellen auf Fibronektin und Cyr61-Zugabe

Die Kontrolle,  ob die  Migrationsbeeinflussung durch den Cyr61 Knock-

down reversibel  ist,  wurde  mit  den  nachfolgenden  Experimenten  geklärt. 

Dabei wurde Cyr61 in den Konzentrationen von 1, 2 und 5 µg pro mL Nähr-

medium exogen zugeführt.

Es zeigt sich schon bei der Zugabe von 1 µg Cyr61 pro mL eine Beschleu-

nigung der Migration im Vergleich mit den Migrationsgeschwindigkeiten des 

Klons und des Wildtyps ohne Zusätze. In Versuch 13 steigt die Geschwindig-

keit der Klonzellen bei einer Cyr61 Konzentration von 5 µg pro mL fast bis 

auf die Geschwindigkeit der Wildtypzellen an.

Tabelle 5.10: Migrationsverhalten von MV3 Zellen auf Fibronektin und Cyr61-Zusatz.

Beschichtung Fibronektin

Versuch 12 13 12 13

Cyr61 Konzentration [µg/mL] 1 2

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 388,5 246,2 391,6 246,0
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -31,85 -26,99 -63,86 -39,15

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 276,3 189,9 195,4 188,6
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -40,8 -22,23 -33,81 -20,77

149



5 Ergebnisse und Diskussion

Beschichtung Fibronektin

Versuch 12 13

Cyr61 Konzentration [µg/mL] 5

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 354,3 233,7
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -51,06 -27,87

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 238,8 208,8
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -46,00 -24,35

Die exogenen Zugabe von rekombinantem Cyr61 zu MV3-Zellen lässt die 

Geschwindigkeit  der  Cyr61-defizienten  Klonzellen  mit  steigender  Cyr61 

Konzentration  auf  die  des  Wildtypes  ohne  Cyr61-Zusatz  ansteigen.  Dies 

beweist eindrucksvoll  die Cyr61-Abhängigkeit  bei der Integrin-vermittelten 

Zellmigration  und  somit  die  Funktionsfähigkeit  der  erzeugten  Zellklone. 

Interessanterweise reagieren die Wildtypzellen ebenfalls mit beschleunigter 

Migration, d.h. die Migration ist auch hier durch Cyr61 steigerbar. Dieser 

Effekt  lässt  sich  dadurch erklären,  dass  nicht  stimulierte  Zellen lediglich 

über einen geringen Cyr61 Vorrat  verfügen, welcher im Bedarfsfall  durch 

äußere Stimuli rasch gesteigert werden kann. Die hier vorliegenden Zellen 

scheinen also nicht  von einer gesteigerten Expression, sondern in diesem 

Fall von dem exogen im Überfluss vorliegenden Cyr61 gebrauch gemacht zu 

haben.

5.3.4.5 Migration  der  MV3 Zellen auf  Fibronektin  und Heparinase III-
Zugabe

Der  Effekt  von  zelloberflächlich  gebundenem Cyr61  wurde  im nachfol-

genden Versuch eruiert. Dabei wurde über Heparinase III-Zusatz die HSPG 

von  der  Zelloberfläche  entfernt,  bzw.  in  ihrer  Funktion  deutlich  einge-

schränkt.  Heparinase III  ist  eine  Heparin-Lyase  und  spaltet  vorwiegend 
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Heparansulfate  zwischen  Hexosaminen  und  Glucuronsäure  unter  Ausbil-

dung einer Doppelbindung.

Die Migration der Wildtypzellen ist durch diesen Eingriff deutlich ernied-

rigt. Ebenso ist die der Klonzellen verlangsamt, allerdings in einem gerin-

geren Ausmaß.

Tabelle 5.11: Migrationsverhalten von MV3 Zellen auf Fibronektin und Heparinase III-Zusatz.

Beschichtung Fibronektin

Versuch 14 15

Heparinase III Konzentration 0,25 SigmaUnits/well

MV3 Wildtyp

Scratchweite bei 0 h [µm] 306,1 323,7
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -25,40 -30,89

MV3 Klon

Scratchweite bei 0 h [µm] 217,3 473,6
Migrationsgeschwindigkeit [µm/h] -23,56 -28,82

Es zeigt sich bei beiden Zellvarianten ausgehend von der „Grundgeschwin-

digkeit“  auf  Fibronektin  eine  Abnahme  in  der  Migrationsgeschwindigkeit. 

Deutlicher stellt sich dieser Effekt bei den Wildtypzellen heraus. Wenn man 

die HSPG, insbesondere das Syndekan-4, als extrazelluläre Speicher für die 

oberflächliche Bindung von CCN1 versteht, erklären sich der Verlust dieser 

Speicher  und  die  damit  einhergehende  Migrationsverlangsamung  durch 

Wegfall des Stimulus Cyr61. Bei Wildtypzellen ist im unbehandelten Zustand 

mehr Cyr61 vorhanden, weswegen dieser Verlust hier ausgeprägter ist.  

Durch die vorherige Heparinase III Behandlung kann es natürlich auch zu 

einer Einschränkung der Funktion der HSPG und deren Zellsignalling und 

Wechselwirkung mit den Integrinen kommen. Ob und inwiefern dies einen 

Einfluss auf die hier bemerkte Migration hat, oder ob die Effekte sich sogar 

überlagern, lässt sich allerdings nur schwer erfassen. 

 Zur Verifizierung dieser Befunde könnten weitere Versuche mit Hepari-

nase III vorbehandelten Zellen und anschließender exogener Cyr61 Zufuhr 
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durchgeführt  werden.  Ebenfalls  könnte  in  diesem  Versuchsaufbau  ein 

Syndekan-4-defizienter MV3 Klon eingebracht und untersucht werden.

5.3.5 Zusammenfassende Beurteilung der transfizierten MV3-Zellen

Die MV3-Zellen konnten ebenfalls erfolgreich durch die shRNA Technik in 

ihrer  Cyr61  Expression  beeinflusst  werden.  Die  geschaffenen  Klonzellen 

weisen nur noch knapp die Hälfte Cyr61 im Vergleich zu ihren Wildtypzellen 

auf; im Westernblot fällt  dieser Unterschied sogar noch etwas größer auf. 

Eine  vorhergehende  Stimulation  ist  ebenfalls  wichtig,  um  die  Zellen  auf 

einen vergleichbaren Stand zu bringen. Durch die Kombination der durch-

flusszytometrischen  mit  den  fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen 

ist  eine Aussage über den Cyr61-Status und dessen Auswirkung auf die 

Expression weiterer wichtiger Proteine der jeweiligen Zellen möglich.

Das  Integrinmuster  der  MV3-Zellen  zeichnet  sich  vor  allem  durch  ein 

massives Vorkommen des VLA-4 aus. Die Integrinuntereinheiten  5 und  V 

sind nur gering vorhanden. Eine Beeinflussung durch VLA-5 in Migrations-

untersuchungen sollte also nur eine untergeordnete Rolle spielen. Der Effekt 

der Heparinase III-Behandlung während der Migration ist insbesondere mit 

der Auswirkung auf die Migration des Wildtyps beeindruckend.  Hier wird 

deutlich,  dass  HSPG  neben  den  Integrinen  eine  entscheidende  Rolle  im 

Prozess der Zellwanderung einnehmen. Der Einsatz einer Syndekan-4 defizi-

enten Zelle könnte hier weiteren Erkenntnisgewinn liefern.

Der  Heparinzusatz  während  der  Migration  zeigt  wiederum  kontroverse 

Ergebnisse. Je nach Untergrund und Zelltyp wirkt er sich sogar paradoxer-

weise  migrationssteigernd  aus.  Weiterhin  ist  nicht  zu  eruieren,  ob  das 

Heparin direkt  an den Integrinen oder  über  die  Inaktivierung von freiem 

Cyr61 seine Wirkung entfaltet. Zur weiteren Charakterisierung der Cyr61-

Wirkungen auf Integrine und Heparin sollen nun zunächst biosensorische 

Untersuchungen folgen, bevor die beschriebenen MV3-Zellen auf ihre Adhä-

sion unter Flussbedingungen untersucht werden.
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5.4 Biosensor-Charakterisierung der Cyr61-Wechselwirkungen

Biosensorische Methoden stellen ein potentes Werkzeug dar, um Wechsel-

wirkungen auf molekularer Ebene zu detektieren. Ein Partner der zu beob-

achtenden Interaktion wird dafür als Erkennungseinheit auf der eigentlichen 

Sensoroberfläche einer möglichen Wechselwirkung durch chemische Immo-

bilisation zugänglich  gemacht.  Der  andere  Partner,  bzw.  das  zu untersu-

chende Molekül, wird in räumlichen Kontakt gebracht und das resultierende 

Signal aufgezeichnet und ausgewertet. In Abhängigkeit des jeweiligen Wech-

selspiels  lassen  sich  somit  Aussagen  zum  Gesamtausmaß  der  Bindung 

treffen als auch Bindungskonstanten ermitteln.

5.4.1 Isolierte Untersuchung der Bindung von Heparin an Cyr61

Die  vorangegangenen  Untersuchungen  zur  Zellmigration  lassen  eine 

Wechselwirkung des Heparins mit  zellständigen Molekülen und/oder dem 

sekretierten Cyr61 vermuten.  Aus der  Literatur  ist  bereits  bekannt,  dass 

Cyr61 über eine Heparinbindestelle verfügt. Bisher liegen jedoch keine Infor-

mationen  darüber  vor,  welche  strukturellen  Anforderungen  das  jeweilige 

Heparin erfüllen muss, um ein guter Bindungspartner zu sein, bzw. ob sich 

Unterschiede in der Bindung durch verschiedene Heparine ergeben. Dieses 

Kapitel soll einen Beitrag dazu leisten, indem eine direkte Wechselwirkung 

zwischen gelöstem Heparin und an die Sensoroberfläche gebundenem Cyr61 

untersucht wird.

5.4.1.1 Bindung und kinetische Betrachtung von Heparin an immobili-
siertem Cyr61

Für die Untersuchungen wird Cyr61 als Fc-Chimäre wie in Kapitel 4.8.2.2 

beschrieben an die Sensoroberfläche gebunden. Die aufgeführten kommerzi-

ellen Heparine werden in dem jeweiligen Laufpuffer als Konzentrationsreihen 

mit  aufsteigender  Konzentration  zugefügt.  Detektierte  Bindungsereignisse 
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werden dann mittels FitMaster ausgewertet und über lineare Regression die 

relevanten Bindungskonstanten ermittelt (siehe auch Kapitel 4.8.3). 

In Tabelle 5.12 sind gängige Heparine, wie sie in der Klinik zur Therapie 

und  Vorbeugung  von  Thromboembolien  Verwendung  finden,  auf  ihr 

Bindungspotential gegenüber Cyr61 untersucht.

Tabelle  5.12: Kinetische Konstanten zur Bindung von Heparin an immobilisierten Cyr61-

Fc-Chimären.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

UFH 0,37 · 10-5

± 0,06 · 10-5
21,8 · 102

± 1,90 · 102
7,97 · 10-3

± 0,61 · 10-3

Enoxaparin 9,14 · 10-5

± 0,66 · 10-5
0,89 · 102

± 0,02 · 102
8,22 · 10-3

± 0,78 · 10-3

Tinzaparin 1,66 · 10-5

± 0,34 · 10-5
3,97 · 102

± 0,81 · 102
6,51 · 10-3

± 1,52 · 10-3

Fondaparinux nicht detektierbar

Die Tabelle zeigt, dass eine direkte Wechselwirkung mit und Bindung des 

Heparins an Cyr61 stattfindet. Das unfraktionierte Heparin zeigt dabei die 

günstigste  Gleichgewichtsbindungskonstante  im  kleinen  mikromolaren 

Bereich. Die beiden LMWH liegen, offensichtlich bedingt durch ihre struktu-

rellen Unterschiede,  mit ihrer Gleichgewichtsbindungskonstante um einen 

Faktor 5  auseinander.  Auffällig  ist  hierbei,  dass  sich  die  Bindungskon-

stanten nur über ihre Assoziationskonstante definieren. Bei allen verwen-

deten  Heparinen  zeigt  die  Dissoziationskonstante  nahezu  vergleichbare 

Werte,  wohingegen die Assoziationskonstante 5- bis 24-fach höher liegen. 

Die  synthetische  Pentasaccharideinheit  Fondaparinux  zeigt  keinerlei 

Bindungsaffinität zum CCN1-Protein.
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5.4.1.2 Bindung und kinetische Betrachtung von Heparinderivaten an 
immobilisiertem Cyr61

Eine direkte Wechselwirkung zwischen Heparin und Cyr61 findet statt, 

scheint aber von strukturellen Parametern des Heparins abhängig zu sein. 

Modifizierte  Heparine,  wie  sie  von  der  Arbeitsgruppe  um  Benito  Casu 

geschaffen  werden,  können  hier  erste  Struktur-Wirkungsbeziehungen  in 

dieser  Interaktion  ermöglichen.  Die  verwendeten  Heparine  haben  bereits 

dazu  beigetragen,  Einblicke  in  das  Heparin-Selektin  Wechselspiel  zu 

gewinnen  und  sollen  nun  auf  ihre  Bindungsfähigkeit  am  CCN1-Protein 

untersucht werden.

Tabelle 5.13: Kinetische Konstanten zur Bindung von Heparinderivaten an immobilisierten 

Cyr61-Fc-Chimären.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

2O-DS-
LMWH

1,72 · 10-6

± 0,35 · 10-6
6,60 · 103

± 0,07 · 103
1,13 · 10-2

± 0,22 · 10-2

6O-DS-
LMWH

6,25 · 10-6

± 0,24 · 10-6
1,33 · 103

± 0,12 · 103
0,83 · 10-2

± 0,11 · 10-2

NAc-
LMWH

0,84 · 10-6

± 0,11 · 10-6
14,2 · 103

± 0,21 · 103
1,20 · 10-2

± 0,17 · 10-2

RO-
LMWH

3,08 · 10-6

± 0,19 · 10-6
5,71 · 103

± 0,20 · 103
1,76 · 10-2

± 0,17 · 10-2

Die  Werte  zeigen,  dass  sich  alle  Tinzaparin-Modifikationen  in  einem 

gesteigerten  Bindungsverhalten  gegenüber  dem  Ausgangsheparin  nieder-

schlagen.  Die  ermittelten  Kinetiken  zeigen  kaum  Unterschiede  in  ihren 

Dissoziationskonstanten,  so  dass  auch hier  eine  Differenzierung über  die 

jeweilige Assoziation vorgenommen werden muss. Hier sind jedoch teilweise 

erhebliche  Unterschiede  auszumachen,  welche sich dann in den resultie-

renden  Gleichgewichtsbindungskonstanten  widerspiegeln.  2O-  wie  auch 

6O-Desulfatierungen am Heparin werden weitestgehend toleriert, hingegen 

führt  eine N-Acetylierung zu einer deutlich gesteigerten Bindungsaffinität, 
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welche sich dann in einem KD-Wert im hohen nanomolaren Bereich äußert. 

Gegenüber dem gewöhnlichen Tinzaparin liegt hier eine Steigerung um den 

Faktor 20  vor.  Eine  verbesserte  Flexibilität  des  Heparingerüst  durch  den 

durchgeführten Glycol-Split (RO-Heparin) führt ebenfalls zu einer fünffach 

verbesserten Bindung am Cyr61. 

Diese Werte lassen abschätzen, dass es sich bei der Bindung von Heparin 

an Cyr61 nicht um eine ladungsinduzierte-Bindung handelt,  da sonst die 

desulfatierten Derivate schlechter gegenüber ihrer Ausgangssubstanz abge-

schnitten  hätten.  Lässt  Tabelle 5.12 noch  vermuten,  dass  die  Länge  der 

Glykosaminoglykanketten die entscheidende Rolle spielt und das unfraktio-

nierte Heparin somit gegenüber den LMWH eine bessere Kinetik zeigt, kann 

das durch diese Untersuchungen und den Einsatz homogener Kettenlängen 

nicht bestätigt werden.

5.4.1.3 Bindung und kinetische Betrachtung von Heparin an immobili-
siertem Cyr61 MI-III

Strukturelle  Anforderungen  können  auch  nicht  nur  auf  der  Seite  des 

Heparins gesucht werden. Auch das Cyr61 Molekül mit seinen vier Modulen 

kann  über  verschiedene  potentielle  Bindungsstellen  mit  Heparin  intera-

gieren. In der Literatur ist beschrieben, dass die „Haupt-Heparinbindestelle“ 

auf Modul IV lokalisiert ist. Durch den Einsatz eines rekombinant mutierten 

Cyr61,  welches  um  sein  Modul IV  gekürzt  ist,  soll  nun  ein  Fokus  auf 

mögliche Heparinbindestellen gelegt werden.

Damit  die  resultierenden  Daten  an  den  Cyr61  M I-III  Fc-Chimären 

vergleichbar  mit  denen  an  den  Cyr61  Fc-Chimären  sind,  werden  beide 

Proteine  in  äquimolarer  Konzentration  eingesetzt.  Die  tatsächlich  auf  der 

Sensoroberfläche immobilisierte Proteinmenge lässt sich dann mit der unter 

Kapitel 4.8.3 beschriebenen  Methode  und  unter  Anwendung  von  Gl. 4 

errechnen (siehe Tabelle 5.14).
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Tabelle 5.14: Immobilisierte Proteinmengen auf der Sensoroberfläche.

ng/cm² fmol/cm²

Cyr61 
Fc-Chimäre

15,60
± 2,79

229,31
± 41,03

Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre

10,78
± 0,80

191,19
± 14,17

Tabelle 5.14 ist zu entnehmen, dass die Massenkonzentration der auf der 

Sensoroberfläche immobilisierten Proteinmenge nicht identisch ist. Dies ist 

nicht  verwunderlich,  da  den  Cyr61  M I-III  Fc-Chimären  die  komplette 

CT-Domäne  fehlt.  Bezogen  auf  die  molare  Konzentration  des  jeweiligen 

Proteins resultieren allerdings annähernd äquivalente Mengen.

Tabelle 5.15: Kinetische Konstanten zur Bindung von Heparin an immobilisierten Cyr61 

MI-III-Fc-Chimären.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

UFH 4,64 · 10-5

± 0,67 · 10-5
9,74 · 101

± 2,43 · 101
4,44 · 10-3

± 0,47 · 10-3

Enoxaparin nicht detektierbar

Tinzaparin 6,88 · 10-5

± 1,02 · 10-5
9,16 · 101

± 1,42 · 101
6,24 · 10-3

± 0,05 · 10-3

Ohne Anwesenheit  der  funktionell  beschriebenen „Haupt-Heparinbinde-

stelle“ in Domäne IV ändern sich die Gleichgewichtsbindungskonstanten der 

untersuchten Heparine deutlich. Das UFH verliert seine Affinität gegenüber 

Cyr61 MI-III um den Faktor 12 (siehe Tabelle 5.15). Dies ist über die signifi-

kant schlechtere Assoziation zu erklären, die in etwa um einen Faktor 20 

abnimmt. Das LMWH Enoxaparin ist in seiner Bindung gegenüber Cyr61 gar 

nicht mehr zu detektieren und verliert ohne Modul IV scheinbar völlig seine 

Tendenz  zum  CCN1-Protein.  Die  Bindung  von  Tinzaparin  wird  ebenfalls 

beeinträchtigt, verliert aber nur leicht an Affinität und verbleibt in etwa in 

der gleichen Größenordnung.

Diese  Bindungsdaten  lassen  erneut  eine  Diskussion  über  strukturelle 

Anforderungen des Heparins aufkommen, um zu klären ob sich diese als 
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günstige oder ungünstige Voraussetzungen als Bindungspartner gegenüber 

dem Cyr61 verhalten.

5.4.1.4 Bindung und kinetische Betrachtung von Heparinderivaten an 
immobilisiertem Cyr61 MI-III

Nachdem mögliche strukturelle Anforderungen an das Heparin bereits mit 

den kommerziellen Heparinen an dem um Modul IV gekürzten Cyr61 unter-

sucht wurden, kann nun mit den Heparinderivaten ein weiteres Werkzeug in 

die Untersuchung mit einbezogen werden.

Tabelle 5.16: Kinetische Konstanten zur Bindung von Heparinderivaten an immobilisierten 

Cyr61 MI-III-Fc-Chimären.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

2O-DS-
LMWH

5,44 · 10-6

± 1,75 · 10-6
2,17 · 103

± 0,42 · 103
1,14 · 10-2

± 0,16 · 10-2

6O-DS-
LMWH

4,44 · 10-6

± 1,02 · 10-6
1,11 · 103

± 0,07 · 103
0,49 · 10-2

± 0,08· 10-2

NAc-
LMWH

52,4 · 10-6

± 11,3 · 10-6
0,13 · 103

± 0,02 · 103
0,65 · 10-2

± 0,08 · 10-2

RO-
LMWH

7,28 · 10-6

± 1,11 · 10-6
1,86 · 103

± 0,04 · 103
1,35 · 10-2

± 0,20 · 10-2

Interessanterweise zeigen sich die Heparinderivate in ihrer Bindungsaffi-

nität weniger beeinflusst von dem fehlenden Modul IV als die natürlichen 

Heparine.  Lediglich  das  N-acetylierte  Derivat  verliert  mit  seiner  Gleichge-

wichtsbindungskonstante an Affinität gegenüber einer Bindung am vollstän-

digen Cyr61. Die Gründe hierfür könnten in der Tatsache begründet sein, 

dass  dieses  Derivat  aufgrund  seiner  50 %igen  N-Acetylierung  sehr  dem 

Aufbau  eines  allgemeinen  Heparansulfats  ähnelt.  Fehlt  am  Cyr61  die 

cysteine knot C-terminale Domäne (Modul IV), so fehlen neben der eigentli-

chen  „Haupt-Heparinbindestelle“  auch zwei  in  der  Literatur  beschriebene 

Heparansulfat-Proteoglykan-Bindestellen255.  Das  N-acetylierte  Heparinde-

rivat  wird  also  faktisch  um  mindestens  drei  potentielle  Bindungsstellen 

ärmer. 
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Auf Modul III,  der  TSP-1 Domäne,  ist  ebenfalls  eine  Heparinbindestelle 

sowie eine Bindestelle für Heparansulfat-Proteoglykane beschrieben. Diese 

Region scheint also, im Falle einer fehlenden CT-Domäne, für die Heparin-

bindung verantwortlich zu sein. In wie weit sie auch im Falle eines intakten 

Cyr61  parallel  zur  Heparinbindung  neben  der  „Haupt-Heparinbindestelle“ 

mitwirkt, lässt sich auf diesem Wege nicht ergründen.

5.4.2 Untersuchung der Bindung von Heparin an VLA-4

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits durch Dr. Juliane Fritzsche eine 

Wechselwirkung von Heparin an VLA-4 postuliert und im mikroskopischen 

Zellassay untersucht59. Dr. Dirk Simonis konnte später durch erste kineti-

sche Untersuchungen das Postulat dieser Interferenz bestätigen152.

Damit das Wechselspiel von Heparin mit Cyr61 und VLA-4 besser mitein-

ander  verglichen  werden  kann,  sollen  in  diesem  Kapitel  nun  kinetische 

Bindungsuntersuchungen am VLA-4 mit  einigen ausgewählten Heparinen 

und  Derivaten  durchgeführt  werden.  Diese  Untersuchungen  werden  an 

sensorimmobilisierten  Membranpräparationen  der  VLA-4-haltigen  MV3 

Melanomzellen durchgeführt. Da es sich um die aufgereinigte Membranfrak-

tion eines Ganzzelllysates handelt, kann nicht ausgeschlossen werden, auch 

andere proteinogene Moleküle oberflächlich zu präsentieren und einer Wech-

selwirkung  damit  ebenfalls  zugänglich  zu  machen.  Andererseits  spiegelt 

diese membranäre Umgebung des VLA-4 aber auch in perfekter Weise die 

wahren Gegebenheiten an der Zelloberfläche wieder.

Die Membranpräparation wird in Form von Vesikeln auf einen mit Thio-

glucose  derivatisierten  Quarz  immobilisiert.  Es  folgt  eine  Anordnung  der 

vesikulären  Strukturen  gemäß  ihrer  Polarität  zu  den  oberflächlich  expo-

nierten Hydroxylgruppen der Thioglucose. Im günstigsten Falle bildet sich 

eine Bilayer-artige Struktur aus und proteinogene Strukturen wie bspw. das 

VLA-4  werden  frei  im  Pufferfluss  exponiert.  Es  erfolgt  die  Injektion  der 
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entsprechenden Testsubstanzen in Konzentrationsreihen und die anschlie-

ßende kinetische Betrachtung und Auswertung.

Tabelle 5.17: Kinetische Konstanten zur Bindung ausgewählter Heparine an Vesikel-immo-

bilisierter Membranpräparation.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

Tinzaparin 4,61 · 10-6

± 2,68 · 10-6
1,27 · 103

± 0,58 · 103
5,13 · 10-3

± 1,56 · 10-3

Enoxaparin 2,22 · 10-6

± 0,76 · 10-6
1,45 · 103

± 0,30 · 103
3,09 · 10-3

± 0,63 · 10-3

2O-DS-
LMWH

11,6 · 10-6

± 3,60 · 10-6
0,28 · 103

± 0,10 · 103
3,33 · 10-3

± 1,42 · 10-3

6O-DS-
LMWH

5,89 · 10-6

± 4,12 · 10-6
0,42 · 103

± 0,06 · 103
2,32 · 10-3

± 1,51· 10-3

NAc-
LMWH

5,18 · 10-6

± 3,30 · 10-6
0,47 · 103

± 0,29 · 103
7,47 · 10-3

± 5,26 · 10-3

RO-
LMWH

2,71 · 10-6

± 2,63 · 10-6
1,19 · 103

± 0,25 · 103
4,45 · 10-3

± 3,39 · 10-3

Bei den Betrachtungen spielt  der Aktivierungszustand des VLA-4 keine 

besondere Rolle, sodass die entsprechenden Werte untereinander verglichen 

werden sollen. Es zeigt sich, dass Tinzaparin VLA-4 mit einer Affinität im 

mikromolaren Bereich bindet. Ebenso verhalten sich die weiteren Testsub-

stanzen  mit  Ausnahme  des  2O-desulfatierten  Derivates,  welches  keine 

besondere  Rezeptoraffinität  zu  zeigen  vermag  (siehe  Tabelle 5.17).  Eine 

äußerst  langsame  Dissoziation  vom Rezeptor  ist  hier  maßgeblich  für  die 

relativ hohen Gleichgewichtsbindungskonstanten.

5.4.3 Immobilisation  von  Kopfgruppen-modifizierten  Lipidmem-
branen auf SAW-Sensorquarzen

Im  vorhergehenden  Kapitel  und  in  weiteren  Untersuchungen  wurde 

bereits  die  Bindungsfähigkeit  von  Heparin  an VLA-4 untersucht152.  Diese 

konnte allerdings nur an Vesikel-immobilisierten Membranen erfolgen, die 
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aus Ganzzelllysaten gewonnen oder über Liposomen auf dem Sensor aufge-

bracht wurden. Dabei stellten sich andere in den Ganzzelllysaten enthaltene 

Integrine,  Proteoglykane oder  sonstige Proteine  als  problematisch dar um 

eine  dezidierte  Bindungsaffinität  des  Heparins  an  VLA-4  zu  bestimmen. 

Auch die Liposomen erwiesen sich aufgrund massiver Dämpfungsereignisse 

oder der Bildung mehrerer Membranschichten übereinander als unvorteil-

haft. Einen Ausweg bilden dabei über Langmuir-Blodgett-Technik übertra-

gene Modell-Membranen, bzw. Phospholipidschichten wie sie bereits an der 

Quarzmikrowaage seit vielen Jahren verwendet werden. Einer SAW-Messung 

konnten  diese  Modell-Membranen  bisher  aber  nicht  zugänglich  gemacht 

werden. Die Gründe hierfür liegen zum einen in der Labilität der geschaf-

fenen Membranen gegenüber Luft und zum anderen in der Tatsache, dass 

nur trockene Quarze in die Messzelle des Sensors eingebaut werden können. 

Einen Ausweg soll  die  Trocknung der  übertragenen Membranen mit  dem 

Disaccharid Trehalose (wie in Kapitel 4.8.2.1 beschrieben) ermöglichen. So 

getrocknete Membranen sind „pseudohydratisiert“ und können über längere 

Zeiträume ohne Funktionseinschränkungen trocken gelagert werden.

Die ablaufenden Vorgänge während des Trocknens, bzw. bei der späteren 

Rehydratation  soll  Abbildung 47 schematisch  darstellen.  Der  Prozess  der 

Rehydratation lässt sich am Biosensor in real-time verfolgen. 
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Abbildung  47:  Schematische Darstellung des Trocknungs-  und Rehydratisie-
rungsprozedere mittels Trehalose. A) Gezeigt ist eine mittels Langmuir-Blodgett 
Technik übertragene Membran auf der Sensoroberfläche unter wässrigen Bedin-
gungen. B) Die übertragene Membran wird unter Zusatz des Disaccharides Treha-
lose (hier violett dargestellt) getrocknet. Dabei lagern sich die Saccharid-Einheiten 
um  die  polaren  Phospholipid-Kopfgruppen  an  und  stabilisieren  die  Membran 
während der Trocknung. C) Der in die Flusskammer eingebaute Quarz wird unter 
Puffereinfluss rehydratisiert. Trehalose wird über den Pufferfluss ausgewaschen, die 
Membran  „richtet“  sich  wieder  auf  und  gewinnt  an  Fluidität.  D)  Schematische 
Darstellung einer luftgetrockneten Membran. Der Phospholipidlayer ist  kollabiert 
und die Membran in ihrer Funktion eingeschränkt, bzw. zerstört.
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5.4.3.1 Detektion und kinetische Betrachtung der Bindung an model-
lierten Membranproteinen

Die  hier  übertragenen  und  nun  verwendeten  Membranen  sind  Kopf-

gruppen-modifiziert,  es  handelt  sich  also  nicht  um eine  Membran reiner 

Phospholipidköpfe, sondern es befindet sich mit 20 mol% ein Chelatorlipid 

beigemischt. Dieser Chelator bindet zentral ein Nickel-Atom und präsentiert 

es oberflächlich. An diesem Nickel-Atom kann dann über eine Komplexbin-

dung Histidin erkannt und gebunden werden (siehe auch Abbildung 24 auf 

Seite 105).  Dieses  Werkzeug  ist  somit  in  idealer  Weise  dafür  geeignet 

Histidin-getaggte Proteine oberflächennah und -orientiert zu fixieren.

Das Trehalose-Verfahren, welches bei der Trocknung von Liposomen zum 

Erhalt der vollen Integrität schon seit Jahren Verwendung findet, soll nun 

auch erstmals zur Trocknung von Modellmembranen auf Biosensorquarzen 

angewandt und in diesem Kapitel gezeigt werden.

Bereits nach Einbau des Trehalose-getrockneten Quarzes und Einschalten 

des  Pufferflusses  wird  eine  Frequenzabnahme ersichtlich.  Ausgewaschene 

Saccharideinheiten  „erleichtern“  den  Quarz,  die  Frequenz  fällt  ab.  Die 

Frequenzabnahme fällt jedoch erwartungsgemäß nicht so groß aus, da zeit-

gleich durch den Puffereinfluss eine Hydratisierung der Membran und Einla-

gerung von Ionen wie Calcium und Magnesium erfolgen wird. Die Amplitude 

verändert sich ebenfalls dahingehend, dass durch ihren Anstieg von einer 

Rigidisierung der Membran ausgegangen werden kann. Dies spricht für den 

weiterhin hoch-geordneten Zustand der Lipide innerhalb der Membran.

Die Injektion eines His-getaggten Proteins führt dann zu einer massiven 

Frequenzzunahme, eine Bindung an das Nickel-Ion ist erfolgt und der Quarz 

schwingt aufgrund der Masseauflagerung bei einer höheren Frequenz. Abbil-

dung 48 zeigt die molekular ablaufenden Reaktionen anhand des aufgezeich-

neten Sensorgrammes.
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Wird anstelle  des  beigemischten DOGS-NTA eine  reine  DPPC-Membran 

verwendet,  führt  die  Injektion  eines  His-getaggten  Proteins  zu  keiner 

Masseauflagerung  (Daten  nicht  gezeigt).  Eine  unspezifische  Bindung  des 

Histag  oder  des  Proteins  an  die  Membran  kann  somit  ausgeschlossen 

werden.

Das metastasierungsrelevante Integrin VLA-4 soll auf seine Bindungsaffi-

nität gegenüber Cyr61 und Heparin untersucht werden. Da es mittlerweile 

kommerziell  als  His-getaggtes  Protein  erhältlich  ist,  bietet  sich  die  oben 

vorgestellte Methode der Immobilisation an. Zur anschließenden Testung, ob 

VLA-4 nicht nur räumlich vorhanden, sondern auch funktionstüchtig immo-

bilisiert ist, wird sein physiologischer Ligand VCAM-1 einer Bindungsunter-

suchung zugesetzt. Tabelle 5.18 veranschaulicht die erhaltenen Messdaten.
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Abbildung 48: Typischer Frequenz- und Amplitudenverlauf während der Rehy-
dratisierung der Membran und nach Injektion eines His-getaggten Proteins. 
I) Das Auswaschen der Trehalose führt zu einer Frequenzabnahme, der Quarz wird 
scheinbar „leichter“, parallel dazu signalisiert der leicht steigende Amplitudenver-
lauf  eine  zunehmende  Rigidisierung  der  Membran.  II)  Die  Injektion  des 
His-getaggten Proteins führt zu einem massiven Anstieg der Frequenz bei gleichzei-
tiger Abnahme der Amplitude. Eine bedeutet eine deutliche Masseauflagerung, die 
mit einer erhöhten Dämpfung der Amplitude einhergeht.
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Tabelle 5.18: Kinetische Konstanten zur Bindung von VCAM-1 an membranimmobilisierten 

VLA-4-Histag.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

VCAM-1  2,48 · 10-9

± 0,41 · 10-9
2,55 · 105

± 0,45 · 105
6,42 · 10-4

± 2,16 · 10-4

Integrine  können  physiologisch  unterschiedliche  Affinitätszustände 

annehmen; es kann auch über eine Erhöhung der Avidität eine vermehrte 

Bindung  an  Liganden  herbeigeführt  werden.  Im  hier  durchgeführten 

Versuch  kann  nur  ein  einziger  Aktivierungszustand  des  VLA-4  erfasst 

werden, da eine intrazelluläre Signalweiterleitung und eine damit verbun-

dene Aktivitätssteigerung nicht möglich ist. Berücksichtigt man dies bei der 

hiesigen Betrachtung, so findet sich die Gleichgewichtsbindungskonstante 

von  2,48 · 10-9 in dem Bereich, den Chigaev und Mitarbeiter für den nicht 

aktivierten Rezeptor gefunden haben256. Ebenso ist der Wert mit bereits am 

SAW-Biosensor  ermittelten Kinetiken an VLA-4 vergleichbar,  dabei  wurde 

der  Rezeptor  allerdings  aus  Membranpräparationen  gewonnen  und  diese 

nativ auf dem Sensor immobilisiert. Für eine Betrachtung von Bindungskon-

stanten unterschiedlicher Heparine oder des CCN1-Proteins an VLA-4 spielt 

der  vorliegende  Aktivierungszustand  eigentlich  keine  Rolle,  sodass  die 

entsprechenden Werte mit denen anderer bekannter VLA-4 Bindungsepitope 

verglichen werden sollen.

An  dem rekombinanten  VLA-4  sollen  nun  auch  ausgewählte  Heparine 

vermessen werden, um einen Vergleich der Bindung am VLA-4 in membran-

ärer Umgebung zu ermöglichen.

Tabelle 5.19 zeigt die Daten für die Bindung von Tinzaparin an isolierten 

VLA-4. Diese Werte sind vergleichbar mit den Angaben die aus den Untersu-

chungen  an  Membranvesikel-immobilisierten  VLA-4  hervorgegangen  sind. 

Das unfraktionierte Heparin zeigt eine etwas schwächere Gleichgewichtsbin-

dungskonstante,  die aufgrund einer langsameren Assoziation und schnel-

leren  Dissoziation  resultiert.  Hier  könnte  die  voluminöse  Größe  bzw.  die 
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Größenverteilung eines unfraktionierten Heparins eine entscheidende Rolle 

spielen.

Tabelle 5.19: Kinetische Konstanten zur Bindung von Heparin an membranimmobilisierten, 

isolierten VLA-4-Histag.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

UFH 33,5 · 10-6

± 2,38 · 10-6
0,49 · 103

± 0,04 · 103
16,4 · 10-3

± 0,30 · 10-3

Tinzaparin 4,99 · 10-6

± 0,23 · 10-6
1,66 · 103

± 0,16 · 103
8,26 · 10-3

± 0,42 · 10-3

Heparin scheint in der Lage zu sein, verschiedene Integrine mit ähnlichen 

Affinitäten zu binden. So konnten auch Vorup-Jensen und Mitarbeiter eine 

Gleichgewichtsbindungskonstante  von 1,3 · 10-6 M bei  der  Interaktion von 

Heparin mit dem Integrin Xβ2 ermitteln53. Interessanterweise scheinen diese 

Effekte  auch  nicht  ladungsvermittelt  zu  sein,  da  sonst  die  desulfatierten 

Derivate gegenüber ihren regulär substituierten Derivaten deutlich schlech-

tere  Affinitäten  zeigen  müssten.  Außerdem  zeigt  die  synthetische  Penta-

saccharideinheit  des  Heparinanalogons  Fondaparinux  keine  Bindung  am 

VLA-4. Weiterhin können die Effekte auch nicht ausschließlich über unspe-

zifische  Bindungen  erklärt  werden.  Dagegen  sprechen  eine  nicht-

detektierbare Bindung von Heparin an die verwendeten Membranlipide und 

die Tatsache, dass selbst hohe Konzentrationen Heparin nicht an Proteine 

wie bspw. VCAM-1 oder Syndekan-4 zu binden vermögen. Andere Integrine 

können insbesondere in der verwendeten Membranpräparation nicht grund-

sätzlich ausgeschlossen werden. Allerdings ist das Vorhandensein des oben 

genannten  Integrins Xβ2 auszuschließen,  da  es  sich  um  ein  typisches 

Leukozyten-Integrin handelt.

5.4.4 Untersuchung der Bindung von Cyr61 an VLA-4

Nachdem VLA-4 funktionell auf den Membranen immobilisiert und expo-

niert dargestellt  werden kann, soll  nun eine kinetische Betrachtung einer 
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möglichen direkten Bindung des Cyr61 an das Integrin erfolgen. In der Lite-

ratur  ist  diese  Wechselwirkung  zwischen  VLA-4  und  Cyr61  bisher  noch 

unerwähnt. 

Tabelle  5.20: Kinetische Konstanten zur Bindung von Cyr61 an membranimmobilisierten 

VLA-4-Histag.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

Cyr61 
Fc-Chimäre

3,43 · 10-8

± 1,91 · 10-8
3,33 · 105

± 0,19 · 105
1,16 · 10-2

± 0,70 · 10-2

Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre

10,5 · 10-8

± 1,70 · 10-8
2,47 · 105

± 0,31 · 105
2,58 · 10-2

± 0,09 · 10-2

Die Daten zeigen erstmalig eine direkte Bindung des Cyr61 an VLA-4, mit 

einer Gleichgewichtsbindungskonstante im mittleren nanomolaren Bereich. 

Auffällig sind hohe Assoziationskonstanten bei einer geringen Dissoziations-

konstante,  was  für  eine  schnelle  und  affine  Bindung  steht,  die  schlecht 

wieder abgelöst wird.

166

Abbildung 49: Schematische Darstellung der Bindung von Cyr61 an membran-
ständiges VLA-4. VLA-4 wird über seine His-getaggte -Untereinheit immobilisiert, 
die β-Untereinheit wird dann über nicht-kovalente Wechselwirkungen stabilisiert. 
A) Cyr61  zeigt  Bindungsaffinität  zu  VLA-4.  B) Cyr61-Mutante  mit  fehlendem 
Modul IV bindet an VLA-4.
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Der Einsatz der verfügbaren Cyr61-Mutante, die um das Modul IV gekürzt 

ist, lässt gleichzeitig erste Struktur-Wirkungsbeziehungen zu. Demnach liegt 

ein mögliches Bindungsepitop des Cyr61 am VLA-4 nicht auf Modul IV, da 

sonst eine deutlich schlechtere bzw. keine Bindungsaffinität der Mutante zu 

beobachten wäre. Die TSP-1 Domäne oder die vWC-Domäne könnten eben-

falls  einen potentiellen  Bindungspartner  des  VLA-4  am Cyr61  darstellen. 

Dabei ist eine Beteiligung der vWC-Domäne aufgrund verschiedener Unter-

suchungen  am  wahrscheinlichsten.  So  konnte  gezeigt  werden,  dass  ein 

pro-Polypeptid  des  Von-Willebrand-Faktors  (pp-VWC)  über  eine  β1-vermit-

telten Mechanismus an das Integrin bindet. Später wurden 4, 5 und 9 als 

zweite Untereinheit des potentiellen Integrins identifiziert. In vitro konnten so 

selbst Melanomzellen zur Adhäsion an pp-VWC gebracht werden257,258.

Trotz äquimolaren Einsatzes beider Cyr61 Varianten liegt ihre Gleichge-

wichtsbindungskonstante um den Faktor 3 auseinander, was an einer etwas 

langsameren Assoziation und schnelleren Dissoziation der  Cyr61-Mutante 

liegt. Setzt man eine reine Fc-Chimäre ein, so ist keine Bindung detektierbar 

(Daten nicht gezeigt); eine unspezifische Bindung oder Wechselwirkung über 

das Fc-tag kann somit ausgeschlossen werden. Ob und wie stark das Fc-tag 

allerdings die Kinetik des gelösten Cyr61 beeinflusst, lässt sich hier nicht 

abschätzen. Es soll nur festgehalten werden, dass im physiologischen Cyr61 

eine fehlende Fc-Chimäre zu weiterer Flexibilität  und natürlich kleinerem 

Molekulargewicht führt.

5.4.5 Untersuchung der Bindung von Cyr61 an Syndekan-4

Cyr61  besitzt  Bindungsstellen  für  Heparansulfat-Proteoglykane. 

Syndekan-4 ist ein prominenter Vertreter dieser Klasse und spielt eine wich-

tige Rolle im Metastasierungsgeschehen. Im Folgenden soll ein Einblick in 

die Bindungsaffinitäten des Cyr61 zu membranimmobilisierten Syndekan-4 

gewonnen werden, um die komplexen Stimulationswege des Cyr61 besser 

verstehen zu können.
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Syndekan-4  wird  kommerziell  als  His-getaggtes  Protein  erworben  und 

ähnlich  dem VLA-4  auf  der  rehydratisierten  Membran  immobilisiert.  Die 

Injektion des Cyr61 in Konzentrationsreihen dient dann einer kinetischen 

Betrachtung der Bindungsaffinitäten.

Tabelle  5.21: Kinetische Konstanten zur Bindung von Cyr61 an membranimmobilisiertem 

Syndekan-4-Histag.

KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

Cyr61 
Fc-Chimäre

7,08 · 10-9

± 1,49 · 10-9
3,27 · 106

± 1,21 · 106
2,22 · 10-2

± 0,37 · 10-2

Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre

33,1 · 10-9

± 6,49 · 10-9
0,41 · 106

± 0,02 · 106
1,34 · 10-2

± 0,19 · 10-2

CCN1 zeigt  eine hohe Gleichgewichtsbindungskonstante zu Syndekan-4 

im niedrigen nanomolaren Bereich, herbeigeführt durch eine sehr schnelle 

Assoziationskonstante (siehe Tabelle 5.21). Diese starke Affinität lässt sich 

mit mehreren Tatsachen erklären. Zum Einen ist Syndekan-4 mit Heparan-

sulfatketten dekoriert, die weit vom eigentlichen Protein-Core-Gerüst „ausge-

streckt“ werden und somit zu einer deutlichen Oberflächenvergrößerung und 

Vergrößerung der Interaktionsfläche beitragen. Freie Proteine, Wachstums-

faktoren oder eben Cyr61 werden förmlich eingefangen und verbleiben in 

diesen  Saccharidketten  gebunden.  Zum  Anderen  verfügt  Cyr61  über 

mehrere  literaturbekannte  Bindungsstellen  für  HSPG.  So  können  diese 

sowohl  in  der  TSP-1  Domäne,  wie  auch  in  der  cysteine knot C-terminale 

Domäne  gebunden  werden.  Je  nach  Dekorationsmuster  der  Saccharide 

könnte  sogar  von  einer  Bindung  in  der  Heparinbindestelle  ausgegangen 

werden.

Dass eine Bindung der HSPG nicht ausschließlich über Modul 4 vermittelt 

wird, zeigt der Einsatz der um Modul 4 gekürzt und mutierten Cyr61 Vari-

ante.  Hier  konnte  ebenfalls  eine  hohe Affinität  im mittleren nanomolaren 

Bereich detektiert werden.

168



5 Ergebnisse und Diskussion

Wird das untersuchte System umgekehrt und Cyr61 auf der Sensorober-

fläche immobilisiert, um den Effekt von gelöstem Syndekan-4 zu untersu-

chen, ergeben sich die in Tabelle 5.22 dargestellten Werte.

Tabelle  5.22:  Kinetische  Konstanten  zur  Bindung  von  Syndekan-4-Histag  an  immobili-

sierten Cyr61- und Cyr61 MI-III-Fc-Chimären.

Syndekan-4 KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

an Cyr61 
Fc-Chimäre

2,74 · 10-7

± 0,23 · 10-7
6,20 · 104

± 0,12 · 104
1,70 · 10-2

± 0,17 · 10-2

an Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre

1,35 · 10-7

± 0,19 · 10-7
3,03 · 104

± 0,03 · 104
0,41 · 10-2

± 0,06 · 10-2

Auffällig ist eine um ca. zwei Zehnerpotenzen geringere Assoziationskon-

stante,  die  somit  die  Gesamtaffinität  in  den hohen nanomolaren Bereich 

verlagert. Auch hier können beide Cyr61-Varianten mit einer Bindung gegen-

über dem freien Syndekan-4 detektiert werden.

Die kleineren Gleichgewichtsbindungskonstanten des freien Syndekan-4 

in Wechselwirkung mit immobilisiertem Cyr61 lassen sich dadurch erklären, 

dass es sich um ein relativ großes Molekül handelt, welches nur schlecht in 

räumliche Nähe zu fixierten Strukturen gebracht werden kann. Neben der 

Tatsache, dass dieses simulierte Szenario auch nicht den physiologischen 

Bedingungen  entspricht,  werden  die  Heparansulfatketten  auch  nicht 

derartig räumlich „ausgestreckt“ sein, wie sie im Falle der Syndekan Immo-

bilisation in den Raum ragen.

Interessanterweise zeigt freies Syndekan-4 zur gekürzten Cyr61 Variante 

eine etwas höhere Affinität, hervorgerufen durch eine langsame Dissoziation. 

Dies bestärkt die Annahme, dass die Cyr61-Syndekan-4 Bindung vermehrt 

über die TSP-1 Domäne durchgeführt wird und ein fehlendes Modul IV zu 

einer räumlich besser zugänglichen Bindungsstelle  für die Heparansulfat-

ketten führt.

Um die Bindestellen des Cyr61 für Heparin und HSPG weiter zu charakte-

risieren soll der Versuchsaufbau wie in Abbildung 50 dargestellt beitragen. 
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Nach der Immobilisation von Syndekan-4 auf einer Membranoberfläche wird 

Cyr61 zugeführt  und die  Bindung detektiert.  Durch steigende Konzentra-

tionen Heparin soll in einer Art Kompetitionsexperiment eine Verdrängung 

des Cyr61 am Syndekan-4 durch Heparin herbeigeführt werden.

Der  Phasenverlauf  lässt  erkennen,  dass  zunächst  Syndekan-4  auf  der 

Membran immobilisiert wird und daran anschließend auch Cyr61 gebunden 

wird.  Steigende  Konzentrationen  an  Heparin  führen  zu  verstärkten 
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Abbildung  50:  Schematische Darstellung der Immobilisation von Syndekan-4 
Histag an einer künstlichen Membran. I) Syndekan-4 Histag wird an den Chelator 
in der Membranoberfläche gebunden und eine Phasenverschiebung wird detektiert. 
II) Die Bindung von Cyr61 an die Heparansulfatketten des Syndekan-4 kann durch 
eine positive Phasenverschiebung detektiert werden. III) Heparin wird in steigenden 
Konzentrationen  dem  Pufferfluss  zugesetzt  und  bindet  an  die  immobilisierten 
Strukturen. IV) Selbst hohe Konzentrationen an Heparin sind nicht in der Lage das 
am Syndekan-4 gebundene Cyr61 abzulösen oder zu verdrängen.
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Bindungsereignissen. Allerdings lässt sich auch durch eine hohe Heparin-

konzentration Cyr61 nicht aus seiner Bindung an Syndekan-4 lösen.

Die  Konzentrationsreihe  des  eingesetzten  Tinzaparins  lässt  auch  eine 

kinetische Auswertung zu, die in Tabelle 5.23 zusammengefasst ist.

Tabelle 5.23: Kinetische Konstanten zur Bindung von Tinzaparin an am Syndekan-4-Histag 

gebundenen Cyr61.

Tinzaparin KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

an Cyr61 
Fc-Chimäre

3,65 · 10-5

± 0,55 · 10-5
3,95 · 102

± 0,19 · 102
1,45 · 10-2

± 0,29 · 10-2

an Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre nicht detektierbar

Tinzaparin  bindet  an  Cyr61,  welches  selbst  bereits  am  Syndekan-4 

gebunden ist. Die Gleichgewichtsbindungskonstante ist mit der Affinität des 

Tinzaparins gegenüber einzeln immobilisierten Cyr61 vergleichbar und diffe-

riert nur geringfügig.

Cyr61 mit fehlendem Modul IV kann auch an Syndekan-4 binden. Jedoch 

zeigt  Tinzaparin dann keine Affinität gegenüber dieser gebundenen Cyr61 

Variante.  Dies  bestätigt  die  bereits  vorher  getätigte  Annahme,  dass  die 

vorwiegende  Bindungsdomäne  für  das  verwendete  Syndekan-4  außerhalb 

von Modul IV des Cyr61 liegen muss. Die CT-Domäne des Cyr61 bleibt von 

der Bindung des Syndekan-4 nahezu unbeeinflusst und erlaubt die additive 

Bindung bzw. Wechselwirkung mit Heparin. Eine Verdrängung des Cyr61 

vom Syndekan ist somit durch Heparin nicht möglich, da es sich um unter-

schiedliche Bindungsorte handelt, die nicht in Kompetition um die beiden 

Bindungspartner miteinander stehen. 

Eine Bindung des Heparins an die freie Fc-Chimäre oder an Syndekan-4, 

bzw. die Bindung der Fc-Chimäre an das Syndekan-4 konnte durch vorher-

gehende Untersuchungen ausgeschlossen werden.

Die verwendeten Heparinderivate zeigten teilweise unerwartete Ergebnisse 

in der Bindung zu Cyr61 (siehe Kapitel 5.4.1.2 und  5.4.1.3). Das N-acety-

lierte  Derivat  war  dabei  am auffälligsten und legte  die  Vermutung nahe, 
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seine Bindung nicht  über die  Heparinbindestelle  auf der CT-Domäne des 

Cyr61  zu  vermitteln.  Da  dieses  Derivat  aufgrund  der  N-Acetylierung  der 

Struktur von Heparansulfat nahe kommt, könnte hier im durchgeführten 

Kompetitionsexperiment tatsächlich eine Verdrängung erfolgen.

Tabelle  5.24:  Kinetische  Bindungskonstanten  zur  Bindung  von  NAc-LMWH  an  am 

Syndekan-4-Histag gebundenen Cyr61.

NAc-LMWH KD [M] kAss [M-1s-1] kDiss [s-1]

an Cyr61 
Fc-Chimäre nicht detektierbar

an Cyr61 M I-III
Fc-Chimäre nicht detektierbar

Diese Annahme konnte im Verdrängungsexperiment jedoch nicht bestätigt 

werden. Tabelle 5.24 zeigt auch, dass keine Bindung zu detektieren war und 

damit eine Berechnung von Konstanten entfällt. Trotzdem lässt sich für das 

N-acetylierte Heparinderivat festhalten, dass eine Bindung vermutlich nicht 

über die Heparinbindestelle in der CT-Domäne erfolgt. Ob die Bindung über 

die Bindestellen für die HSPG erfolgt, lässt sich mit diesen Untersuchungen 

nicht abschließend klären. Die Annahme, dass Syndekan-4 das Cyr61 in der 

TSP-1 Domäne bindet, bleibt bestehen, da auch die um Modul IV gekürzte 

Variante  eine  Bindungsaffinität  zeigt.  Eine  Verdrängung  dieser  mutierten 

Variante  konnte  durch das N-acetylierte  Derivat  ebenfalls  nicht  herbeige-

führt werden. Dies könnte auf eine zu große Variabilität in der Struktur von 

den  Heparansulfatketten  des  Syndekan-4  gegenüber  dem  NAc-LMWH 

zurückzuführen sein, oder aber tatsächlich auf unterschiedliche Bindungs-

stellen, die somit einer Kompetition entgehen. 
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5.4.6 Zusammenfassende  Beurteilung  der  kinetischen  Bindungs-
daten

Die biosensorischen Untersuchungen zeigen, dass Cyr61 an der Zellober-

fläche mit unterschiedlichen Bindungspartnern interagieren kann. Erstmalig 

konnte eine direkte Bindung des Cyr61 an VLA-4 nachgewiesen werden. Die 

Bindung ist darüber hinaus hochaffin und zeigt KD-Werte im mittleren nano-

molaren Bereich. Eine Wechselwirkung des Cyr61 mit Syndekan-4 konnte 

ebenfalls durch die Bindungsstudien bestätigt werden. Hier ist die Affinität 

sogar noch größer und die Bindung lang andauernder, was durch eine lang-

same Dissoziationskonstante bestätigt wird. Die Erklärung liegt hier an den 

verschiedenen Bindestellen des Cyr61 für Heparansulfat-Proteoglykane und 

den raumfüllenden und für Cyr61 strukturell attraktiven Heparansulfat-Sei-

tenketten.  Durch  Einsatz  einer  Cyr61-Mutante,  die  um  ihre  CT-Domäne 

(Modul IV) gekürzt ist, konnte gezeigt werden, dass die Bindung an VLA-4 

oder Syndekan-4 unabhängig von dieser Domäne ist.

Heparin bindet ebenfalls an Cyr61 im mittleren bis kleinen mikromolaren 

Bereich. Auch strukturabgewandelte Heparine binden in unterschiedlichen 

Ausmaß an Cyr61 und erlauben erste Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser 

Bindung. So kann auch Modul IV des Cyr61 als Haupt-Heparinbindestelle 

ausgemacht  werden.  Die  eingesetzten  Heparine  sind  jedoch  nicht  in  der 

Lage, bereits an VLA-4 oder Syndekan-4 gebundenes Cyr61 zu verdrängen. 

Dies liegt an der bis zu drei  Zehnerpotenzen höheren Affinität des Cyr61 

gegenüber Heparin zu den proteinogenen Strukturen. 

Bezogen auf die physiologischen Vorgänge an der Zelloberfläche, kann für 

Heparin nur sekretiertes und freies Cyr61 als Bindungspartner fungieren. Ist 

Cyr61 bereits an Syndekanen oder Integrinen gebunden, ist Heparin nicht in 

der Lage als Effektor über Cyr61 zu wirken, sondern kann nur noch als 

direkter Inhibitor der Integrinwechselwirkungen mit Liganden wirken.
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5.5 Untersuchung des Zelladhäsionsverhalten unter Flussbedin-
gungen

Die  Simulation  der  Adhäsion  von  Tumorzellen  an  endothelständige 

Liganden erfolgt mit der unter Kapitel 4.7.2.1 beschriebenen Durchflussap-

paratur. Die vorherrschenden Flussbedingungen erlauben die Übertragung 

der  in vitro Ergebnisse  an physiologische  Verhältnisse.  Für  die  hier  getä-

tigten  Untersuchungen  wurde  ausnahmslos  das  Rezeptorprotein  VCAM-1 

auf  den  verwendeten  Glasträgern  immobilisiert.  Dies  ermöglicht  den 

Bindungsmechanismus des VLA-4 an seinen physiologischen Liganden zu 

charakterisieren. Potentiell  andere Adhäsionsmechanismen, wie sie  in-vivo 

parallel dazu vorkommen, können somit ausgeschlossen werden.

Nach dem Einbau des VCAM-1-beschichteten Glasplättchen in die Durch-

flussapparatur  wurde  diese  zunächst  mit  PBS-Puffer  gespült.  Dem 

Einspülen der Zellen in die Flusskammer folgt eine fünfminütige Sedimenta-

tionsphase,  die  den  Kontakt  zwischen  Zellen  und  dem  immobilisierten 

Protein erlaubt.  Im Anschluss  wurde der  Fluss erneut  gestartet  und das 

Verhalten der Zellen aufgezeichnet und ausgewertet. Die Ergebnisse sind in 

den nachfolgenden Kapiteln dargestellt.

5.5.1 Adhäsion Cyr61-herunterregulierter MV3-Zellen

Die verwendeten MV3 Melanomzellen zeigten bereits in vorangegangenen 

Untersuchungen bei  anderen  Mitgliedern  der  Arbeitsgruppe  Bendas  feste 

Adhäsion gegenüber VCAM-159,75. Die Stimulation der Zellen erfolgte eben-

falls bereits  optimiert  durch eine vorhergehende fünfminütige Stimulation 

mit 1 mM Mangan-Ionen. VLA-4 wird dabei über die Bindung des Mangans 

an das MIDAS-Motiv der I-ähnlichen Domäne der  β-Untereinheit und über 

eine  damit   einhergehende  Konformationsänderung  in  einen  hochaffinen 

Zustand versetzt259. 
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In  der  folgenden  Abbildung  ist  der  Adhäsionsverlauf  stimulierter  und 

unstimulierter MV3 Wildtypzellen dargestellt. Zusätzlich ist die Zelladhäsion 

der Cyr61-defizienten MV3 Klonzellen aufgezeichnet.

In Abbildung 51 wird deutlich, dass die Manganstimulation eine deutliche 

Steigerung der Zelladhäsion zur Folge hat. Der hier erstmalig untersuchte 

MV3 aCyr61  Klon  zeigt  gegenüber  seinen  Wildtypzellen  eine  geringfügige, 

aber statistisch signifikante Adhäsionsminderung im stimulierten Zustand. 

Dies zeigt erstmals den funktionellen Zusammenhang zwischen dem Cyr61 

Protein und dem Integrin VLA-4. Die verminderte Cyr61 Expression scheint 

mit  einer  geringeren  Zelladhäsion  des  VLA-4  an  seinen  physiologischen 

Liganden VCAM-1 korreliert  zu sein.  Der  Abstand der  beiden Kurven im 

stimulierten  Zustand  kann  also,  bei  sonst  gleichartigen  Zellen,  als  der 

Cyr61-Effekt herausgestellt werden.

Unstimulierte  MV3-aCyr61  Klonzellen  verhalten  sich  wie  ihr  unstimu-

lierter Wildtyp und sind der Vereinfachung halber hier nicht weiter darge-

stellt.
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Abbildung  51:  Vergleich der  Zelladhäsion  von MV3 Wildtypzellen  gegenüber 
MV3 aCyr61 Klonzellen nach 5 min. Manganstimulation.
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5.5.2 Einfluss  von  exogen zugefügtem Cyr61  auf  Cyr61-defiziente 
MV3-Zellen

Aus dem vorangegangenen  Unterkapitel  ist  der  Cyr61-Einfluss  auf  die 

VLA-4 vermittelte Zelladhäsion hervorgegangen. Um diesen Einfluss weiter 

charakterisieren zu können, soll nun untersucht werden, ob exogen zuge-

fügtes, rekombinantes Cyr61 die verminderte Zelladhäsion des Cyr61-defizi-

enten Zellklones gegenüber seinem Wildtyp wiederherstellen kann.

5.5.2.1 Einfluss der Stimulationszeit

In der Literatur sind keine detaillierten Stimulationsmengen oder -zeiten 

zur Adhäsionssteigerung von Zellen an bestimmte Substrate mittels CCN1 

genannt.  Dies  musste  im  Rahmen  der  hier  getätigten  Untersuchungen 

zunächst eruiert werden.

Da  Cyr61  das  Genprodukt  eines  immediate-early  gene ist  und  somit 

schnell exprimiert werden kann, ist auch von einer raschen Sekretion und 

Wirkung an seinen Zielstrukturen zu  rechnen.  Unstimulierte  MV3 Zellen 

zeigen in der Zelladhäsion nur geringe prozentuale Werte. Aus diesem Grund 

soll  an der  parallelen Manganstimulation weiter  festgehalten werden.  Die 

Manganstimulation  des  VLA-4  und  sein  damit  verbundener  hochaffiner 

Zustand ist aber ebenfalls nur von kurzer, unbekannter Dauer. Die nachfol-

gende Grafik soll den Einfluss der Stimulationszeit mit 1 mM Mangan auf 

die  resultierende Zelladhäsion der  MV3 Wildtyp und Klonzellen verdeutli-

chen.
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In Abbildung 52 wird deutlich,  dass eine dreifach gesteigerte Stimulati-

onszeit  die  Adhäsion  der  Wildtypzellen  höchst  signifikant  zu  mindern 

vermag. Der hochaffine Zustand des Integrins scheint also bereits wieder in 

einen weniger affinen übergegangen zu sein. Die Gesamtadhäsion liegt aber 

weiterhin über der Zelladhäsion der Cyr61-defizienten Klonvariante.  Auch 

der Klon wird durch eine verlängerte Manganstimulation in seiner Adhäsion 

gegenüber VCAM-1 heruntergesetzt.

Eine  Stimulation  mit  1 mM  Mangan  sollte  dieser  Betrachtung  nach 

weiterhin für fünf Minuten erfolgen. Eine mögliche Stimulation mit exogen 

zugesetzten  Cyr61  sollte  also  ebenfalls  im  gleichen  zeitlichen  Rahmen 

erfolgen, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten und nicht durch zeit-

lich unterschiedliche Manganstimulationszeiten Störfaktoren einzubringen.
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Abbildung 52:  Einfluss der Stimulationszeit auf die Zelladhäsion nach 4 s. Die 
Abbildung zeigt den Einfluss der Manganstimulation nach 5 und 15 Minuten auf 
das Zelladhäsionsverhalten nach 4 s.
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Die vorstehende Abbildung zeigt den Einfluss des Proteins CCN1 auf die 

Zelladhäsion des Cyr61-defizienten Klones. Dabei wurde die Adhäsion nach 

4 Sekunden  als  Kriterium  einer  dauerhaften  Bindung  herangezogen.  Es 

wurde mit jeweils 1 µg exogenem Cyr61/1 Mio. Zellen für 5 bzw. 15 Minuten 

unter gleichzeitiger 1 mM Manganstimulation inkubiert. Der Abbildung ist 

zu entnehmen, dass exogen zugeführtes Cyr61 zu dem in seiner Expres-

sionsleistung  abgeschwächten  Klon  zu  einer  signifikanten  Steigerung  der 

Gesamtzelladhäsion führt. Eine Stimulation für fünf Minuten erzielt dabei 

ein höheres Ausmaß im hochsignifikanten Niveau in der Adhäsion, als eine 

dreifach längere Stimulationszeit. Dies könnte mit der Tatsache zu erklären 

sein, dass das CCN1 Protein für eine schnelle und kurzzeitige Stimulation 
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Abbildung  53:  Einfluss  der  Stimulationszeit  mit  exogen  zugeführten  Cyr61 
(1µg/1 Mio.  Zellen)  auf  die  Zelladhäsion  nach  4 s. Die  Abbildung  zeigt  den 
Einfluss  der  Cyr61-Stimulation  nach  5  und  15 Minuten  unter  gleichzeitiger 
Manganstimulation auf das Zelladhäsionsverhalten nach 4 s.
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am Zielprotein gedacht ist. Eine Protease-sensitive Stelle zwischen Modul II 

und III könnte im Zuge der raschen Inaktivierung ebenfalls durch Proteasen 

angegriffen werden. Das gespaltete Protein ist somit in der Ausübung seiner 

Funktion  blockiert  und  wird  komplett  abgebaut.  Dies  könnte  bereits  in 

einem Stimulationszeitraum von 15 Minuten beginnen und die damit einher-

gehende verminderte Adhäsionsleistung erklären. 

Auffällig ist, dass die Gesamtadhäsion der manganstimulierten Wildtyp-

zellen  nicht  erreicht  wird.  Hier  sind  also  möglicherweise  höhere 

Cyr61-Spiegel von Nöten.

Stellt  man  beide  Stimulationswege  gegenüber,  so  erzielen  sowohl  eine 

fünfminütige Mangan- als auch eine fünfminütige Cyr61-Stimulation höhere 

Adhäsionswerte als längere Zeitintervalle.  Für die nachfolgenden Untersu-

chungen wird daher jeweils die Stimulation für fünf Minuten durchgeführt.

5.5.2.2 Einfluss der zugesetzten Cyr61-Menge

Exogen zugeführtes Cyr61 hat einen Effekt auf die Cyr61-defizienten Klon-

zellen, was bereits aus den vorstehenden Untersuchungen hervorgeht. Inwie-

weit diese Auswirkung auf die Adhäsion durch eine höhere Konzentration 

noch  zu  steigern  ist,  soll  über  eine  Variation  in  der  zugesetzten  Cyr61 

Konzentration ermittelt werden. Dazu werden jeweils 1 · 106 Zellen mit stei-

genden Konzentrationen an exogenem Cyr61 versetzt und für fünf Minuten 

parallel mit 1 mM Mangan stimuliert. Die so präparierten Zellen werden in 

die  Flusskammer  gespült  und  für  fünf Minuten  sedimentieren  gelassen. 

Nach Einschalten des Pufferflusses wird das Zellverhalten aufgezeichnet und 

die adhärierten Zellen quantifiziert.
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Abbildung 54 zeigt  den  Einfluss  des  zum  Cyr61-defizienten  Zellklon 

exogen zugesetzten rekombinanten Cyr61 bei gleichzeitiger Manganstimula-

tion auf die Zelladhäsion. Es fällt auf, dass bis zu einer Cyr61-Konzentration 

von 0,75 µg/1 Mio. Zellen die Adhäsion des Klones, ohne zusätzliches CCN1 

nicht  gesteigert  wird.  Ab 1,0 µg/1 Mio.  Zellen  kann von  einer  deutlichen 

Zunahme  in  der  Bindungsfähigkeit  zum  VLA-4  gesprochen  werden,  was 

durch weitere 0,25 µg sogar noch weiter gesteigert werden kann. Die Variabi-

lität nimmt bei 1,25 µg allerdings ebenfalls stark zu, sodass hier die Ergeb-

nisse  weniger  klar  sind.  Eine  exogene Zufuhr  von 1,5 µg  Cyr61 führt  zu 

keiner weiteren signifikanten Steigerung in der Gesamtadhäsion. Die Fähig-

keit am VCAM-1 in einem Ausmaß zu binden wie es der stimulierte Wildtyp 

zeigt,  konnte  mit  keiner  der  untersuchten  Cyr61  Konzentrationen  erzielt 

werden. Ebenso kann mit exogen zugesetzten Cyr61 zu den Wildtypzellen 

kein Effekt in der Adhäsion festgestellt werden.
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Abbildung  54:  Einfluss des exogen zugesetzten rekombinanten Cyr61 auf die 
Zelladhäsion nach 4 s. Der Graph zeigt die Zelladhäsion der MV3 Wildtypzellen im 
Vergleich  mit  den Cyr61-defizienten MV3 Zellen nach 5 min Manganstimulation 
und gleichzeitig exogen zugesetzten Cyr61 in unterschiedlicher Konzentrationen zu 
jeweils 1 Mio. Zellen berechnet.
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5.5.3 Einfluss von Heparin und Heparinderivaten auf die Adhäsion 
Cyr61-defizienter MV3-Zellen

Der Einfluss von Heparin auf die Adhäsion von Melanomzellen, speziell 

auf die Bindung des VLA-4 am VCAM-1 konnte bereits gezeigt werden. Dabei 

wurde bisher die direkte Rezeptorwechselwirkung des Heparins am VLA-4 

betrachtet.  Cyr61  besitzt  Heparinbindestellen  und  eine  Inaktivierung  des 

freien Cyr61 durch Heparin ist in der Literatur beschrieben. Durch die in 

dieser Arbeit getätigten Biosensoruntersuchungen ist eine direkte Bindung 

von Heparin an Cyr61 bewiesen. Ebenfalls zeigt sich eine direkte und hoch-

affine Bindung des Cyr61 an VLA-4. Ein indirekter Einfluss des Heparins 

über  die  Bindung  des  Cyr61  und  die  damit  einhergehende  ausbleibende 

Aktivierung des VLA-4 liegt somit auf der Hand. 

Die Wirkung des Heparins auf Cyr61 soll mit den Cyr61-defizienten Klon-

zellen im Vergleich zu den Wildtypzellen herausgestellt und unter physiolo-

gischen Flussbedingungen ermittelt werden.

5.5.3.1 Einfluss fraktionierter Heparine 

Cyr61 wird als nahezu zytokinartige Substanz in geringen Mengen sekre-

tiert und vermag bereits in diesen Konzentrationen einen Effekt über VLA-4 

auszulösen. Heparin kann sowohl über eine direkte Rezeptorwechselwirkung 

am VLA-4 wie auch über Cyr61 mit seiner Heparinbindestelle interferieren. 

Es stehen demnach ein direkter als auch ein indirekter Weg der Adhäsions-

beeinflussung offen. Die größten Effekte des Heparins konnten bisher bei 

Konzentrationen von 250 und 500 µg/1 Mio. Zellen beobachtet werden. In 

dieser Konzentration läuft man allerdings Gefahr, den Cyr61-Effekt durch 

ein Überangebot an Heparin zu nivellieren. Bei den Untersuchungen wird 

daher mit der bisher geringsten Menge Heparin, entsprechend 50 µg/1 Mio. 

Zellen,  gearbeitet.  Man erhofft  sich  dadurch den direkten Weg über  eine 

Inhibition am Rezeptor zu unterdrücken.
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Zunächst soll Tinzaparin auf sein Inhibitionsvermögen am Cyr61 unter-

sucht werden. Mit seiner relativ einheitlichen Kettenlänge mit einem Häufig-

keitsgipfel von 18 Saccharideinheiten befindet es sich im oberen Größenbe-

reich  der  fraktionierten  Heparine.  Aufgrund  seines  Sulfatierungsmusters 

ähnelt  es  aber  eher  einem UFH.  Diese  beiden  Eigenschaften  machen  es 

interessant für die nachfolgenden Untersuchungen.

Abbildung 55 zeigt  das  Zelladhäsionsverhalten  von  MV3  Wildtyp-  und 

Cyr61-defizienter  Klonzellen  unter  dem Einfluss  von  jeweils  50 µg  Tinza-

parin. Diese Tinzaparinmenge vermag die Adhäsion des stimulierten Wild-

typs auf die  Gesamtzelladhäsion des stimulierten Cyr61-defizienten Klons 

signifikant  herabzusetzen.  Dieser  wird  in  seiner  Bindungsfähigkeit  zu 

VCAM-1 durch die  zugesetzten 50 µg Tinzaparin  um den gleichen Betrag 

beeinflusst.

Aus Tabelle 5.12 geht hervor, dass Tinzaparin eine ausreichend hohe Affi-

nität zu Cyr61 mit einem KD-Wert von 1,66 · 10-5 besitzt. Die Affinität des 

Tinzaparins gegenüber VLA-4 ist hier etwa 3,6 fach größer. Trotzdem liegt 
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Abbildung 55: Zelladhäsion von MV3 Wildtyp und Klonzellen unter 5 minütiger 
Manganstimulation und dem Einfluss von 50 µg Tinzaparin.
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bei Betrachtung des Graphen die Vermutung nahe, dass genau diese zuge-

setzten 50 µg den eigentlichen Cyr61 Effekt ausmachen. Ob und inwieweit 

parallel zu einer Bindung des Cyr61 bereits eine Rezeptorblockade durch das 

Heparin erfolgt,  bleibt  hier  unbeantwortet.  Diese  Frage  lässt  sich  ansatz-

weise erklären, wenn zum Vergleich ein Heparin Verwendung findet, welches 

nur eine schlechte Bindungsaffinität zu Cyr61 aber eine gute zu dem Inte-

grin  VLA-4  aufweist.  Aus den Tabellen  5.17 und  5.12 geht  hervor,  dass 

Enoxaparin diese Voraussetzungen erfüllt. Daher wurde der Versuch unter 

den gleichen Bedingungen unter Zusatz von nun 50 µg Enoxaparin wieder-

holt.

Die Abbildung 56 zeigt, dass das überwiegend rezeptoraffine Enoxaparin 

bei  gleicher  Konzentration  sowohl  die  MV3  Wildtypzellen  als  auch  ihren 

Cyr61-defizienten Klon in ihrer Adhäsion stärker beeinflussen kann. Wenn 

man von einer dominanten Bindung an VLA-4 ausgehen kann, so stellt der 

Weg über die  direkte Rezeptorblockade im Zuge der Adhäsionsminderung 

den potenteren Weg dar.
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Abbildung 56: Zelladhäsion von MV3 Wildtyp und Klonzellen unter 5 minütiger 
Manganstimulation und dem Einfluss von 50 µg Enoxaparin.
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Bei äquivalent eingesetzter Menge an Heparin vermag Tinzaparin sowohl 

sekretiertes, freies Cyr61 zu binden als auch parallel dazu eine Rezeptorblo-

ckade durchzuführen. Enoxaparin blockiert aufgrund seiner deutlich stär-

keren Affinität zu VLA-4 direkt und vermutlich ausschließlich den Rezeptor, 

wodurch der Effekt insgesamt größer ausfällt.

5.5.3.2 Einfluss Struktur-modifizierter Heparine

Der  Einsatz  Struktur-  und  Kettenlängen-modifizierter  Heparine  konnte 

bereits dazu beitragen die Wirkungsweise des Heparins an P- und L-Selektin 

zu beleuchten. In diesem Kapitel soll nun auf strukturelle Eigenschaften der 

Heparine eingegangen werden, um die Cyr61- und VLA-4-vermittelte Adhä-

sion der verwendeten Melanomzellen an VCAM-1 zu untersuchen.

Untersuchungen Struktur-modifizierter Heparine an manganstimulierten 

MV3-Zellen  im Flusskammerassay  von  Schlesinger  et  al.  konnten  unter-

schiedliche Effekte auf die Gesamtadhäsion der Zellen zeigen75.  So wurde 

von einem N-acetylierten Heparin die Zelladhäsion nicht signifikant beein-

flusst, während das über den Glycol-Split behandelte Heparin (RO-Heparin) 

die stärkste Beeinflussung der Adhäsion zeigte und stimulierte Zellen auf 

das Level der unstimulierten Zellen versetzen konnte. Korreliert man diese 

Daten nun mit den kinetischen Bindungsdaten aus Tabelle 5.17 fällt  auf, 

dass die Gleichgewichtsbindungskonstanten nicht vollständig mit den Adhä-

sionsdaten in Einklang zu bringen sind. Das RO-Heparin zeigt zwar die beste 

Inhibitionsleistung in  der  Adhäsion und weist  die  günstigste  Kinetik auf; 

allerdings ist die Kinetik des NAc-LMWH nicht mit seinen Adhäsionsdaten zu 

erklären. Hier scheinen also wiederum neben der direkten Beeinflussung des 

Rezeptors noch andere Mechanismen parallel beteiligt zu sein.

Schlesinger und Mitarbeiter setzten in diesem Versuch die Heparine in 

einer  Konzentration  von  500 µg/1 Mio.  Zellen  ein,  wobei  im  Falle  einer 

hohen Affinität von einer Totalblockade des Integrins ausgegangen werden 

kann. Einen möglichen Effekt von freiem Cyr61 wird man bei derartig hohen 
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Konzentrationen nicht feststellen können, da Heparin im Überfluss Cyr61 

abfangen und die Effekte nivellieren wird.

Wiederholt man den Versuch mit geringeren Konzentrationen der verwen-

deten Heparine unter sonst gleichen Bedingungen, stellt sich das Ergebnis 

anders dar (siehe Abbildung 57).

Die  eingesetzten  25 µg  Heparin/1 Mio.  Zellen  zeigen,  dass  sowohl 

NAc-Heparin  als  auch  das  2O-desulfatierte  Heparin  den  MV3 Wildtyp  in 

seiner Adhäsion auf das Niveau seines Cyr61-defizienten Klones herabsetzen 

können. RO-Heparin erzielt auch bei 25 µg wiederum die stärkste Beeinflus-

sung in der Zelladhäsion. Diese ist sogar durch die 20-fache Menge der bei 

Schlesinger et al. verwendeten weiter zu erhöhen.

Das  2O-desulfatierte-  und  NAc-Heparin  kehren  ihre  Inhibitionsleistung 

nach 2 Sekunden, wenn auch nur leicht und nicht signifikant, im Vergleich 

zu der vorhergehenden Untersuchung um. Die kinetischen Bindungsdaten 

der Heparine am VLA-4 korrelieren somit mit den Adhäsionsdaten.

Der Betrachtungsweise können auch die kinetischen Bindungsdaten der 

jeweiligen  Heparine  am Cyr61  angefügt  werden  (siehe  Tabelle 5.13).  Das 
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Abbildung 57: Zelladhäsion von MV3 Wildtyp unter 5 minütiger Manganstimu-
lation und dem Einfluss von jeweils 25 µg strukturmodifizierter Heparine.
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N-acetylierte Derivat zeigt eine ca. 6 fach stärkere Affinität zu Cyr61 vergli-

chen mit VLA-4. In diesen geringen Mengen eingesetzt kann somit von einer 

vollständigen Bindung des freien Cyr61 ausgegangen werden, der Rezeptor 

bleibt  vermutlich  unbeeinflusst.  Dies  würde  erklären,  dass  mit  25 µg 

NAc-Heparin die Adhäsion des Cyr61-defizienten Klones erreicht wird. Eine 

Stimulation über freies Cyr61 ist  somit  nicht  mehr möglich.  In dem hier 

verwendeten geringen Konzentrationsbereich verhält  sich  das  NAc-Derivat 

nach seiner ermittelten Gleichgewichtsbindungskonstante erwartungsgemäß 

am Cyr61. Setzt man es 20-fach höher konzentriert ein, ist das Verhalten 

jedoch  nicht  mit  den  hier  ermittelten  Kinetiken  zu  erklären.  Neben  der 

direkten Beeinflussung des VLA-4 und einem möglichen Abfangen des freien 

Cyr61, müssen hier noch weitere Mechanismen im Zuge der Adhäsion eine 

Rolle  spielen.  Das  RO-Heparin  zeigt  sowohl  zum  Integrin  als  auch  zum 

Cyr61-Protein eine vergleichbare Kinetik, sodass hier vermutlich ein dualer 

Inhibitionsmechanismus vorliegt.  Eine prinzipiell  eher ungünstige Kinetik 

am VLA-4 aber eine ebenfalls 6-fach stärkere Affinität zu Cyr61 weist das 

2O-desulfatierte Derivat auf. In den verwendeten, geringen Konzentrationen 

verhält es sich wie das N-acetylierte Derivat; in höherer Konzentration zeigt 

es aber keine vermehrte Rezeptoraffinität. 

Diese Adhäsionsdaten und die dazugehörigen Kinetiken erlauben nun den 

eigentlichen  Cyr61-Effekt  durch  Heparine  erklären  zu  können.  Das 

2O-desulfatierte Derivat bietet sich als ein Heparin mit marginaler Rezeptor-

affinität, aber guter Tendenz zum Cyr61 in idealer Weise an, um die intrinsi-

sche Cyr61-Aktivität  der Zellen herauszustellen.  Das N-acetylierte  Derivat 

zeigt zwar eine stärkere Affinität zu Cyr61, allerdings würde der simultane 

Rezeptoreffekt die Ergebnisse hier nivellieren.

5.5.3.3 Einfluss des 2O-DS-LMWHs

Die intrinsische Cyr61-Aktivität der Zellen soll mit dem 2O-desulfatierten 

Derivat gegenüber Tinzaparin herausgestellt werden. Dazu werden steigende 
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Konzentrationen des jeweiligen Heparins gegen die ermittelte Zelladhäsion 

der MV3 Wildtypzellen im Vergleich zu ihren Cyr61-defizienten Klonzellen 

aufgetragen.

Die Cyr61-defizienten Klonzellen zeigen, wie zu erwarten, gegenüber dem 

Wildtyp eine geringere Adhäsion nach 4 Sekunden. Interessanterweise lässt 

sich die Adhäsion der Klonzellen unter dem Einfluss von 2O-desulfatierten 

Heparin  auch  bei  steigenden  Konzentrationen  nicht  beeinflussen  (siehe 

Abbildung 58).  Die  Wildtypzellen  erreichen  dieses  Level  ebenfalls  bereits 

nach Zugabe von 50 µg Heparin/1 Mio. Zellen und auch hier wird der Wert 

dann nicht weiter beeinflusst. Dies spricht für das Postulat, dass lediglich 

ein  Cyr61-Effekt  durch  das  2O-desulfatierte  Heparin  beglichen  wird,  der 

Rezeptor aber dadurch unbeeinflusst bleibt. 

Unter dem Einfluss von Tinzaparin verhalten sich beide Zellarten ähnlich. 

Durch die  bereits  zum Nullwert  geringere Adhäsion der Klonzellen bilden 

sich  somit  nahezu  parallel  verlaufende  Kurven  aus.  Freies  Cyr61  wird 

anfangs von Tinzaparin abgefangen bevor übriges Tinzaparin nahtlos in eine 

Rezeptorblockade  übergeht.  Ein  Heparin  mit  dualem  Mechanismus  lässt 

keine direkte Aussage über den Cyr61-Effekt zu.

Zusammenfassend  lässt  sich  festhalten,  dass  eine  Heparinmenge  von 

50 µg/1 Mio.  Zellen  ausreichend  scheint,  um von  den  Zellen  sekretiertes 
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Abbildung 58: Zelladhäsion der MV3 Wildtypzellen und MV3 aCyr61 Klonzellen 
nach 4 s unter Einfluss von steigenden Konzentrationen an  A) 2O-DS-LMWH 
und B) Tinzaparin.
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Cyr61 abzufangen, zu binden und dadurch einer weiteren Stimulation von 

Zellen entgegenzuwirken.

5.5.4 Zusammenfassende Beurteilung der Zelladhäsion

Cyr61 hat  einen Einfluss  auf  die  VLA-4-vermittelte  Adhäsion von MV3 

Melanomzellen an VCAM-1. Cyr61-defiziente Klonzellen zeigen eine vermin-

derte  Adhäsion  an  VCAM-1,  die  durch  exogen  zugeführtes  Cyr61  wieder 

kompensiert werden kann. Damit ist eine direkte Beteiligung des Cyr61 an 

der Bindung von VLA-4 an seinen Liganden VCAM-1 erstmalig erwiesen.

Heparin ist in der Lage die oben beschriebene Cyr61-vermittelte Adhäsion 

des VLA-4 zu beeinflussen. Die dazu nötigen Heparinkonzentrationen sind 

sehr  gering.  Dies  wurde  durch  Einsatz  des  2O-desulfatierten  Heparins 

bewiesen,  eines  Heparins,  das  nur  Cyr61-bindende  Eigenschaften,  aber 

keine kompetitive VLA-4 Blockade ausübt. Heparin verfolgt also in diesem 

Geschehen eine Art dualen Mechanismus; zum Einen eine Inaktivierung des 

Cyr61  und  die  damit  einhergehende  fehlende  Aktivierung  der  Integrine 

durch Cyr61 und zum anderen die direkte Bindung und Inhibition der Inte-

grine. Heparin in therapeutisch eingesetzten Dosierungen wird also sowohl 

die Cyr61-VLA-4 Achse, wie auch die Integrinblockade abdecken.

Der  Einfluss  von  HSPG,  in  diesem  Zusammenhang  als  Reservoir  von 

Cyr61 zu dienen und somit ebenfalls stimulierend auf die Integrine einzu-

wirken, ist ungeklärt. Die Ergebnisse des Einsatzes der Heparinase III in den 

Migrationsuntersuchungen und die direkte, hochaffine Bindung des Cyr61 

an Syndekan-4 in den biosensorischen Studien lassen allerdings auch im 

Adhäsionsgeschehen  eine  Beteiligung  vermuten.  Der  Einsatz  einer 

Syndekan-4-defizienten  Zelllinie  in  der  Zelladhäsion  könnte  hierüber 

Aufschluß geben.
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5.5.5 Charakterisierung der Syndekan-4 Expression in MV3-Zellen

Die  Melanomzelllinie  MV3  wurde  mit  kommerziell  erhältlichen 

shRNA-Plasmiden  transfiziert,  die  die  Expression  des  Proteoglykans 

Syndekan-4 herunterregulieren sollen. Auch hier wurden die transfizierten 

Zellen  nach  erfolgter  Puromycin-Selektion  unter  optimalen  Bedingungen 

kultiviert, bzw. einer Zelllyse unterzogen. 

5.5.5.1 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Die  Syndekan-4  Expression  unterliegt  keinem  gesonderten,  äußeren 

Stimulus bzw. lässt sich nicht durch eine Mediumsstimulation beeinflussen, 

da sie einem normalen Zellzyklus folgt260.  Plasmid-tragende Zellen werden 

also  weniger  Syndekan-4  exprimieren  und  bereits  vorhandenes,  zellober-

flächliches Syndekan-4 wird ebenfalls im normalen Zyklus regulär abgebaut. 

Die  Zellen  können  daher  jederzeit  mit  den  entsprechenden  Antikörpern 

markiert und durchflusszytometrisch untersucht werden.

Die Syndekan-4 Expression des Wildtyps wurde anhand der gemessenen 

Fluoreszenz normalisiert und auf 100 % gesetzt. Plasmid 1 zeigte die effizien-

teste  Downregulation  des  Syndekan-4  (siehe  Abbildung 59,  Daten  der 
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Abbildung  59:  Syndekan-4  Expression  des  MV3 Wildtyp,  MV3 aSDC4 Klon 1 
und MV3 NT-Klon im Vergleich.
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Klone 2-5 nicht weiter gezeigt). Damit wird für die nachfolgenden Versuche 

der  Klon 1  weiter  kultiviert  und  in  der  vorliegenden  Arbeit  als 

MV3 aSDC4 Klon bezeichnet.

5.5.5.2 Proteinbestimmung durch SDS-PAGE und Western-Blot

Das  Vorliegen  des  Proteoglykans  Syndekan-4  wurde  ebenfalls  mittels 

spezifischer Antikörper im Western-Blot verifiziert. Dazu wurden zunächst 

die  Ganzzelllysate  der  zu  untersuchenden  Zelllinien  in  verschiedenen 

Konzentrationen/Laufbahn des Geles aufgetragen, das Gel entwickelt und 

ein  Western-Blot  durchgeführt.  Von den getesteten Proteinmengen erwies 

sich eine Beladung von 50 µg Gesamtprotein pro Tasche (Laufbahn) des Gels 

als günstig. Mehr oder weniger Protein führte zu weniger aussagekräftigeren 

Ergebnissen. Für die nachfolgenden Untersuchungen wurde sodann 50 µg 

Gesamtprotein von den MV3 Wildtypzellen, den MV3 aSDC4 Klonzellen und 

den MV3 NT-Klonzellen pro Bahn aufgetragen.

Der  Western-Blot  der  untersuchten Proben  zeigt,  dass  die  Syndekan-4 

Expression der Syndekan-4-defizienten MV3 Klonzellen deutlich gegenüber 

den  Wildtypzellen  herabgesetzt  ist.  Interessanterweise  wurden  ebenfalls 

Banden im doppelten Molekulargrößenbereich detektiert.  Dabei könnte es 
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Abbildung 60: Western-Blot gegen Syndekan-4 unstimulierter MV3 Zellen. 
Aufgetragen sind die Ganzzelllysate unstimulierter MV3 Zellen. 
A) MV3 Wildtypzellen B) MV3 aCyr61 Klonzellen C) MV3 NT-Klonzellen
Die Molekulargrößen und Intensitäten der Banden nach halbquantitativer Auswer-
tung in Abbildung 60 verhalten sich nach Normalisierung der Bande der Wildtyp-
zellen  für  das  Syndekan-4  Monomer  auf  100 %  wie  folgt:  A  =  32,0 kDa  und 
68,2 kDa, 100 % und 98,0 %, B = 32,0 kDa und 68,8 kDa, 55,3 % und 71,2 %, 
C = 31,6 kDa und 70,7 kDa, 279,0 % und 123,2 %. Die β-Aktin Bande liegt exakt 
bei 43,0 kDa.
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sich um vorliegende Syndekan-4 Dimere handeln. Auch bei den dreifach und 

vierfach höheren Molekulargewichten konnten Banden von geringer Inten-

sität detektiert werden (hier nicht dargestellt). Diese Oligomere entsprechen 

der in der Literatur häufig diskutierten Tatsache, dass Syndekane zur Clus-

terung neigen261–263. Ähnlich den Monomeren zeigen auch die Dimere, dass 

die  Intensitäten  der  beiden  nicht  in  ihrer  Syndekan-4  Expression  beein-

flussten Zellarten stärker ausgeprägt  sind als  bei  den Syndekan-4 defizi-

enten Zellen. Die densitometrische Analyse bestärkt diese Erkenntnis und 

zeigt  deutlichere  Tendenzen  als  die  durchflusszytometrischen  Untersu-

chungen zeigen konnten.

5.5.5.3 Integrinstatus der Syndekan-4 defizienten MV3 Zellen

Bei den Syndekan-4 herunterregulierten MV3 Zellen wurde ebenfalls der 

Integrinstatus durchflusszytometrisch bestimmt.

Tabelle 5.25: Integrinstatus der MV3 Zelllinie, Wildtyp und Syndekan-4-defizienter Klon.

MV3 Zellen

UE Wildtyp Klon

1

4
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MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α1 (prim)

MV3 Wildtyp NL (sek)

MV3 Wildtyp α1+NL

MV3 Klon

MV3 Klon α1 (prim)

MV3 Klon NL (sek)

MV3 Klon α1+NL

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α4 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp α4+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon α4 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon α4+FITC
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MV3 Zellen

UE Wildtyp Klon

5

V

β3

Auch hier konnten alle untersuchten Untereinheiten auf den Zellen detek-

tiert werden. Die Untereinheiten 5 und β3 scheinen bei den Syndekan-4-de-

fizienten  Klonzellen  etwas  stärker  exprimiert  zu  sein,  wohingegen  alle 

anderen Untereinheiten keine Expressionsveränderung zwischen den Zell-

typen aufweisen.
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MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp β3 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp β3+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon β3 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon β3+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp α5 (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp α5+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon α5 (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon α5+FITC

MV3 Wildtyp

MV3 Wildtyp αV (prim)

MV3 Wildtyp FITC (sek)

MV3 Wildtyp αV+FITC

MV3 Klon

MV3 Klon αV (prim)

MV3 Klon FITC (sek)

MV3 Klon αV+FITC
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5.5.6 Adhäsion Syndekan-4-defizienter MV3-Zellen

Der Syndekan-4-defiziente Klon der Melanomzelllinie MV3 soll  ebenfalls 

auf  sein  Adhäsionsverhalten  gegenüber  VCAM-1  hin  unter  Flussbedin-

gungen untersucht werden. Prinzipiell  sollten hier keine Adhäsionsminde-

rung zu erwarten sein, da der Flusskammerassay auf einer direkten Interak-

tion  des  zellständigen  VLA-4  mit  VCAM-1  beruht.  In  der  Literatur  wird 

jedoch eine Beteiligung von Syndekanen bei der Aktivierung von Integrinen 

diskutiert178,264,265.

Eine  verminderte  Adhäsion  der  manganstimulierten  MV3  aSDC4 Klon-

zellen gegenüber ihren Wildtypzellen ist auszumachen (siehe Abbildung 61), 

während sich die unstimulierten Zellen auf einem ähnlich niedrigen Niveau 

verhalten.

Die  Zellen  unterscheiden  sich  in  ihrer  wesentlichen,  oberflächlichen 

Ausbildung verschiedener Integrine oder Zellkontaktproteine,  wie  aus den 

vorangegangen Untersuchungen in Kapitel 5.5.5.3 hervorgegangen,  nur in 

ihrer Syndekan-4 Expression. Obwohl Syndekan-4 keine literaturbekannte 
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Abbildung  61:  Vergleich  der  Zelladhäsion  von  MV3 Wildtypzellen  gegenüber 
MV3 aSDC4 Klonzellen nach 5 min. Manganstimulation und unstimuliert. 
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direkte  Interaktion mit  VLA-4  zugeschrieben wird,  ist  hier  eine  geringere 

Adhäsion von VLA-4-vermittelten Mechanismen am VCAM-1 evident. Synde-

kane  sind  auch  mit  G Protein-gekoppelten  Rezeptoren  verknüpft  und 

vermögen  über  eine  komplexe  intrazelluläre  Signalkaskade  stimulierende 

Effekte auszulösen. Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass Syndekane 

mit  ihren Heparansulfatketten in der Lage sind,  Wachstumsfaktoren und 

Chemokine zu akkumulieren und dass diese in konzentrierter Form wieder 

für Stimulationszwecke verwendet werden können266,267. Es stehen somit also 

auch hier wieder zwei Mechanismen einer möglichen Stimulation des VLA-4 

über Syndekan-4 zur Verfügung.

5.5.6.1 Einfluss  von  exogen  zugefügtem  Cyr61  auf  Syndekan-4-
defiziente Zellen

Cyr61 zeigt den Kinetikdaten zufolge eine hohe Affinität zu Syndekan-4. 

Eine Akkumulation von Cyr61 an den Heparansulfatketten des Syndekan ist 

zu erwarten. Ob parallel ein Stimulus für das intrazelluläre Signalling erfolgt 

ist nicht bekannt. Es liegt deshalb der Versuch nahe, den Syndekan-4-defizi-

enten  Klon  mit  exogenem  Cyr61  zu  stimulieren  und  die  resultierenden 

Effekte zu analysieren.

Abbildung 62 zeigt die Zelladhäsion des manganstimulierten Syndekan-4-

defizienten Klones mit und ohne exogen zugeführtem Cyr61. In Anlehnung 

an  die  Untersuchungen  des  Cyr61-defizienten  Klones  wurde  mit  1 µg 

Cyr61/1 Mio. Zellen stimuliert. Interessanterweise lässt sich durch Zugabe 

von Cyr61 eine Steigerung in der Adhäsion der manganstimulierten Zellen 

beobachten, während die unstimulierten Zellen keinen Effekt zeigen. Dieser 

Effekt fällt allerdings nur sehr gering und statistisch nicht signifikant auf. 

Dennoch ließe sich dieser Fakt mit der Tatsache erklären, dass in den Klon-

zellen per se weniger Cyr61 am reduziert vorhandenen Syndekan-4 akkumu-

liert  werden  kann  und  ein  möglicher  Stimulus  an  VLA-4  somit  geringer 

ausfällt. Fügt man nun exogen Cyr61 zu, so kann ein Stimulus verstärkt 
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werden  und  die  VLA-4-vermittelte  Adhäsion  gesteigert  werden.  Auf  der 

anderen Seite kann mehr freies, da weniger an die reduziert vorhandenen 

Syndekan-4-Proteoglykane gebunden wird,  Cyr61 direkt den Kontakt zum 

Rezeptor suchen und dort zu einer vermehrten Stimulation beitragen.

5.5.7 Zusammenfassende  Beurteilung  des  Syndekan-4-defizienten 
Klons

Die nicht befriedigende Downregulation des Syndekan-4 von nur ca. 40 % 

erschwert  die  Aussage  in  den  komplexen  Geschehen  der  Adhäsion  und 

erlaubt es hier nur Tendenzen aufzuzeigen.

Die Adhäsionsdaten zeigen die Rolle des Syndekan-4 als „Korezeptor“ von 

Integrinen, in diesem Fall VLA-4 zu fungieren. Eine geringere Syndekan-4- 

Expression führt bereits zu einer signifikant geringeren Adhäsion des VLA-4 

am VCAM-1 im Vergleich zu Wildtypzellen. Die Zugabe von exogenem Cyr61 
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Abbildung  62:  Vergleich der  Zelladhäsion  von MV3 Wildtypzellen  gegenüber 
MV3  aSDC4 Klonzellen  nach  5 min.  Manganstimulation  und  gleichzeitiger 
Stimulation  mit  1 µg  exogen  zugeführtem  Cyr61  sowie  der  unstimulierte 
Zustand. 
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führt zu einer marginalen Steigerung der VLA-4 vermittelten Adhäsion an 

VCAM-1.  Ob  dies  allerdings  allein  durch  die  Bindung  des  Cyr61  an 

Syndekan-4 und einer damit einhergehenden Auslösung von Signalkaskaden 

zur Aktivierung der fokalen Adhäsion begründet werden kann, bleibt offen. 

Hier könnte auch die Bildung eines ternären Komplexes, zwischen an den 

Heparansulfatketten  des  Syndekan-4  gebundenem  Cyr61  und  VLA-4  für 

eine  Adhäsionssteigerung  verantwortlich  gemacht  werden.  Denn  auch  so 

lässt sich die FAK aktivieren und eine etwaige Integrinclusterung würde zur 

beobachteten Adhäsionszunahme führen.
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6 Zusammenfassung

Die Krebszellmetastasierung ist die häufigste Todesursache der Patienten 

im Verlauf einer malignen Krebserkrankung. Adhäsionsrezeptoren spielen im 

Prozess der hämatogenen Metastasierung eine entscheidende Rolle. Neben 

den bisher intensiv untersuchten Selektinen sind auch Integrine in jeden 

Teilschritt der metastatischen Kaskade involviert. Durch Förderung der Zell-

migration  und  Vermittlung  zellulärer  Kontakte  im  Blutsystem  sind  sie 

entscheidend am metastatischen Geschehen beteiligt. Die Aktivität der Inte-

grine wird in diesen dynamischen Interaktionen durch vielfältige Zell-interne 

aber auch -externe Stimuli beeinflusst. Das Integrin VLA-4 auf Tumorzellen, 

insbesondere auf Melanomzellen, steht seit einiger Zeit im Fokus des Inter-

esses, da es entscheidend die vaskuläre Adhäsion der Tumorzellen steuert.

Matrizelluläre Proteine wie Cyr61 wirken regulierend auf vielfältige mole-

kulare Vorgänge und fördern die Tumorprogression. Cyr61 interagiert dabei 

direkt mit den Integrinen und wirkt darüber stimulierend auf Migration und 

Adhäsion.

Heparin ist in der Lage die Wechselwirkung zwischen Integrinen und ihren 

Liganden zu blockieren und führt somit zu einer reduzierten Zelladhäsion. 

Dies wird als Beitrag zur antimetastatischen Wirkung von Heparin mit ange-

sehen.  Cyr61  besitzt  ebenfalls  heparinbindende  Eigenschaften  und  wird 

durch erfolgte Bindung inaktiviert.

Diese  Arbeit  fokussiert  die  Cyr61-vermittelte  Stimulation  der 

VLA-4/VCAM-1-Wechselwirkung im Adhäsionsgeschehen und ihre potenti-

elle Inhibition durch Heparin.

Die Zellen einer Cyr61 positiven Prostatazelllinie sowie einer hoch-meta-

statischen  Melanomzelllinie  wurden  mit  shRNA-Plasmiden  zur  Herunter-
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regulation des Cyr61 transfiziert. Durch Kombination von durchflusszytome-

trischen  und  fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchungen  konnte  eine 

Aussage über den Cyr61 Status und dessen Auswirkung auf die Expression 

weiterer  zellulärer  Proteine  getroffen  werden.  Das  Integrinmuster  wurde 

ebenfalls analysiert, bevor diese Zelllinien auf den Cyr61-Einfluss in Migra-

tionsversuchen  untersucht  wurden.  Über  eine  Migrationsabnahme  der 

Cyr61-defizienten Zellen ist ein Zusammenhang des Cyr61 mit migrations-

fördernden  Integrinen  evident.  Heparin  ist  in  der  Lage  die  Migration  zu 

beeinflussen.  Allerdings  konnte  in  diesen Versuchen nicht  unterschieden 

werden, ob die Heparinwirkung direkt über die Integrine oder über freies 

Cyr61 erfolgt. 

Die  Charakterisierung der Cyr61-Wirkung auf  das metastasierungsrele-

vante VLA-4 wurde mit biosensorischen Untersuchungen analysiert.  Erst-

mals  konnte  eine  direkte  und  hochaffine  Bindung  des  Cyr61  an  VLA-4 

gezeigt  werden.  Eine  Wechselwirkung  des  Cyr61  mit  dem  Proteoglykan 

Syndekan-4  wurde  ebenfalls  durch  die  Bindungsstudien  bestätigt.  Durch 

Einsatz einer um ihre Domäne IV gekürzten Cyr61-Mutante konnte gezeigt 

werden, dass die Bindung an VLA-4 oder Syndekan-4 unabhängig von dieser 

Domäne ist. 

Die literaturbeschriebene Heparinbindefähigkeit des Cyr61 wurde durch 

Biosensormessungen eindrucksvoll bestätigt. Darüber hinaus konnten auch 

hier  durch  den  Einsatz  strukturmodifizierter  Heparine  und  der  Cyr61-

Mutante  Erkenntnisse  zu  den  Strukturanforderungen  des  Heparins 

gewonnen werden. Die Domäne IV kann demnach als Haupt-Heparinbinde-

stelle angesehen werden. Keines der eingesetzten Heparine war jedoch in der 

Lage, bereits an VLA-4 oder Syndekan-4 gebundenes Cyr61 zu verdrängen. 

Auf die physiologischen Vorgänge an der Zelloberfläche bezogen, kann für 

Heparin  damit  nur  sekretiertes  und  freies  Cyr61  als  Bindungspartner 

fungieren. Trotzdem zeigt Heparin einen direkten Einfluss auf die Bindefä-

higkeit von VLA-4 über Cyr61.

Die Cyr61-defizienten Melanomzellen wurden hinsichtlich ihrer Bindungs-

fähigkeit an VCAM-1 im Adhäsionsversuch unter Flussbedingungen unter-
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sucht.  Die  Ergebnisse  lassen  die  direkte  Beteiligung  des  Cyr61  an  der 

Bindung des VLA-4 an seinen Liganden VCAM-1 erstmalig deutlich werden. 

Heparin ist bereits in niedrigen Konzentrationen in der Lage die Cyr61-ver-

mittelte Adhäsion des VLA-4 zu beeinflussen, bevor bei höheren Konzentra-

tionen auch direkt eine Integrinblockade durch Heparin erfolgt. Syndekan-4 

konnte als „Korezeptor“ für Integrine, in diesem Fall VLA-4 in bemerkens-

werter Weise fungieren. So führt eine geringere Syndekan-4-Expression zu 

einer signifikant geringeren Adhäsion von VLA-4 an VCAM-1. Die Zugabe 

von exogenem Cyr61 führt wiederum zu einer Steigerung der VLA-4-vermit-

telten Adhäsion an VCAM-1. 

Die  Daten zeigen,  dass  Cyr61  eine  wichtige  aber  bisher  weitestgehend 

unbeachtete Rolle während der Migration und Adhäsion von Tumorzellen im 

metastatischen Prozess einnimmt. Das metastasierungssenkende Potential 

des Heparins kann somit um die von Cyr61 auf die Integrine vermittelten 

Adhäsionseffekte  erweitert  werden.  Dabei  wird  eine  völlig  neue 

Heparin/Cyr61/VLA-4 Achse betrachtet, die nur in geringen Heparinkonzen-

trationen  zum  Tragen  kommt  und  bisher  durch  höhere  Heparinmengen 

faktisch überdeckt  wurde.  Das komplexe  Zusammenspiel  von Cyr61 und 

Integrinen mit Heparin sollte als neuer Ansatzpunkt in die Diskussionen um 

die antimetastatische Wirksamkeit von Heparin aufgenommen werden.
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