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Do not go gentle into that good night, 

Old age should burn and rave at close of day; 

Rage, rage against the dying of the light. 

Dylan Thomas
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1 Einleitung 

Die Diagnose Krebs ereilt in den letzten Jahren prozentual betrachtet immer mehr Men-

schen weltweit. Die letzte Erhebung des Robert-Koch-Institutes aus dem Jahr 2010 be-

stätigte 477.300 Neuerkrankungen an bösartigen Neubildungen in Deutschland und in-

folge dessen 218.258 Todesfälle. Für das Jahr 2014 wurde weiterhin ein Anstieg der 

Neuerkrankungen auf über 500.000 Betroffene prognostiziert. Die zunehmende Inzidenz 

von Krebserkrankungen stellt eine Herausforderung an die Gesellschaft dar und fordert 

die genaue Erforschung der Krebsentstehung und -ausbreitung zur Auswahl von adä-

quaten Behandlungsoptionen. Die meisten Krebsarten manifestieren sich zunächst in 

einem Primärtumor, der chirurgisch entfernt oder mittels Chemo- oder Strahlentherapie 

behandelt werden kann. Falls dieser Tumor längere Zeit unbemerkt bleibt oder eine be-

sonders aggressive Tumorentität vorliegt, kommt es zur Ablösung von Krebszellen, die 

über das Blut- sowie Lymphsystem zu anderen Geweben gelangen, in diese eindringen 

und einen neuen Tumor ausbilden können. Dieser Vorgang der Metastasierung ist sehr 

komplex, mechanistisch nur ansatzweise aufgeklärt und stellt so den eigentlichen Morta-

litätsfaktor maligner Erkrankungen dar. 

Das Enzym Heparanase ist in verschiedenen Tumorentitäten aktiv in den Metastasie-

rungsvorgang involviert. Die Heparanase ermöglicht den vom Primärtumor abgelösten 

Tumorzellen die Migration durch das Gewebe, indem sie einerseits die enge Verflech-

tung der extrazellulären Matrix hydrolytisch spaltet und andererseits Wachstumsfaktoren 

aus ihrer Proteoglykanbindung freisetzt. Heparanase liegt nicht dauerhaft im Gewebe 

vor, sondern wird von den metastasierenden Zellen in einer latenten Proform sekretiert 

und u. a. von dem zelleigenen Enzym Cathepsin L aktiviert. Die Zellen sind somit in der 

Lage ihre Fähigkeit zur Transmigration und ihre Verbreitung eigenständig zu regulieren. 

Neben dem prometastatischen Effekt der Heparanase wird die Metastasierung maßgeb-

lich über die adhäsiven Wechselwirkungen der Krebszellen mit zellulären Komponenten 

des Blutes sowie der Endothelschicht der Blutgefäße gesteuert. In diese Bindungspro-

zesse sind mehrere Rezeptoren auf den Zelloberflächen involviert. Die Familie der Inte-

grine spielt dabei eine entscheidende Rolle für die feste Anbindung und Invasion von 

Zellen und stellt daher einen interessanten Ansatzpunkt für die Hemmung der metastati-

schen Vorgänge dar. Beispielsweise wird die Metastasierungsfähigkeit von 

Melanomzellen durch die Inhibition der Bindung des Integrins VLA-4 zu seinem physio-

logischen Bindungspartner VCAM-1 erheblich verringert. In diesem Zusammenhang 

wurden niedermolekulare Heparine als Inhibitoren dieser Bindung identifiziert.  
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Heparin wird entsprechend der klinischen Leitlinie zur Thromboseprophylaxe bei Tumor-

patienten verwendet und zeigte darüber hinaus in Studien mit Krebspatienten eine über-

lebensverlängernde Wirkung unabhängig vom gerinnungshemmenden Effekt. Bei der 

Suche nach den zugrundeliegenden molekularen Mechanismen erwies sich die Hem-

mung der VLA-4/VCAM-1-Bindung als ein mögliches Target. Inwieweit Heparin das 

Integrin VLA-4 direkt blockiert oder hemmend in die Bindungsaktivierung des Integrins 

eingreifen kann, ist nicht geklärt. 

In dieser Arbeit wird der Effekt der Proheparanase in den stark zur Metastasierung nei-

genden MV3 Melanomzellen hinsichtlich einer Integrinaktivierung untersucht. Dabei wird 

besonderes Augenmerk auf die Aktivität des Integrins VLA-4 und die durch 

Proheparanase gesteigerte Affinität zu VCAM-1 gelegt und diese mechanistisch geklärt. 

So wird beispielsweise das Bindungs- und Adhäsionsverhalten der Melanomzellen unter 

Einfluss von Proheparanase in Abhängigkeit von der Zelloberflächenexpression des 

Heparansulfat-Proteoglykans SDC-4 aufgedeckt. Die Affinitäten der Proheparanase zu 

SDC-4, VLA-4 und VCAM-1 werden erstmals in Surface Acoustic Wave-Bindungsstudien 

vorgestellt. Neben der Untersuchung von Bindungen der Zelloberflächenstrukturen wird 

die Weiterleitung der Signale in die Zelle anhand der Aktivität von intrazellulären Kinasen 

genauer analysiert. Zuletzt wird die Beeinflussung und Inhibition der Bindungsvorgänge 

durch verschieden modifizierte Heparine erörtert und damit die latente Form der 

Heparanase als neue Targetstruktur der antimetastatischen Wirksamkeit des Heparins 

vorgestellt. 

Die Arbeit gibt somit Einblick in das prometastatische Potential der latenten Form der 

Heparanase im Zusammenspiel mit Integrinen, zeigt die Abhängigkeit des Metastasie-

rungsprozesses von SDC-4 und bestärkt die pharmakologische Bedeutung von 

Heparinen in der Prophylaxe von Metastasen.  
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2 Theoretischer Teil 

2.1 Prozess der hämatogenen Metastasierung 

Die Entstehung von Tumoren beruht auf der malignen Transformation von gesunden 

Zellen, die entweder durch genetische oder epigenetische Mutationen entsteht. Daraus 

resultiert oftmals ein unkontrolliertes Zellwachstum, das sich zum einen aus der Unab-

hängigkeit von wachstumsfördernden Signalen und zum anderen aus der Unbeeinfluss-

barkeit durch Wachstumshemmer zusammensetzt. Weitere wichtige Kennzeichen einer 

malignen Tumorzelle ist die Umgehung von Apoptose, ein unbegrenztes Replikations-

vermögen, die Etablierung von neuen Blugefäßen (Angiogenese) und nicht zuletzt das 

Bestreben, sich in anliegende oder entfernte Gewebe auszuweiten (Metastasierung)1. 

Häufig wird die Überlebenswahrscheinlichkeit vom Grad der Metastasierung bestimmt, 

wobei sich Zellen vom Primärtumor ablösen und über die Blutbahn zu anderen, entfern-

ten Geweben gelangen. Diese können derart infiltriert werden, dass die entstandenen 

Metastasen die Überlebenschancen des Erkrankten beträchtlich reduzieren. Dieser Vor-

gang der Metastasierung ist sehr komplex und wird an dieser Stelle auf die relevanten 

Zusammenhänge reduziert.  

Je nach Tumorentität unterscheiden sich die Prozesse der metastatischen Kaskade in 

ihrem Zusammenspiel und ihrer Dynamik. Generell sind bei der hämatogenen Metasta-

sierung die Vorgänge der Zellmigration, Invasion, Intravasation ins Blutgefäß, Verbrei-

tung über den Blutstrom, Anhaftung an Endothelzellen, Extravasation aus dem Blutgefäß 

an einer vom Primärtumor entfernten Sekundärstelle, Anwachsen im fremden Gewebe 

und Proliferation zu einer klinisch detektierbaren Metastase involviert (siehe Abb. 2.1)2. 

Im ersten Schritt wird die Ablösung der Tumorzellen vom Primärtumor durch eine gerin-

gere Expression von bestimmten Zelladhäsionsmolekülen (CAMs) wie Mitgliedern der 

Immunoglobulin-Familie (Ig) oder der Calcium abhängigen Cadherin-Familie ermöglicht. 

Namentlich erwähnt sei hier die geringere Expression des Zelloberflächenproteins E-

Cadherin, das auf Epithelzellen das am stärksten exprimierte Cadherin darstellt. Weitere 

Oberflächenproteine, die an der Ablösung beteiligt sind, sind die Adhäsionsproteine der 

Integrin-Familie, die für den Kontakt der Zellen mit der EZM verantwortlich sind. Zur wei-

teren Auflockerung des umliegenden Gewebes werden Enzyme wie Heparanase und 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) ausgeschüttet, die diverse Zelloberflächenstrukturen, 

die EZM und die Basalmembran abbauen3. 



2 Theoretischer Teil 

4 

 

Abb. 2.1 Prozess der hämatogenen Metastasierung
4
 

Der Verlust der Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakte ist Teil der epithelialen-mesenchymalen 

Transition (EMT) der Zelle, wobei neben dem veränderten Expressionsmuster der Adhä-

sionsrezeptoren auch strukturelle Veränderungen der Zellen stattfinden, die eine optima-

le Migration gewährleisten. Diese erfordert zusätzlich die Einbeziehung des Zytoskeletts 

und einen Zellumbau, bei dem sich die Zelle polarisiert und Lamellipodien und 

Filopodien ausgebildet werden, die eine gerichtete Migration ermöglichen. An diesem 

Prozess sind die Integrine als Zelloberflächenrezeptoren wiederum maßgeblich beteiligt, 

indem sie Signale bidirektional sowohl von extra- nach intrazellulär als auch umgekehrt 

vermitteln5. Der stete Kontakt der Zelle zur umliegenden EZM über die Integrine ist für 

die Zelladhäsion und die gerichtete Migration unerlässlich. Auf diese Weise kann sich die 

Tumorzelle vom Primärtumor entfernen und migriert durch das angrenzende Gewebe in 

die Richtung von Blutgefäßen. 

Wenn die Zelle in räumlichen Kontakt mit einem Blutgefäß gelangt, kommt es durch die 

erwähnten Enzyme zur Degradation der Basalmembran sowie der Durchdringung der 

Endothelzellschicht und somit zur Intravasation der malignen Zelle in den Blutkreislauf6. 

Entscheidend ist in diesem Stadium die vorangegangene Verlagerung der CAM-

Expression zu einer höheren Konzentration von ausgewählten Mitgliedern der Ig-, 

Cadherin- und Integrin-Familie wie VLA-4. Im Blutstrom maskiert sich die Tumorzelle 

durch eine massive Wechselwirkung mit Thrombozyten und teilweise mit Leukozyten, 
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um von den Zellen des Immunsystems (z.B. natürliche Killerzellen) nicht erkannt zu wer-

den. Diese zellulären Interaktionen werden insbesondere über die Adhäsionsrezeptoren 

der Selektinfamilie vermittelt. 

Eine erneute Kontaktierung und Bindung an die Endothelschicht der Blutgefäße in se-

kundären Organen erfolgt in einem komplexen Zusammenspiel mit anderen Zellen. Ins-

besondere imitieren Tumorzellen hierbei die Leukozyten Adhäsionskaskade, die über 

Adhäsionsrezeptoren und verschiedene Signalmechanismen abläuft (siehe Abb. 2.2).  

 

Abb. 2.2 Anhaftung der Tumorzelle am Endothel am Beispiel einer Melanomzelle modifiziert nach Lee et al.
7
  

(A) Zunächst wird die Zelle von Selektinen lose gebunden und rollt über die Endothelzellschicht. Für eine 
feste Anbindung der Zelle an die Endothelschicht sorgen die aufgeführten Integrine, die mit Zelloberflächen-
proteinen der Endothelzellen interagieren. Der letzte Schritt ist die Transmigration und der Übergang in das 
Gewebe unter den Endothelzellen. Hier sind Chemokine maßgeblich beteiligt. Ebenso können die Tumorzel-
len über Leukozyten am Endothel gebunden werden (B). 

Zusätzlich zu den Selektinen, die bereits die Interaktion der Tumorzellen mit den Throm-

bozyten bewirken und die ersten Zellkontakte mit dem Endothel herstellen, kommen hier 

verschiedene Integrine wie αƲβ3, α5β1 oder α4β1 zum Einsatz. Sie bewirken eine feste 

Anhaftung der Tumorzellen am Endothel, aber auch die Rekrutierung von Monozyten in 

die metastatische Nische. Auf den Endothelzellen sind als Bindungspartner Adhäsions-

moleküle der Immunglobulin-Superfamilie vorhanden, zu denen u.a. ICAM-1, VCAM-1 

und PECAM-1 gehören. Durch vielfältige Signalprozesse, die beispielsweise durch von 

Makrophagen und Fibroblasten freigesetzte Wachstumsfaktoren, Chemokine und Prote-

inasen angestoßen werden, wird die Extravasation der Tumorzellen in das Gewebe for-

ciert8,9. Dabei schiebt sich die Tumorzelle durch vorherige Auflockerung der interzellulä-
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ren Bindungen und unter Beteiligung bestimmter Bindungsmoleküle zwischen zwei 

Endothelzellen in den extrazellulären Raum.  

Die Tumorzelle durchläuft die vorgestellten Etappen und bildet die treibende Kraft der 

Metastasierung. Besonders hervorgehoben sei an dieser Stelle nochmals die wichtige 

Rolle der umgebenden Zellen und des Gewebes. Aus diesem Grund metastasieren be-

stimmte Tumorentitäten vornehmlich in bestimmte Gewebe und Organe. Beispielsweise 

bilden Melanomzellen häufig in der Lunge und im Gehirn Metastasen aus. Diese soge-

nannte „seed and soil“ (Saat und Nährboden) Theorie wurde bereits 1889 von Stephen 

Paget aufgestellt und ist immer noch in ihren Grundzügen gültig10. Zur Vorbereitung des 

„Nährbodens“ sind im Knochenmark gebildete Zellen (BMDCs) bereits vor der Ankunft 

der zirkulierenden Tumorzelle im fremden Gewebe vorliegend, deren Implementierung 

durch Integrine wie α4β1 gewährleistet wird11. Diese bilden die sogenannte prä-

metastatische Nische aus und der später eintreffenden Tumorzelle wird ermöglicht, sich 

im Gewebe zu verankern und zu proliferieren bis eine Metastase entsteht, die die Funk-

tion des betroffenen Gewebes einschränken oder sogar aufheben kann.  
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2.2 Integrine 

2.2.1 Allgemeine Struktur und Aufbau der Integrine 

Integrine sind transmembranäre Proteine, die als Heterodimere vorliegen, wobei sie aus 

einer nicht-kovalent verbundenen α- und β-Untereinheit zusammengesetzt sind. Beide 

Untereinheiten bestehen aus jeweils drei Domänen, einer im Zytoplasma befindlichen 

Domäne, einer die Zellmembran durchdringenden transmembranären Domäne und einer 

extrazellulären Domäne, die jeweils in eine Head- und eine Leg-Region geteilt werden 

(Abb. 2.3). Über die kurze, intrazelluläre Domäne sind Integrine in der Lage, Signale in 

die Zelle weiterzuleiten (outside-in Signaling) oder die Impulse aus dem Inneren der Zel-

le an die Umgebung abzugeben u. a. durch Regulation ihrer Affinität zu extrazellulären 

Liganden (inside-out Signaling).  

 

Abb. 2.3 Konformationen der Integrine auf der Zelloberfläche 
Die Integrin-Untereinheiten sind in verschiedenen Aktivitätstadien abgebildet. Links ist die inaktive und ge-
beugte Konformation zu sehen, die sich durch die Aufrichtung des Kopfstücks in einer intermediären 
Konformation stabilisieren kann (Mitte links). Bei der aktiven Form separieren sich die transmembranären 
Domänen der Untereinheiten und ermöglichen eine maximale Bindung des Liganden. Rechts ist die 
Konformation eines α I Integrins bei höchster Ligandenaffinität gezeigt. 

Die Affinität zu ihren Liganden können Integrine durch Konformationsänderungen regu-

lieren. Das im Folgenden vorgestellte Modell der korrelierenden Integrin-Konformationen 
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und Aktivitäten wird kontrovers diskutiert, ist jedoch als mögliche Variante anerkannt12,13. 

In der inaktivsten Form liegen die α- und β-Untereinheiten eines Integrins demzufolge in 

einer kompakten und eingeknickten Form auf der Zelloberfläche vor. Die 

transmembranären und zytoplasmatischen Bereiche liegen dabei eng beieinander und 

die Bindungsaffinität zu Liganden ist gering. Nach Aktivierung können sie in einer Zwi-

schenform vorkommen, bei der die α- und β-Einheiten aufgerichtet sind und die 

transmembranären Domänen der Untereinheiten leicht voneinander entfernt sind. Die 

aktivste Konformation mit der höchsten Bindungsaffinität zu entsprechenden Liganden 

entsteht durch weitere Separierung der transmembranären und zytoplasmatischen Be-

reiche und Freilegung der Ligandbindungsstelle an den extrazellulären Domänen12,14.  

Diese Aktivierung und Änderung der Integrinkonformation erfolgt in vivo hauptsächlich 

durch die Bindung von extrazellulären Liganden an bestimmte Rezeptoren und eine da-

rauf folgende intrazelluläre Weiterleitung, so dass die Integrine von innen nach außen 

aktiviert werden. Diese Rezeptoren sind oftmals GPCRs, die durch bestimmte 

Chemokine aktiviert werden15,16. Eine derartige Änderung der Integrin-Konformation ist 

nur möglich durch die intrazelluläre Verknüpfung der Integrine mit Kinasen und dem 

Zytoskelett. Eine konformative Änderung des Aktivierungsstatus kann aber ebenso ext-

razellulär durch zweiwertige Kationen induziert werden, wobei die Bindung von Mn2+-

Ionen die höchste Affinitätssteigerung verursacht17. 

Es wurden bisher 18 α- und 8 β-Untereinheiten identifiziert, die sich in 24 Kombinationen 

verschiedener Integrine manifestieren. Je nach Kombination der Untereinheiten weisen 

die Integrine spezifische Affinitäten auf. So bindet das Integrin α4β1 gezielt VCAM-1 

während andere Integrine wie α5β1 keine hohe Affinität zu diesem Liganden aufwei-

sen18. Eine vereinfachte Beschreibung der Aufgaben der zwei unterschiedlichen Unter-

einheiten lässt sich folgendermaßen zusammenfassen: Die α-Untereinheit bestimmt die 

Spezifität der Ligandenbindung und die β-Untereinheit gewährleistet die Verbindung zum 

Zytoskelett und zu den nachgeschalteten Signalwegen19. 

Die Diversität unter den Integrinstrukturen ist groß und zeigt sich in der weitreichenden 

und spezifischen Ligandenbindung. Manche Integrinkonstellationen ähneln sich und 

können in funktionelle Gruppen zusammengefasst werden. Auf diese Gruppen wird kurz 

eingegangen. So sind einige Integrine in der Lage Liganden mit der L-Aminosäure-

sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsäure, kurz RGD, zu binden (siehe Abb. 2.4). Diese 

Integrine sind besonders wichtig für die Zell-EZM-Interaktionen, da die RGD-Sequenz 

ein häufiges Motiv in Proteinen der EZM darstellt20,21. Zu den RGD-Proteinen gehören 

Fibronektin als ein Hauptbestandteil der EZM, sowie Vitronektin und Fibrinogen19. 
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Die Integrine werden weiterhin strukturell eingeteilt, in solche mit einer zusätzlichen so-

genannten α I-Domäne an der extrazellulären Domäne der α-Untereinheit und in 

Integrine, denen diese Domäne fehlt. In Abb. 2.4 sind die α-Untereinheiten mit α I-

Domäne in rot abgebildet. Diese Gruppe besteht aus Collagen bindenden Integrinen und 

solchen, die auf Leukozyten zu finden sind. Sie weisen durch die zusätzliche Domäne 

ein abweichendes Bindungsverhalten auf, wie es in Abb. 2.3 abgebildet ist. Die α I 

Integrine binden über diese ihre Liganden, wohingegen Integrine ohne α I-Domäne 

hauptsächlich über die β I-Domäne die Bindung vermitteln22. Entscheidend für die 

Ligandenbindung aller Integrine ist die metal ion-dependent adhesion site (MIDAS) oder 

der Bereich benachbart zur MIDAS (adjacent to MIDAS, ADMIDAS). Über diese Regio-

nen werden positiv geladene Moleküle wie Mangan- oder Magnesium-Kationen gebun-

den, die wiederum die Affinität der Integrine zu ihren Liganden erhöhen22. Nicht alle 

zweiwertigen Kationen erhöhen die Aktivität der Integrine. Calcium-Kationen üben einen 

inhibierenden Effekt auf die Integrine aus, so dass durch eine Konzentration von 1 

mmol/L Ca2+ und Mg2+ unter physiologischen Bedingungen im Blut die Integrine auf den 

Zellen in einem Equilibrium-Status vorliegen23. 

 

Abb. 2.4 Kombinationen der Integrin-Untereinheiten nach Hynes
14

 
Die Integrin-Untereinheiten sind in drei Gruppen aufgeteilt: In Integrine, die Proteine mit RGD-Sequenz 
(blau) oder Collagen (lila) binden, und in Leukozyten spezifische Integrine (gelb). In rot dargestellt sind die α-
Untereinheiten mit einer zusätzlichen α I-Domäne. 

Neben der monomolekularen Affinitätssteigerung existiert ein weiterer polymolekularer 

Effekt der Integrine. Durch Aktivierung und Zusammenlagerung mehrerer Integrine ent-

stehen sogenannte Integrin-Cluster, die stabile Bindungen zur EZM ausbilden, vermehrt 

intrazellulär Adaptor- und Signaling-Proteine aktivieren und das Actin-Zytoskelett in die 

Bindung einbeziehen. Diese Clusterbildung stellt eine wichtige Funktion der Integrine 
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während der Bildung von fokalen Adhäsionskomplexen dar und wird im Gegensatz zu 

der Affinität des einzelnen Integrins als Avidität bezeichnet24.  

Die Affinitätssteigerung des Integrins über Konformationsänderungen und die Steigerung 

der Avidität durch Bildung der Integrin-Cluster aus mehreren Integrinen laufen parallel ab 

und sind für die Bindung der Zelle zu extrazellulären Liganden essentiell25.  

2.2.2 Allgemeine Funktionen der Integrine 

Integrine fungieren als Zelloberflächenrezeptoren, die aufgrund ihrer Struktur das Innere 

einer Zelle mit der extrazellulären Umgebung verknüpfen. Wie in den vorherigen Kapiteln 

angedeutet, spielen sie eine wichtige Rolle in der Adhäsion und Migration und dadurch in 

komplexen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung, EZM-Remodeling und Invasion 

von Zellen, wobei ihre großen, extrazellulären Domänen mit verschiedenen Bestandtei-

len der EZM oder mit Zelladhäsionsproteinen in Wechselwirkung treten26. Sie sind an der 

Formierung von fokalen Adhäsionskomplexen während der Migration maßgeblich betei-

ligt und verbinden das Zytoskelett mit der EZM27. 

Die gerichtete Zellmigration ist ein hochkomplexer Prozess, der koordinierte Änderungen 

der Zellmorphologie und ständigen Kontakt mit der EZM voraussetzt. Die folgenden Sta-

dien werden dabei unterschieden (siehe Abb. 2.5): Zunächst polarisiert sich die Zelle in 

ein führendes („leading edge“) und ein folgendes Ende, wobei das führende Ende Aus-

stülpungen in Richtung der Migration ausbildet. Diese werden Filopodien und 

Lamellipodien genannt. An den neu entstandenen Berührungspunkten mit der EZM 

kommt es zu neuen Adhäsionen, die durch Einbeziehung des Zytoskeletts gegen Zug-

kräfte gefestigt werden. Nach Kontraktion des Zytoskeletts und Verlagerung des Zell-

kerns kommt es dann am folgenden Ende zur Lösung der bestehenden Adhäsionen28. 

Die intrazellulär beteiligten Kinasen und Proteine bei der Bildung von Adhäsionen sind 

vielfältig und ihre Aktivierungen sind zeitlich genau geregelt. Es werden dabei verschie-

dene Stadien unterschieden: die erste Kontaktaufnahme, fokale Komplexbildung, fokale 

Adhäsion und fibrilläre Adhäsion.  

Exprimiert werden die Integrine von jeder Säugetierzelle, so dass die Integrin-

Zusammenstellung für jede Zelle spezifisch ist. Durch die dynamische und schnelle An-

passung der Integrinexpression ist die Zelle überlebensfähig in einer sich laufend än-

dernden Zellumgebung, da bei ausbleibenden Zellkontakten die Apoptose eingeleitet 

wird. Diese Art der Apoptose aufgrund fehlendem Kontakt zur Umgebung wird Anoikis 

genannt29. 
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Zusammengefasst stellen die Integrine wichtige Komponenten der physiologischen Zell-

prozesse dar. Die herausragende Rolle als Zellrezeptoren und Verbindungen zum extra-

zellulären Raum wird während Entzündungsprozessen von den Zellen des Immunsys-

tems und von bösartigen Tumorzellen in pathologischen Vorgängen ausgenutzt5. 

 

Abb. 2.5 Ablauf der gerichteten Zellmigration
28,30,31

 

2.2.3 Integrine als therapeutische Zielstrukturen 

Die bedeutsame Aufgabe im menschlichen Organismus und das zellspezifische Verbrei-

tungsmuster der Integrine macht sie attraktiv für die Therapie von inflammatorischen und 

anderen Erkrankungen. Zur Verdeutlichung seien hier einige Beispiele erwähnt:  

Im Prozess der Koagulation vermittelt das Integrin αIIbβ3, besser bekannt als GPIIb/IIIa, 

die Thrombozytenaktivierung und wird als Zielstruktur für die Wirkstoffe Abciximab 

(ReoPro®), Eptifibatid (Integrilin®) und Tirofiban (Aggrastat®) genutzt, um die Blutgerin-

nung zu hemmen. Dabei verhindern diese Wirkstoffe die Anlagerung von Thrombin an 

das Integrin, welche die Adhäsion von Thrombozyten aneinander und an das Endothel 

zur Folge hätte, und blockieren ebenso die Bindung von Fibrinogen an das aktivierte 

Integrin32. Die Medikamente werden i.v. appliziert und beinhalten das Risiko von starken 

Blutungen, da die Blutgerinnung unabhängig vom Aktivierungsreiz der Thrombozyten-

aggregation gehemmt wird. Sie werden leitliniengerecht nur bedingt zur drastischen 

Reduktion der Blutkoagulation unter stationären Bedingungen eingesetzt33,34.  
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Ein neuer Integrin-Antikörper wurde 2014 in der EU für die Behandlung der Colitis 

ulcerosa bzw. des Morbus Crohn zugelassen. Entyvio® (Vedolizumab) bindet gezielt 

α4β7, welches bevorzugt von T-Helfer-Lymphozyten exprimiert wird, die in der Darm-

wand lokalisiert sind. Dadurch verhindert es die Bindung des physiologischen Bindungs-

partners MAdCAM-1, über den die Einwanderung von T-Lymphozyten in das entzündete 

Darmgewebe vermittelt wird. Durch das Ausbleiben der Transmigration wird die Entzün-

dung reduziert und die Symptome werden schwächer35. Mit Natalizumab wurde bereits 

2006 ein weiterer Integrin-Antikörper zugelassen, der gegen das Integrin α4β1 gerichtet 

ist und zur Behandlung schwerer Verlaufsformen der Multiplen Sklerose eingesetzt wird. 

Die Wirkweise wird im anschließenden Kapitel genauer beschrieben. 

2.2.4 Das Integrin VLA-4 

Das Integrin α4β1 bzw. VLA-4 ist auf verschiedenen hämatopoetischen Zellen exprimiert 

und vermittelt beispielsweise im Verlauf von Immunabwehrvorgängen die Adhäsion und 

feste Bindung von Leukozyten an Endothelzellen. Darüber hinaus geht es Bindungen zu 

EZM-Bestandteilen wie Fibronektin oder Osteopontin ein und bildet somit Zell-Zell- aber 

auch Zell-EZM-Bindungen aus36.  

Aufgrund des Vorkommens von VLA-4 auf Leukozyten und der Beteiligung in Immunab-

wehrprozesse wurde ein Antikörper entwickelt, um chronische Entzündungsprozesse zu 

reduzieren. Natalizumab (Tysabri®) ist ein humaner Antikörper gerichtet gegen die α4-

Integrin-Untereinheit und ist seit 2006 für die Behandlung der Multiplen Sklerose in der 

EU zugelassen37. In den USA wird Natalizumab darüber hinaus zur Behandlung chro-

nisch entzündlicher Darmerkrankungen eingesetzt38,39. Bei der Behandlung mit 

Natalizumab wie auch bei anderen Immunmodulatoren trat bei einzelnen Patienten das 

Krankheitsbild einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) auf. Durch 

Reduktion der körpereigenen Immunabwehr können dabei JC-Adenoviren sehr stark 

proliferieren und lösen in der Folge eine systemische Entzündungserkrankung des ZNS 

aus, die unbehandelt zum Tode der Patienten führen kann40. Die Krankheit äußert sich je 

nach betroffenem Areal in Sprachstörungen, Gesichtsfeldausfällen und Lähmungen, die 

sich bis zur Verwirrtheit und Demenz steigern können. Trotz des Auftretens dieser 

schwerwiegenden unerwünschten Arzneimittelwirkung wurde Natalizumab unter der Auf-

lage eines engen JC-Virus-Monitorings für die Therapie beibehalten, was ein Zeichen für 

die Unersetzlichkeit der Therapieoption darstellt41.  
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Neben der Indikation Multiple Sklerose laufen Studien mit Natalizumab zur Behandlung 

des Morbus Crohn. Wie das vorgestellte Vedolizumab (Kapitel 2.2.3) bindet Natalizumab 

ebenfalls α4β7 und verhindert die Bindung von MAdCAM-1 durch Blockade der α4-

Untereinheit. Einige Studien bestätigen Natalizumab als effiziente und sichere Therapie-

option38, wobei mit dem selektiveren Vedolizumab eine offensichtlich wirksamere Alter-

native vorhanden ist. 

Der α4-Antikörper Natalizumab wurde zudem in einer kleinen Studie zur Behandlung des 

multiplen Myeloms eingesetzt, jedoch aufgrund der geringen Studienteilnehmerzahl  

(n = 6) wieder eingestellt (zu finden unter ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00675428). 

Wie bei der Beschreibung der Metastasierungskaskade erwähnt, nutzen Tumorzellen 

bestimmte Prozesse der Immunabwehr, um sich zu verbreiten. So wurde in malignen 

Tumorerkrankungen die Beteiligung von VLA-4 in der Metastasierung von Krebszellen 

festgestellt36. Dabei werden die physiologischen Prozesse ausgenutzt, um die Bindung 

von malignen Zellen zum Endothel zu verstärken und die Transmigration ins Gewebe zu 

fördern. In vivo konnte die Bedeutung des VLA-4 bestätigt werden, indem eine Redukti-

on der VLA-4-Expression in stark metastasierenden Melanomzellen und anschließender 

Injektion dieser Zellen in Mäuse zu einer drastischen Verminderung der Metastasie-

rungsrate in der Lunge führte42. Die Wechselwirkung zwischen VLA-4 und seinem physi-

ologischen Bindungspartner VCAM-1 ist in diesem Zusammenhang eine wichtige Inter-

aktion, die in vivo als prometastatisch identifiziert wurde43. Alles in allem zeigen die vo-

ran geschilderten Befunde und Erkenntnisse, dass VLA-4 eine vielversprechende Ziel-

struktur für antimetastatische Therapieansätze darstellt. 

2.2.5 VCAM-1 – Bindungspartner des VLA-4 

Vascular Cell Adhesion Molecule 1, kurz VCAM-1 oder CD106, ist der physiologische 

Bindungspartner des VLA-4 und gehört zu den Proteinen aus der Ig-Superfamilie. Struk-

turell besteht es aus einem extrazellulären Teil, der aus sieben bzw. sechs Ig-ähnlichen 

Domänen zusammengesetzt ist, einer einfach transmembranären und einer 

zytoplasmatischen Domäne44. Weitere Bindungspartner sind die weitaus seltener 

exprimierten Integrine α4β7, αMβ2 und α9β1 oder Galectin-345,46.  

Nach Zytokin-Stimulation wird VCAM-1 von Endothelzellen vermehrt exprimiert und ver-

mittelt über VLA-4 die Adhäsion von zirkulierenden Zellen des Immunsystems wie Leu-

kozyten an das Endothel47. Dabei werden die Zellen im Blutgefäß über die Bindung von 
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VLA-4 zu VCAM-1 gestoppt und fest an das Endothel gebunden, um eine Transmigrati-

on in das darunterliegende Gewebe zu bewirken. Außer der Zytokin-Stimulation durch 

TNFα, IL-1β, Homocystein oder andere reagieren die Zellen auf diverse weitere Stress-

faktoren mit erhöhter VCAM-1-Expression48. Zu diesen gehören ein hohes Niveau an 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), ein erhöhter Scherstress durch turbulente Blutströ-

mung ebenso wie eine Erhöhung von endothelialen Toll-like Rezeptoren49.  

Die physiologische Bindung von VLA-4 exprimierenden Zellen des Immunsystems zum 

VCAM-1 des Endothels wird von Tumorzellen ausgenutzt, die ebenso VLA-4 auf ihrer 

Zelloberfläche bilden50. Desweiteren kommt der Bindung VLA-4/VCAM-1 eine wichtige 

Rolle in der Einbeziehung von myeloiden Zellen in die prämetastatische Nische zu51. 

An dieser Stelle wird für eine detaillierte Beschreibung auf zwei Reviews über VCAM-1 

verwiesen, die die Bedeutung von VCAM-1 im Verlauf von Entzündungsprozessen und 

Erkrankungen sowie während der Metastasierungskaskade hervorragend beschrei-

ben44,49. 

2.2.6 Intrazelluläre Verknüpfung der Integrine 

Integrine sind in der Lage zwischen intrazellulären und extrazellulären Vorgängen zu 

vermitteln. Hierzu können sie in der Zelle beispielsweise mit Zytoskelett-Proteinen wie 

Talin, Vinculin und Paxillin, mit Adaptor-Proteinen wie Crk und p130Cas, bestimmten 

Tyrosinkinasen wie den Kinasen der Src-Familie, der fokalen Adhäsionskinase (FAK) 

und kleinen GTPasen wie Rho, Rac1 und Cdc42 in Kontakt treten14. Während die 

zytoplasmatischen Domänen der unterschiedlichen α-Untereinheiten der Integrine eine 

hohe Diversität in Struktur und Bindungsaffinitäten aufweisen, sind die β-Untereinheiten 

einheitlicher aufgebaut und zeigen gleiche Bindungsmotive52. Diverse Proteine treten 

intrazellulär mit der Zytoplasmadomäne der β-Untereinheit in Kontakt. So interagiert 

Talin mit den meisten β-Untereinheiten direkt und stabilisiert die Separation der 

zytoplasmatischen Domänen, so dass die extrazelluläre Konformation mit der höchsten 

Bindungsbereitschaft erreicht wird53. Durch diese Konformationsänderung des Integrins 

kann Vinculin an Talin binden und ist indirekt mit dem Integrin verknüpft. Zusammen 

bewirken diese Bindungen die weitere Stabilisierung der aktiven Konformation des ein-

zelnen Integrins und die Formation von fokalen Adhäsionskomplexen. Vinculin nimmt 

ebenso eine zentrale Rolle in der Verknüpfung von Integrinen zum Zytoskelett ein, indem 

es weitere Actin-bindende Proteine wie Filamin, Tensin und α-Actinin in ihrer Bindung 

zur β-Untereinheit bestärkt54.  
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Eine weitere Integrin-assoziierte Kinase ist die Integrin linked Kinase (ILK), die in direkter 

Wechselwirkung mit der β1- und β3-Untereinheit steht und die Effekte von Kindlin als 

Regulator der Integrinaktivität vermittelt55,56. Kindlin bindet dabei ebenso an die β-

Untereinheit, wirkt als Ko-Aktivator und verstärkt die Bindung von Talin. Außerdem kann 

Kindlin intrazellulär an das Integrin gebundene Inhibitoren aus ihrer Bindung verdrängen 

und eine Aktivierung und Clusterbildung der Integrine ermöglichen53.  

Der ubiquitär vorkommende Signalweg über AKT nimmt eine zentrale Stelle für das Zell-

überleben und die Proliferation ein. Er kann Integrin-abhängig beispielsweise über FAK 

und PIP3 aktiviert werden57. Die FAK ist essentieller und zentraler Bestandteil einer 

Integrin-vermittelten Adhäsion, wobei sie entweder direkt oder indirekt über Talin mit der 

β-Untereinheit in Kontakt steht58. Im Zusammenspiel mit FAK bildet die Kinase c-Src 

einen dualen Kinasekomplex, der durch Integrinaktivierung hervorgerufen wird und wei-

tere Adaptorproteine phosphoryliert59. Dabei vermittelt die aktivierte FAK je nach Integrin 

unterschiedliche Zellbewegungsmechanismen. FAK steuert bei α5β1-vermittelter Migra-

tion die Zellstreckung und Ausdehnung und unter VLA-4-Beteiligung die Polarisierung 

der Zelle60. Dies zeigt wiederum, dass die Familie der Integrine trotz hoher struktureller 

Homogenität durchaus divergente Funktionen vermittelt und eine gezielte Einflussnahme 

auf das Bindungsverhalten eines einzelnen Integrins eine große Wirkung auf Adhäsions- 

und Migrationsprozesse und damit auf die Metastasierung hat. Die beschriebenen 

Integrin-assoziierten Signalwege sind in der Abb. 2.6 dargestellt. 

Die über VLA-4 initiierte Migration und die sich anschließenden intrazellulären Prozesse 

laufen zum Teil unterschiedlich zu denen der anderen Integrine ab. In diesem Zusam-

menhang wurde Paxillin als wichtiges Molekül identifiziert, das direkt an die α4-

Untereinheit des VLA-4 assoziiert vorliegt61. Über diese Verbindung wird die GTPase 

Rac1 reguliert, die für die Aktivierung anderer Kinasen und die Kontrolle des Zellwachs-

tums und der Reorganisation des Zytoskeletts verantwortlich ist62. Bei der Bindung von 

VLA-4 an VCAM-1 vermittelt Paxillin die Verstärkung der Adhäsion unter Scherstress im 

Blutstrom63,64. Eine weitere Besonderheit des VLA-4 besteht in der Aktivierung der Src-

Kinasen vor allem von c-Scr nach dem Clustern der α4-Zytoplasma-Domänen. Diese 

Aktivierung erfolgt sowohl Paxillin als auch FAK unabhängig65. Da der Prozess der Zell-

migration sehr komplex ist und aus einem Gleichgewicht zwischen Adhäsion und Auflö-

sung von Bindungen besteht, verhindert eine Phosphorylierung der α4-Untereinheit 

durch die c-AMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) die Bindung von Paxillin und hebt 

deren adhäsionsverstärkenden Effekt auf66. Dies ist entscheidend während der Polarisie-

rung der Zelle zur gerichteten Migration, in der die Zelle sich in ein führendes und ein 

folgendes Ende polarisiert, Lamellipodien und Filopodien am führenden Ende („leading 
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edge“) formiert und fokale Adhäsionskomplexe gebildet werden, um sich anschließend 

wieder aufzulösen und an einer anderen Stelle über die Integrine neu gebildet zu wer-

den. In diesem Zusammenhang ist die Aktivierung des cAMP/PKA Signalweges auch in 

anderen Bereichen des „leading edge“ entscheidend, da durch die Aktivierung Rac1 und 

Cdc42 aktiviert und die Rho-Aktivität inhibiert werden67–69. Die Aktivierung von Rac1 hat 

die Formierung von Lamellipodien zur Folge, wohingegen das Signaling über Cdc42 in 

der Bildung von Filopodien resultiert70. Die beiden Arten der Zellfortsätze unterscheiden 

sich nicht nur durch ihre unterschiedliche Aktivierung, sondern auch in ihrer Involvierung 

von Actin und Mikrotubuli. Filopodien nehmen mit der Umgebung den ersten Kontakt auf 

und sind fingerförmige Ausstülpungen. Lamellipodien hingegen bilden stabile fokale Ad-

häsionen aus und sind breiter geformt.  

 

Abb. 2.6 Integrin vermittelte Signaltransduktion in Tumorzellen
71,72

 

Die weitreichende Vernetzung und Teilnahme der Integrine an intrazellulären Signalwe-

gen ist sehr nützlich für die Zelle, da sie über die physikalische und chemische Beschaf-

fenheit der angrenzenden Umgebung Informationen erhält und ihr so eine umgehende 

Adaption möglich ist. Andere Signalwege überschneiden sich mit denen der Integrin-

assoziierten. Dazu zählen Signalwege, die auf der Aktivierung von Wachstumsfaktor-
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Rezeptoren beruhen und die Proliferation fördern, Signalwege, die durch GPCR initiiert 

werden, und Signalwege, die die Etablierung von fokalen Adhäsionskomplexen unter-

stützen73. In die letzteren Signalwege sind die Syndekane involviert, die zur Familie der 

Proteoglykane gehören. Diese sind ebenfalls transmembranäre Moleküle auf der Zell-

oberfläche und vermitteln u.a. im direkten oder indirekten Zusammenspiel mit den 

Integrinen multiple proadhäsive Funktionen. Die Überschneidung der Signalwege wird im 

Kapitel 2.4 nach der Vorstellung der Proteoglykane ausführlicher thematisiert. 
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2.3 Proteoglykane 

Die Proteoglykane (PG) bilden eine Familie von stark negativ geladenen EZM Bestand-

teilen, die aufgrund dieser chemischen Eigenschaft zu einer Gruppe zusammengefasst 

wurden. Eine hohe Diversität der PG ist die Folge, die sich zum einen in den mannigfal-

tigen Strukturen und zum anderen in ihrer Lokalisierung im Organismus widerspiegelt. 

Sie werden von allen Zellen exprimiert und liegen zum Teil wie die Integrine auf der 

Oberfläche von Zellen vor, wo sie als Bindungspartner vieler Proteine fungieren. 

2.3.1 Allgemeine Struktur und Aufbau der Proteoglykane 

Alle PG bestehen aus einem Proteinkern, der mit einer oder mehreren Glykosamino-

glykan-Ketten (GAG) kovalent verbunden ist. Diese GAG setzen sich aus linearen Koh-

lenhydratgruppen zusammen, die je nach PG-Klasse zu verschiedenen Anteilen aus 

Chondroitin-, Dermatan-, Heparan- oder Keratansulfaten bestehen. Ihre Synthese erfolgt 

im Golgi-Apparat der Zellen, in dem zunächst zur Initiierung ein Linker-Tetrasaccharid 

bestehend aus den Zuckern Xylose-Galaktose-Galaktose-Glukuronsäure erstellt wird. 

Diese kurze Zuckerkette wird je nach resultierendem PG mit sich wiederholenden Disac-

chariden verlängert. Das Disaccharid ist stets zusammengesetzt aus einem 

Aminozucker und einer Glukuronsäure, wobei im Falle von Heparansulfaten (HS) der 

Aminozucker Glukosamin (GlcNAc) und bei Chondroitin- (CS) und Dermatansulfat (DS) 

der Aminozucker Galaktosamin (GalNAc) eingebaut wird. Der Glukuronsäure-Anteil un-

terliegt zu einem geringen Teil der Epimerisierung zur Iduronsäure (IduA). Anschließend 

werden die Saccharide in verschiedenem Ausmaß und an verschiedenen Kohlenstoffen 

abhängig von dem entstehenden PG durch Sulfatierungen modifiziert74. Ein Überblick 

über die involvierten Zucker bietet Abb. 2.7. Über die Aminosäure Serin in der 

Aminosäuresequenz des Proteinkerns wird die GAG-Kette gebunden, wobei die Anzahl 

der gebundenen GAG-Ketten bei den unterschiedlichen PG variiert. 

Das Disaccharid HS ähnelt in seiner Struktur einem anderen Kohlenhydrat des Säuge-

tierorganismus, dem Heparin. Sie unterscheiden sich in dem Grad ihrer Sulfatierung, 

wobei Heparin einen höheren, homogenen Sulfatierungsgrad aufweist und HS eher einer 

heterogenen Sulfatierung unterliegt, die sich durch Bereiche geringer und hoher 

Sulfatierung auszeichnet75.  
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Abb. 2.7 Übersicht der GAG-Komponenten
74

 
(A) Aufbau des Linker-Tetrasaccharids und Verknüpfung zum Proteinkern. (B) Alternierende Disaccharid-
Einheiten HS, DS und CS und ihre potentiellen Sulfatierungen.  
GlcA: Glukuronsäure, IduA: Iduronsäure, GlcNAc: N-acetyliertes Glukosamin, GalNAc: N-acetyliertes 
Galaktosamin 

Die Einteilung der PG erfolgt zum einen nach Charakteristika der GAG-Kette in HSPG, 

CSPG oder DSPG, obgleich Mischformen der Kohlenhydratketten vorkommen und sich 

die Bezeichnung in diesem Fall auf das dominanteste GAG bezieht. Zum anderen wird 

eine Einteilung nach Lokalisation vorgenommen, welche in intrazellulär, zelloberflächen-

ständig, perizellulär und extrazellulär unterteilt wird. Die Tabelle 2.1 stellt die verschiede-

nen PG mit Lokalisation, Klassifizierung und vorwiegender GAG-Kette dar.  
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Lokalisation Klassifizierung Bezeichnung Vorwiegende GAG 

Intrazellulär Sekretorische Granula Serglycin Hep 

Zelloberfläche 
Transmembranär 

Syndekan, 1-4 HS 

NG2 CS 

Betaglycan CS/HS 

Phosphacan CS 

GPI-verankert Glypikan, 1-6 HS 

Perizellulär Basalmembran 

Perlekan HS 

Agrin HS 

Collagen XVIII HS 

Collagen XV CS/HS 

Extrazellulär 

Hyalectan/ 
Lectican 

Aggrecan CS/KS 

Versican CS 

Neurocan CS 

Brevican CS 

Canonical 

Biglycan CS 

Decorin DS 

Asporin 
 

ECM2 
 

ECMX 
 

Fibromodulin KS 

Lumican KS 

PRELP 
 

Keratocan KS 

Osteoadherin KS 

Epiphycan DS/CS 

Opticin 
 

Osteoglycin 
 

Non-Canonical 

Chondroadherin 
 

Nyctalopin 
 

Tsukushi 
 

Podocan 
 

Podocan-Like 1 
 

Spock Testican, 1-3 HS 

    

Tabelle 2.1 Übersicht der PG nach Lokalisation, Klassifizierung und vorwiegendem GAG
76

  
CS: Chrondroitinsulfat, DS: Dermatansulfat, GAG: Glykosaminoglykan, Hep: Heparin, HS: Heparansulfat, 
KS: Keratansulfat. 
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2.3.2 Allgemeine Funktionen der Proteoglykane 

PG sind Bestandteile der extrazellulären Matrix und sorgen so für die Stabilisierung von 

Gewebeverbänden, da sie Bindungen zu anderen PG, Collagen und Fibronektin einge-

hen können. Aufgrund ihrer anionischen Struktur binden sie zudem Kationen und dienen 

als Bindungspartner für Chemokine, Zytokine und Heparin affine Wachstumsfaktoren wie 

FGF, VEGF oder TGF-β77. Durch diese Interaktionen bilden sie ein Reservoir in der EZM 

für zumeist proliferative Proteine, die im physiologischen aber auch pathologischen Ge-

schehen durch Enzyme wie Heparanase freigesetzt werden. Die dadurch angeregte Ad-

häsion, Migration und Zellproliferation sind elementare Bestandteile der Zellhomöostase, 

von Entzündungsprozessen, Wundheilung und der Metastasierung von Tumorzellen. 

In Anbetracht der Vielzahl von PG werden die Ausführungen an dieser Stelle auf die 

Gruppe der HSPG und konkret auf die zelloberflächenständigen Syndekane (SDC) be-

schränkt. 

2.3.3 Heparansulfat-Proteoglykane  

Die GAG-Ketten der HSPG bestehen per Definition vornehmlich aus Polymeren der HS-

Disaccharide. Von den bisher identifizierten 17 HSPG sind die meisten membranständig, 

wobei sie entweder transmembranär (SDC 1 - 4, Betaglycan) oder über Glykosyl-

Phosphatidyl-Inositol (GPI) an der Zellmembran assoziiert vorliegen (Glypikan 1 - 6). 

Weitere werden in die EZM sekretiert (Collagen XVIII, Agrin, Perlekan), in der sie für 

Stabilität sorgen (siehe Tabelle 2.1 und Abb. 2.8). Mäuse, deren HS-Biosynthese durch 

genetische Modifizierung der benötigten Enzyme verhindert wurde, zeigten bereits in der 

embryonalen Entwicklung schwerwiegende Folgen, die zum Tod führten78,79. Diese Er-

gebnisse heben die Bedeutung der HSPG deutlich hervor.  

Alle HSPG sind durch ihre hohe Bindungsbereitschaft ideale Sensoren, die frühzeitig 

Änderungen in der EZM detektieren können. Allerdings sind nur die membran-

durchspannenden Syndekane in der Lage, Signale direkt in die Zelle weiterzuleiten. Sie 

sind zudem wegen ihrem Zusammenspiel mit Integrinen von größerem Interesse.  
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Abb. 2.8 Mitglieder der HSPG-Familie und ihre Lokalisation nach Esko et al.
80
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2.3.3.1 Syndekane 

Die transmembranären Syndekane (SDC) fungieren als Zelladhäsionsrezeptoren und 

Reservoirs für Chemokine und Wachstumsfaktoren, die an den GAG-Ketten gebunden 

vorliegen. Darüber hinaus vermitteln sie Signale in die Zelle und wirken als Korezeptoren 

von anderen Zelloberflächenproteinen wie den Integrinen. In Säugetieren wurden vier 

verschiedene SDC identifiziert. SDC-1 wird von Epithel- und Plasmazellen exprimiert 

und SDC-2 von Fibroblasten, Endothelzellen, Neuronen und glatten Muskelzellen. SDC-

3 ist das vorherrschende SDC des Nervensystems und spielt in der Proliferation von 

Chondrozyten eine Rolle. SDC-4 ist ubiquitär auf allen Zellarten verbreitet81. 

Die Proteinkerne der Syndekane haben Größen von 20-45 kDa und weisen eine große, 

extrazelluläre, eine transmembranäre und eine kurze, zytoplasmatische Domäne auf, 

wobei letztere keine intrinsische Kinase-Aktivität besitzt. Die an den Proteinkern gebun-

denen GAG-Ketten bestehen aus den oben genannten Multimeren der HS-Disaccharide. 

Die extrazellulären Domänen von SDC-1, SDC-2 und SDC-4 unterliegen beispielsweise 

in Entzündungsprozessen einer Spaltung nahe der Zelloberfläche verursacht von Enzy-

men wie MMP („SDC shedding“)82,83. Dabei verbleiben die großen extrazellulären Domä-

nen nach der Abtrennung ohne Verbindung zur Zelloberfläche in der EZM und interagie-

ren in einer auto- oder parakrinen Weise mit Tumor- oder Stromazellen. Sie binden 

Wachstumsfaktoren, Chemokine oder Zytokine und verhindern die Kontaktaufnahme 

derselben mit den membranständigen SDC82,84. 

Während der extrazelluläre Part sich unter den vier SDC in Bezug auf die Anzahl und 

Zusammensetzung ihrer GAG-Ketten stark unterscheidet, sind die transmembranären 

und zytoplasmatischen Teile größtenteils konserviert und einheitlich. Über die 

transmembranäre Domäne bilden SDC durch die Zusammenlagerung der Proteinkerne 

in unterschiedlichem Ausmaß nicht-kovalente Homo-Dimere oder Oligomere aus, deren 

Zustandekommen entscheidend für die Weiterleitung von extrazellulären Signalen ins 

Zellinnere ist85. Die zytoplasmatische Domäne besteht aus einem an die Zellmembran 

angrenzenden C1-Bereich, einer V-Zwischendomäne und einem von der Membran distal 

gelegenen C2-Teil (siehe Abb. 2.9). C1 und C2 bilden zwei konservierte Bereiche, die 

sich in den verschiedenen SDC kaum unterscheiden und verantwortlich für die Bindung 

zu Proteinen des Zytoskeletts sind. Die V-Domäne ist ein variabler Bereich, der in jedem 

SDC unterschiedliche Funktionen übernimmt. In SDC-1 vermittelt sie die Zellausbreitung 

über die Ausbildung von Lamellipodien86, in SDC-2 ist sie an der Bildung der Fibronektin- 
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und Laminin-Matrix beteiligt87. Die SDC-4 V-Domäne bindet Phospatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2), das die Homodimerisierung begünstigt und dadurch die 

Proteinkinase C α (PKCα) phosphoryliert und damit aktiviert88. Durch die oben beschrie-

benen Mechanismen ist es den SDC möglich viele intrazelluläre Signalwege zu aktivie-

ren bzw. zu regulieren. Relevant für den Säugetierorganismus sind diese Zelloberflä-

chenrezeptoren sowohl in der embryonalen Entwicklung, als auch während der gesam-

ten Lebensspanne, wobei ihre Expression den verschiedenen Umständen und Lebens-

zyklen angepasst wird89.  

 

Abb. 2.9 Struktur und Funktionen der SDC
81,90

  
Der Proteinkern der SDC ist in blau abgebildet und unterteilt sich in eine große extrazelluläre Domäne (ED), 
eine transmembranäre Domäne (TM) und eine Zytoplasma-Domäne (ZD). Heparansulfat und 
Chondroitinsulfat-Ketten sind an den Proteinkern der SDC gebunden und dienen als Reservoir für Wachs-
tumsfaktoren, Zytokine und Chemokine. Durch die Bindung an die SDC nahe der Zelloberfläche wird ihre 
Konzentration erhöht, so dass die Chance auf die Bindung zu einem benachbarten Rezeptor erhöht wird. 

Trotz ihrer großen Einflussnahme auf diverse Zellprozesse zeigten SDC-1 und SDC-4 

defiziente Mäuse keine schwerwiegenden Entwicklungsdefekte im Gegensatz zu der 

letalen Folge einer Stilllegung der HS-Expression91. Dies ist ein Hinweis auf die Über-
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nahme der SDC-Funktionen durch andere PG, die jedoch nur stattfindet, wenn die SDC-

Biosynthese gestört ist.  

SDC sind in der Lage mit Integrinen in fokalen Adhäsionskomplexen zu kooperieren. 

Dies erfolgt je nach SDC und beteiligtem Integrin über verschiedene Mechanismen. Am 

besten charakterisiert sind die intra- und extrazellulären Interaktionen von SDC-4 mit 

verschiedenen Integrinen. Diese werden in Kapitel 2.4 ausführlicher beschrieben.  

2.3.3.2 Syndekan-4 

SDC-4 besteht wie andere HSPG aus einem Proteinkern, der kovalent mit HS-Ketten 

verbunden ist. Wie beschrieben ist es ein membrandurchspannendes PG, dessen extra-

zelluläre Domäne sich von denen der anderen SDC durch Anzahl, Lage und Länge der 

GAG-Ketten, die aus einem Gemisch aus HS- oder CS-Ketten bestehen, unterschei-

det92,93.  

Wie andere HSPG fungiert es in der EZM als Rezeptor für Heparin affine Wachstumsfak-

toren wie FGF, VEGF und PDGF. Die dadurch angeregten intrazellulären Signalwege 

laufen u. a. über die Kinasen AKT oder die Rho GTPasen ab94. Unter den HSPG nimmt 

es darüber hinaus eine besondere Stellung ein, da es in sowohl wachsenden als auch 

differenzierten Geweben vorkommt und es als Korezeptor diverser Rezeptoren fungiert. 

Zum einen bewirkt es mit dem FGF-Rezeptor nach Ligandbindung eine verlängerte Akti-

vität und Verstärkung der nachgeschalteten Signalwege wie das Signaling über die Fa-

milie der MAPK/ERK95. Zum anderen kooperiert es mit den Integrinen bei der Bildung 

von fokalen Adhäsionskomplexen unter Einbeziehung des Zytoskeletts und reguliert ihre 

Entfernung von der Zelloberfläche sowie ihren intrazellulären Abbau96. Eine wichtige 

Eigenschaft des SDC-4 ist in diesem Zusammenhang die Bindungsfähigkeit von 

Fibronektin bzw. der Heparin-bindenden Domäne II des Fibronektins, das als EZM-

Bestandteil den meisten Zellen als Migrationsuntergrund dient und eine Migration erst 

ermöglicht97. SDC-4 fungiert dabei als Zelloberflächenrezeptor in direkter Kombination 

mit dem Integrin α5β1 und leitet Signale in die Zelle und an das Zytoskelett weiter98. 

VLA-4 ist zwar ebenfalls ein Fibronektin-bindendes Integrin und bildet fokale Adhäsions-

komplexe aus, benötigt allerdings nicht die Beteiligung von SDC-4 in dieser Bindung99. 

Intrazellulär verlaufen die zwei Aktivierungen des Zytoskeletts hervorgerufen durch 

Ligandbindung zu VLA-4 oder α5β1 ebenso über verschiedene Signalwege.  
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Bei Homo-Dimerisierung oder Oligomerisierung von SDC-4 Molekülen auf der Zellober-

fläche kommt es über die zytoplasmatische Domäne und unter Beteiligung von PIP2 zu 

einer Aktivierung von PKCα100. Kontrovers diskutiert wird dabei die notwendige Beteili-

gung von PIP2. So wurde in Studien gezeigt, dass ein Fehlen von PIP2 die Aktivierung 

von PKCα durch SDC-4 nicht beeinflusst101. Es wird daher vermutet, dass PIP2 den 

Komplex aus SDC-4 und PKCα stabilisiert, aber kein notwendiger Bestandteil des Kom-

plexes ist102.  

 

Abb. 2.10 Intrazelluläre Verknüpfung von SDC-4
90

 

Die PKC-Enzyme sind Serin/Threoninkinasen und wichtige Mediatoren der Signalweiter-

leitung oder der Aktivierung von Signalwegen durch Phosphorylierungen. Es wird unter-

schieden zwischen klassischen PKC wie PKCα, die über Diacylglycerin (DAG), 

Phospholipide oder Ca2+-Ionen aktiviert werden, neuen PKC wie PKCδ, die nur über 

DAG und Phospholipiden beeinflusst werden, jedoch nicht von Ca2+-Ionen, und der drit-

ten Gruppe der atypischen PKC. Neben PKCα ist auch PKCδ eng verknüpft mit dem 

Signaling von SDC-4. Die Aktivierung der PKCδ führt zur Phosphorylierung von SDC-4, 

wodurch die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von PKCα ausbleibt103.  

SDC-4 bindet über seine V-Domäne neben PIP2 und PKCα auch an α-Actinin und 

Syndesmos. Durch die Bindung eines Liganden an SDC-4 werden über die Aktivierung 
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der Kinasen RhoA, Rac1, AKT und des MAPK Signalweges die Bildung von fokalen Ad-

häsionen, Zellmigration, Proliferation und Zellüberleben stimuliert90.  

SDC-4 Knockout-Mäuse zeigten keine Beeinträchtigung in der Lebens- oder Reprodukti-

onsfähigkeit, wiesen jedoch eine beeinträchtigte Wundheilung auf, die auf die Verringe-

rung von Zellmigration und Angiogenese schließen lässt und die vorgestellten Funktio-

nen des SDC-4 unterstreicht104,105. 
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2.4 Das Syndekan-4/Integrin Interaktom 

In den Kapiteln 2.2.6 und 2.3.3.2 wurde dargelegt, dass Integrine und SDC-4 als Media-

toren zwischen der extrazellulären Matrix und dem Zellinneren fungieren und sich ihre 

aktivierten Signalwege überlagern und teilweise verstärken. Die Interaktion der durch 

Integrine und SDC-4 aktivierten Signalwege wird als Interaktom bezeichnet. Als erstes 

sei hier die Kooperation von α5β1 und SDC-4 erwähnt, die eine Besonderheit darstellt, 

da das Integrin und SDC-4 an der Zelloberfläche direkt in Kontakt treten und bei vermin-

derter Expression einer der beiden Bindungsteilnehmer die Bindungsstärke zu 

Fibronektin oder Thy-1 reduziert wird106. Über das Zusammenspiel der beiden 

transmembranären Strukturen wird die SDC-4-assoziierte PKCα aktiviert, die wiederum 

die kleine GTPase Rac1 phosphoryliert107, während RhoA über die Aktivierung von c-Src 

inhibiert wird108. Gleichzeitig fördert die Anlagerung von SDC-4 an α5β1 die Aktivierung 

der RhoG, die u.a. die Endozytose von α5β1 initiiert109. Intrazellulär ist die Phosphorylie-

rung von SDC-4 durch die Tyrosinkinase c-Scr entscheidend, da diese Aktivierung zu 

einer Stabilisierung von fokalen Adhäsionen führt, die essentiell für die Zellmigration 

sind96. Hier besteht eine Überschneidung mit dem Integrin-aktivierten Signalweg, da 

Integrine durch die fehlende eigene Kinase-Aktivität mit Tyrosinkinasen kooperieren 

können. Allerdings erfolgt die Aktivierung der FAK während des Integrin-Signalings nicht 

über PKCα110.  

Andere Integrine wie das VLA-4 können die Zellbewegung auch ohne FAK-Beteiligung in 

Abhängigkeit von c-Src vermitteln65. VLA-4 benötigt SDC-4 nicht als Korezeptor zur 

Ausbildung von fokalen Adhäsionen und wirkt sich auch nach Aktivierung nicht auf die 

Aktivität der PKCα aus98.  

Trotz zahlreicher Überlappungen der Integrin und SDC-4 aktivierten Signalwege, gibt es 

intrazelluläre Moleküle, die jeweils einem Signalweg zugeordnet werden können111,112. 
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2.5 Heparanase 

Im direkten Zusammenhang mit HSPG steht das Enzym Heparanase, welches den Ab-

bau und die Modifizierung von HS-Ketten vermittelt. Die zelloberflächenständigen HSPG 

SDC und Glypikane sind dabei bekannte Zielstrukturen der Heparanase, deren Abbau 

ein wichtiger Bestandteil von pathologischen Prozessen wie Entzündungsreaktionen und 

Tumorproliferation ist82,113. 

 

Abb. 2.11 Abbau von HS-Ketten durch Heparanase modifiziert nach Peterson und Liu
114

  
Heparanase spaltet die GAG-Ketten an Stellen mit bestimmten Sulfatierungsmustern zwischen 
unsulfatierten und hochsulfatierten Bereichen. Dabei vollzieht sich die Spaltung zwischen einer 
Glukuronsäure-Einheit (GlcA) und einem N-sulfatierten Glukosamin (GlcNS) mit entweder einer 3-O- 
(GlcNS3S) oder 6-O-Sulfatierung (GlcNS6S). Ebenso werden Bindungen zwischen GlcA und einem N-
acetylierten Glukosamin mit 6-O-Sulfatierung (GlcNAc6S) aufgetrennt. Allerdings wird nicht zwangsläufig 
jede dieser Bindungen zwischen den genannten Sacchariden gelöst. Abhängig von den umgebenden Zu-
cker-Resten kommt es zu einer Spaltung oder nicht, was auf eine allosterische Kontrolle der Heparanase 
hinweist.  
IduA: Iduronsäure, IduA2S: an C2 sulfatierte Iduronsäure, GlcNAc: N-acetyliertes Glukosamin, GlcNS: N-
sulfatiertes Glukosamin; R1: -Ac oder -SO3H; R2: -H oder -SO3H 
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2.5.1 Charakterisierung 

Heparanase ist eine Endo-β-D-glukuronidase, die HS in Fragmente von 10 bis 20 Zu-

ckereinheiten von einer Größe von 5 bis 7 kDa spaltet. Sie ist als einziges Enzym im 

Organismus von Säugetieren in der Lage, die Bindungen innerhalb von HS-Ketten zu 

spalten115. Über Substratspezifitätsstudien mit synthetischen Polysacchariden konnten 

die bevorzugten Spaltbereiche der Heparanase untersucht werden114. Näheres zur Sub-

stratspezifität ist in Abb. 2.11 erläutert. Heparanase präferiert unter den HSPG die 

membranständigen und von diesen vor allem SDC als Bindungspartner116. 

2.5.2 Physiologische und pathologische Funktionen 

Eine wichtige Rolle spielt Heparanase im Remodeling der EZM oder bei der Freisetzung 

von Wachstumsfaktoren und Zytokinen aus den Reservoirs der HS-Ketten117. Dabei 

werden durch die Heparanase HS-Fragmente abgespalten, die in Wechselwirkung mit 

Wachstumsfaktoren, Chemokinen oder Zytokinen stehen. Durch Auflösung des HSPG-

Reservoirs und Freisetzung der HS-gebundenen Wachstumsfaktoren wie bFGF, VEGF 

oder HGF können diese an ihre Rezeptoren binden und zellproliferationssteigernde Sig-

nale weiterleiten118,119. Die HS-Fragmente dienen nicht nur als Bindungspartner und Re-

servoir, sondern können nach ihrer Freisetzung an Toll-like Rezeptoren binden und de-

ren Signalweg aktivieren, über den weitere Zytokine freigesetzt werden120. Begleitend mit 

diesen Fähigkeiten werden die Zellproliferation und Differenzierung gefördert und die 

Neugestaltung von Geweben veranlasst, was sie unter physiologischen Bedingungen in 

der Angiogenese und Zellmigration der embryonalen Entwicklung und der Wundheilung 

unentbehrlich macht.  

Im Zusammenhang mit pathologischen Vorgängen ist eine erhöhte Heparanase-Aktivität 

z.B. in Entzündungsarealen festzustellen wie bei der durch Diabetes bedingten 

Nephropathie121. Bei der Entwicklung von malignen Tumoren werden die von 

Heparanase getriggerten Prozesse von Krebszellen instrumentalisiert, um die Vorgänge 

der Metastasierung wie Adhäsion, Migration und Invasion zu verstärken oder um die 

Versorgung wachsender Metastasen mit Blutgefäßen zu gewährleisten122. In mehreren 

klinischen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Heparanase-

Expression und einem aggressiveren, stark metastasierenden Krebsphänotyp festge-

stellt123–126.
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2.5.3 Expression und Metabolismus 

Die Heparanase wird von Blutplättchen, den Zellen des Immunsystems oder Tumorzel-

len in einer 65 kDa großen Proform exprimiert und über Exozytose zum Teil aus der Zel-

le geschleust. Extrazellulär kann die Heparanase proteolytischen Spaltungen unterlie-

gen, die sie in zwei Untereinheiten mit den Größen 8 kDa und 50 kDa trennen, die sich 

in einem Heterodimer zusammenlagern und das aktive Enzym bilden75. Das für die Spal-

tung und Aktivierung der Proheparanase verantwortliche Enzym wurde als Cathepsin L 

identifiziert, welches intrazellulär in Lysosomen vorkommt oder von Makrophagen aus-

geschüttet wird127,128. Inwiefern ausschließlich Cathepsin L für die Aktivierung der 

Heparanase verantwortlich ist, ist noch nicht geklärt, jedoch wird aktuell von einer 

prädominanten Stellung des Cathepsins L in der Aktivierung der Heparanase ausgegan-

gen. Die aktive Heparanase entfaltet ihre enzymatische Aktivität in einem schwach sau-

ren pH-Bereich von 5,4 bis 6,8 und liegt bei physiologischem pH-Wert von 7,4 enzyma-

tisch inaktiv vor129,130. Die optimalen pH-Werte für die enzymatische Aktivität werden in-

nerhalb der Zelle in den für den Abbau von zellfremden oder zelleigenen HSPG zustän-

digen Endosomen und Lysosomen erreicht. In diesen findet beispielsweise der Abbau 

von HS-Ketten der HSPG mithilfe von Heparanase statt131,132. Extrazellulär liegen 

schwach saure pH-Werte nur in entzündeten Geweben oder im Umfeld von Tumoren 

vor129. Durch die Senkung des pH-Werts können die malignen Zellen die Funktion der 

Heparanase bei optimalen Wirkbedingungen nutzen.  

Eine weitere Funktion der aktiven Heparanase stellt die genregulierende Aktivität im 

Nukleus von Zellen dar134. In Melanomzellen wurde die kompetitive Inhibition der Bin-

dung von Transkriptionsfaktoren an die DNA auf Heparanase zurückgeführt, und die 

ausbleibende Genexpression von prometastatischen Proteinen wie MMP-9 oder TNF-α 

detektiert.  

Die Dualität der Heparanase, zum einen extrazellulär prometastatisch und zum anderen 

intrazellulär antimetastatisch zu wirken, zeigt eine komplexere Bedeutung der 

Heparanase in der Metastasierung als bisher angenommen. Die Vorbeugung von Meta-

stasen würde nach den neuesten Erkenntnissen optimal erfolgen, wenn eine Erhöhung 

der Heparanase im Nukleus und eine Inhibition der Heparanase auf der Zelloberfläche 

erzielt werden könnte, um den Abbau der HS und prometastatische Folgen zu vermei-

den. 
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Abb. 2.12 Schematische Übersicht der Expression und des Metabolismus von Heparanase modifiziert nach 
Gingis-Velitski et al.

133
  

 

Die Preproheparanase wird nach ihrer Expression zum Endoplasmatischen Retikulum weitergeleitet (1). 
Dabei wird das Signalpeptid abgespaltet. Die entstandene Proheparanase wird in Vesikeln, die sich vom 
Golgi-Apparat abspalten, sekretiert (2). Nach ihrer Freisetzung wird sie entweder durch Cathepsin L oder 
einen acidischen pH-Wert aktiviert und spaltet zelloberflächenständige HS-Ketten der HSPG ab (3) oder 
bindet in ihrer latenten Form an HSPG wie SDC-4 (4). Der Proheparanase-SDC-Komplex wird schnell inter-
nalisiert und reichert sich in Endosomen an (5). Diese werden in Lysosomen umgewandelt und durch die 
Reduktion des pH-Wertes und anwesende Enzyme wie Cathepsin L wird die Proheparanase gespalten und 
zur aktiven Heparanase umgeformt (6). In den Lysosomen ist die Heparanase an dem Abbau von HSPG 
beteiligt und spaltet die HS-Ketten. Eine weitere Translokation in den Nukleus und eine Beeinflussung der 
Genexpression kann sich anschließen (7). Ebenso kann die Ausschüttung der Vesikel ausbleiben und eine 
Umformung in Endosomen und später Lysosomen direkt erfolgen (8). 

2.5.4 Latente Heparanase 

Während Heparanase in ihrer enzymatischen Form bereits umfangreich untersucht wur-

de, wirft die Funktion der latenten Proheparanase im Tumorgeschehen noch vielfältige 

Fragen auf. Bislang bekannt ist lediglich ein proadhäsiver Effekt von Tumorzellen 

hämatopoetischen Ursprungs zur EZM, der vermittelt wird durch die nicht enzymatisch 

aktive Heparanase135,136. Dabei fungieren auch für die latente Heparanase HSPG und 

vor allem SDC als potentielle Bindungspartner. Auch wenn die molekularen Mechanis-

men dieser proadhäsiven Effekte nicht umfassend verstanden sind und nicht für solide 

Tumorzellen gezeigt wurden, deutet dies doch auf eine potentielle Rolle der latenten 
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Heparanase im Metastasierungsgeschehen hin, die die deutlich prominentere enzymati-

sche Funktion noch ergänzt. 

In in vitro Versuchen wurde nach Zugabe exogener, latenter Heparanase die Anlagerung 

an SDC detektiert und die Entstehung von SDC-1 und SDC-4 Clustern auf der Zellober-

fläche festgestellt. Innerhalb von 15 Minuten kam es mit Glioma-Zellen zur Internalisie-

rung des entstandenen Heparanase-SDC-Komplexes133, der innerhalb der Zelle die Akti-

vierung von Kinasen aus verschiedenen intrazellulären Signalwegen (AKT, p38, Src) zur 

Folge hatte116,137,138. Über die Stimulation der p38- und Src-Signalwege folgt eine Frei-

setzung von VEGF, wodurch in vivo die Angiogenese in Tumoren angeregt wurde139. 

Latente Heparanase bewirkt weiterhin eine stärkere Bindung der Zellen zu 

Endothelzellen113, was im Verlauf der hämatogenen Metastasierung die Beeinflussung 

eines entscheidenden Schrittes darstellt. Die für die höhere Bindungsaffinität verantwort-

lichen Zelloberflächenrezeptoren wurden in T-Lymphozyten als β1-Integrine identifiziert, 

wobei im Detail eine Verstärkung der Bindung des Integrins α4β1 zu seinem physiologi-

schen Bindungspartner VCAM-1 festgestellt wurde140. Inwiefern diese Eigenschaft auch 

von Tumorzellen und in diesem speziellen Fall von stark metastasierenden 

Melanomzellen ausgenutzt werden kann, ist Bestandteil der vorliegenden Dissertations-

schrift. 

2.5.5 Inhibitoren der Heparanase 

Heparanase wurde erstmals 1999 erfolgreich kloniert und funktionell exprimiert141–143. 

Durch die artifizielle Herstellung wurde eine breite Testung ermöglicht und die 

Heparanase-assoziierten Prozesse konnten offengelegt werden. Bereits 1984 wurde die 

Inhibition der enzymatischen Aktivität der Heparanase durch Heparin entdeckt144. Seit-

dem wurden verschiedene Heparin-Modifikationen durchgeführt, um die prometastati-

schen Effekte der extrazellulären Heparanase zu vermindern. Potentielle Inhibitoren 

wurden in Anlehnung an das Substrat der Heparanase, den HS-Ketten, entwickelt, wobei 

an dieser Stelle eine kurze Zusammenfassung der Inhibitoren folgt, die Anwendung in 

klinischen Studien fanden.  

Der Inhibitor PI-88, ein Oligosaccharid, wird von Progen Pharmaceuticals hergestellt und 

in verschiedenen Studien auf seine antimetastatische Wirkung gegenüber Tumorzellen 

wie Melanom, Prostatakrebs, Leberzell- oder nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom in 

Kombination mit Zytostatika wie Dacarbazin oder Docetaxel untersucht. Bisher wurde 

eine klinische Studie der Phase III für die Nachbehandlung des operativ entfernten Le-
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berzellkarzinoms durchgeführt (PATRON), jedoch sind zunächst keine weiteren Studien 

in Planung, bis die statistischen Analysen abgeschlossen sind145. 

Ein weiterer Heparanase-Inhibitor der Firma Progen Pharmaceuticals ist PG545. PG545 

besteht aus einem sulfatierten Tetrasaccharid, das mit der lipophilen Komponente 

Cholestanol verknüpft ist, um eine bessere in vivo Aktivität, längere Halbwertszeit und 

eine geringe antikoagulative Wirkung zu erzielen. Aufgrund seiner Struktur muss der 

Wirkstoff in die Blutbahn appliziert werden. In ersten Studien wurde die Anwendung sub-

kutan durchgeführt, um die Injektion durch den Patienten zu gewährleisten. Dabei wur-

den jedoch lokale Hautirritationen am Applikationsort festgestellt, so dass nun eine intra-

venöse Gabe erforderlich ist. Präklinisch wurde eine antimetastatische Wirkung aufgrund 

der Inhibition von Heparanase sowie eine Angiogenese hemmende Wirkung durch 

VEGF und FGF-2 Inhibition nachgewiesen146,147. Zurzeit wird PG545 in klinischen Studi-

en der Phase I bei fortgeschrittenen soliden Tumoren auf Sicherheitsaspekte und Ver-

träglichkeit getestet. 

Das HS-Mimetikum M402 (Necuparanib) wurde von Momenta Pharmaceuticals aus 

unfraktioniertem Heparin entwickelt, wobei es derart modifiziert wurde, dass die 

antikoagulative Wirkung verloren ging. In vivo Studien mit B16F10 Melanomzellen in 

Mäusen belegten nach subkutaner Applikation von M402 eine Verringerung von Lun-

genmetastasen148. Seit März 2015 werden an metastasierendem Pankreaskarzinom 

erkrankte Patienten in Phase I und II Studien aufgenommen, in denen Paclitaxel und 

Gemcitabin in Kombination mit M402 zunächst auf ihre Sicherheit, Verträglichkeit und 

Wirksamkeit getestet werden (CliniclaTrials.gov Identifier: NCT01621243). 

SST0001 (Roneparstat) ist ein zu 100 % N-acetyliertes, hochmolekulares Heparin, das 

zu 25 % Glykolspaltungen unterzogen wurde und geringe antikoagulative Wirkung auf-

weist. Die Firma Sigma Tau Research Switzerland SA rekrutiert derzeit Patienten, die an 

einem multiplem Myelom erkrankt sind, für eine Phase I Studie, in der die ersten Verträg-

lichkeitstestungen mit eskalierenden Dosierungen durchgeführt werden. SST0001 wird 

subkutan appliziert und zeigte in der in vivo Testung mit Mäusen keine Reizung des App-

likationsortes im Gegensatz zu PG545. Durch die Inhibition der Heparanase konnte in 

vitro eine Reduktion der VEGF, MMP-9 und HGF Expression sowie eine Verringerung 

des SDC-1 Abbaus festgestellt werden149.  
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2.6 Heparine 

2.6.1 Erste medizinische Anwendungen 

Heparin wurde erstmals 1916 von William Henry Howell und Jay McLean aus der Leber 

eines Hundes isoliert und zeigte in in vitro Experimenten seine antikoagulative Wir-

kung150. Seit den späten 1920er Jahren wird es zur antithrombotischen Therapie ange-

wandt, wobei die steigende Patientenzahl einen erhöhten Bedarf an Heparin nach sich 

zog. Dieser wurde gedeckt durch die Aufreinigung des Heparins aus den Lebern, Lun-

gen und Innereien von Rindern und Schweinen151. Die ersten klinischen Studien starte-

ten in den 1930er Jahren, obwohl die Struktur des Heparins noch nicht aufgeklärt wor-

den war. Erst in den 1960er und 1970er Jahren führten diverse Studien zur Aufklärung 

der komplexen Struktur und ermöglichten die chemische Herstellung und Optimierung 

des Heparins152. Seit den 1980er Jahren haben weitere Heparine neben dem 

unfraktionierten Heparin (UFH) die Arzneimittelmarkt-Zulassung erhalten. So bietet die 

neuere Gruppe der niedermolekularen Heparine (LMWH) eine zusätzliche Therapieopti-

on, die im Gegensatz zu UFH eine stabile und vorhersagbare Pharmakokinetik aufweist, 

die Heparingabe von einer bis zu dreimal täglichen Applikation des UFH auf eine ein- 

oder zweimal tägliche subkutane Applikation reduziert und so die Wirksamkeit des Arz-

neimittels durch eine gesteigerte Compliance des Patienten erhöht. Nach wie vor gehö-

ren Heparine zur Standardtherapie im Zuge der Thromboseprophylaxe und dienen in 

diesem Sinne zur Vorbeugung von tiefen Venenthrombosen und Lungenembolien.  

2.6.2 Struktur des Heparins 

Im menschlichen Körper wird Heparin als endogenes Molekül ausschließlich von Mast-

zellen produziert und steht im Zusammenhang mit Allergien und Entzündungen153. Ge-

wonnen wird UFH für die Anwendung am Menschen aus der Mukosa des Schweine-

darms, wobei es chemisch ein Gemisch aus natürlichen GAG darstellt. Es sind mehrfach 

anionisch geladene Moleküle, die aus verschiedenen Aminozuckern aufgebaut sind, 

wobei diese stets aus der Grundstruktur eines Disaccharids aus D-Glukosamin und einer 

Uronsäure, entweder D-Glukuronsäure oder vornehmlich L-Iduronsäure, die zum Teil 

sulfatiert vorliegen, besteht (siehe Abb. 2.13).  
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Unfraktioniertes Heparin weist eine Molmasse von 6.000 bis 30.000 Dalton auf, was den 

uneinheitlichen Charakter des Heparins unterstreicht. Da das Zuckergemisch über den 

Gastrointestinaltrakt nicht an seinen Bestimmungsort, die Blutbahn, gelangen kann, 

müssen UFH und LMWH subkutan appliziert werden.  

 

Abb. 2.13 Struktur des unfraktionierten Heparins
154

  
(A) Das dreifach sulfatierte Disaccharid bestehend aus den Zuckern Iduronsäure und Glukosamin bildet die 
Hauptkomponente des Heparins. (B) Das Hexasaccharid beinhaltet das grau hinterlegte Pentasaccharid, 
das für die Bindung zu Antithrombin verantwortlich ist und die antikoagulative Wirkung vermittelt. Die mar-
kierten Sulfat-Reste sind essentiell für die hohe Bindungsaffinität zu Antithrombin. 

2.6.3 Antikoagulative Wirkung der Heparine 

Die Hämostase ist ein komplexer Prozess, der im Falle einer Verletzung des Blutgefäßes 

lokal begrenzt schnell eintreten muss. Dabei setzt sich die Hämostase aus einer zellulä-

ren und einer plasmatischen Komponente zusammen. Die erstere besteht aus der Rek-

rutierung von Thrombozyten zum Ort der Verletzung und der Verengung des Blutgefä-

ßes durch Beteiligung des Endothels und der glatten Muskelzellen. Dabei adhärieren die 

stimulierten Thrombozyten über das Integrin αIIbβ3 am Endothel des Blutgefäßes und 

stabilisieren sich durch Aggregation zum primären Thrombus155.  

Der zweite Schritt ist die sekundäre Hämostase bzw. die Aktivierung der Blutgerinnungs-

kaskade, die in der Stabilisierung des losen Thrombozytennetzes durch 

Fibrineinlagerungen gipfelt (siehe Abb. 2.14)156. Durch diese Verstärkung werden weiter-

hin Erythrozyten in den weißen Thrombozyten-Fibrin-Thrombus einbezogen und es bil-

det sich ein roter, stabilerer Thrombus.  

Die antikoagulative Wirkung des UFH beruht auf seiner Fähigkeit, Antithrombin (AT) zu 

binden und dessen Wirkung durch eine Konformationsänderung zu verstärken. AT ist ein 

Glykoprotein, das in der Leber gebildet wird und im Blutplasma vorliegt. Es entfaltet dort 
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seine hemmende Wirkung auf die Serinproteinasen Thrombin (IIa), die Faktoren Xa und 

IXa und in geringerem Maße auf die Faktoren XIa und XIIa der Gerinnungskaska-

de157,158. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass Heparin seine gerinnungshemmende 

Wirkung nur bei ausreichender Menge an AT entfalten kann. Die AT-bindende Kompo-

nente des Heparins ist in Abb. 2.13 (B) dargestellt. In Bezug auf die Gerinnung und den 

primären Thrombus bedeutet die Behandlung mit Heparin, dass eine Stabilisierung aus-

bleibt und die Anhäufung von Thrombozyten nach kurzer Zeit ihre Stabilität verliert und 

vom Blutstrom mitgerissen wird. Die Prophylaxe von Thrombosen durch Heparin besteht 

somit aus der ausbleibenden Verstärkung der Thrombozyten mit Fibrin. 

 

Abb. 2.14 Die sekundäre Hämostase 
Die Blutgerinnungskaskade besteht aus verschiedenen Faktoren, die sich gegenseitig über ihre 
Serinproteinase-Aktivität aktivieren. Sie mündet in der Umformung von Fibrinogen zu Fibrin, welches den 
bereits entstandenen Thrombus aus zusammengelagerten Thrombozyten verstärkt. Antithrombin (AT) fun-
giert in verschiedener Intensität als Inhibitor einzelner Faktoren und wird durch UFH in dieser Funktion un-
terstützt und seine Reaktionsfähigkeit beschleunigt. 

2.6.4 Niedermolekulare Heparine 

Nach Entdeckung des AT-bindenden Pentasaccharids in der Sequenz des UFH wurden 

LMWH mithilfe von Depolymerisationen des UFH hergestellt. Aufgrund ihrer reduzierten 

Molekulargröße von durchschnittlich unter 8.000 Da , wobei 60 % (m/m) ein Molgewicht 

von unter 8.000 Da aufweisen müssen, binden sie ebenso wie UFH an AT, aber unter-

stützen vornehmlich die Inhibition des Blutgerinnungsfaktors Xa und kaum die von 
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Thrombin159,160. Zu den LMWH gehören Certoparin (Mono-Embolex®), Enoxaparin 

(Clexane®), Nadroparin (Fraxiparin®) und Tinzaparin (innohep®), die sich in ihren Moleku-

largewichten und Eigenschaften voneinander unterscheiden (siehe Tabelle 2.2). Als Al-

ternative zu UFH haben die LMWH seit ihrer Arzneimittelzulassung einen festen Platz in 

der Prophylaxe von Thrombosen und ihr antimetastatisches Potential wird derzeit in ver-

schiedenen Studien untersucht (siehe 2.6.6. und Tabelle 2.2). 

2.6.5 Tinzaparin 

Tinzaparin zählt mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 6.500 Da zu den 

LMWH und wird durch enzymatische Depolymerisation von UFH mittels des bakteriellen 

Enzyms Heparinase gewonnen. Seine Wirkung vermittelt es wie andere Heparine über 

die Bindung zu AT und die daraus resultierende Beschleunigung der inhibitorischen Wir-

kung auf den Gerinnungsfaktor Xa und in geringerem Ausmaß auf Thrombin. Die Stan-

dardtherapie mit Tinzaparin (innohep®) besteht in einer einmal täglichen subkutanen 

Applikation von 175 Anti-Xa I.E./kg Körpergewicht für mindestens 6 Tage. 

Aufgrund seiner polyanionischen Struktur (siehe Abb. 2.15) bindet Tinzaparin diverse 

matrizelluläre Liganden wie Cyr61161, Wachstumsfaktoren wie VEGF162 sowie Zellober-

flächenstrukturen wie Selektine163 oder Integrine164. Die direkte Bindung an die Zellober-

fläche und dort an die Strukturen P- oder L-Selektin sowie an das Integrin VLA-4 blo-

ckiert weitere Interaktionen derselben mit anderen Bindungspartnern165. In diesem Zu-

sammenhang wurde die Metastasierung von Melanomtumorzellen in Mäusen durch 

Tinzaparin in Abhängigkeit von P- und L-Selektin sowie von VLA-4 signifikant reduziert 

und bestätigt den antimetastatischen Effekt der LMWH42.  

 

Abb. 2.15 Struktur des Tinzaparin-Natrium
166

 
n = 1 bis 25, R1 = H oder SO3Na, R2 = H, SO3Na oder COCH3, R3 = H und R4 = COONa oder R3 = COONa 
und R4 = H 
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2.6.6 Die Bedeutung von Heparin in malignen Tumorerkrankungen 

Bereits 1865 wurde von Armand Trousseau ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten 

einer Tumorerkrankung und Thrombosen beschrieben167,168. In der heutigen Therapie 

von Tumorerkrankungen erhalten Patienten deshalb oftmals als Komedikation Heparine, 

um Hyperkoagulation oder prothrombotische Begleiterscheinungen vorzubeugen169. Da-

bei wurde in retrospektiven Studien neben der antithrombotischen Aktivität von UFH eine 

antimetastatische Wirkung festgestellt, die sich jedoch in anderen Studien nicht bestätig-

te170,171. Dahingegen zeigten klinische Studien bei der Behandlung von Tumorpatienten 

mit LMWH ein signifikant verlängertes Überleben, das nach einer langen Follow-up Pha-

se beobachtet wurde, so dass ein antithrombotischer Effekt nicht der Grund für diese 

positive Auswirkung sein kann172–174. Das längere Überleben der Tumorpatienten wurde 

mit einem verminderten Auftreten von Metastasen verbunden, das in Metastasierungs-

experimenten in Mäusen nachgewiesen wurde und dessen Gründe in verschiedenen 

Befunden gesucht werden175,176. Erste Theorien über den antimetastatischen Effekt des 

Heparins rückten Oberflächenrezeptoren wie Integrine in den Vordergrund, die nach 

Bindung von Heparin blockiert würden und eine Anheftung der Tumorzelle im Gewebe 

hemmen sollen177. Untersuchungen identifizierten nicht nur Integrine als Bindungspart-

ner, sondern auch Selektine und das Enzym Heparanase176,178,179. Darüber hinaus wir-

ken LMWH auf unterschiedliche Tumorentitäten abweichend. Während ein Ansprechen 

auf LMWH bei Brustkrebszellen ausblieb180, zeigten Studien mit Melanomzellen oder 

kleinzelligem Lungenkarzinom eine Reduktion der Sterblichkeit181,182. Der genaue anti-

metastatische Wirkmechanismus der Heparine ist somit noch nicht vollständig aufgeklärt 

und bedarf weiterer Untersuchungen. Generell ist anzunehmen, dass der Effekt des He-

parins ein Zusammenspiel aus diversen Interaktionen ist und sich auf bestimmte Tumor-

entitäten begrenzt. 
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Tabelle 2.2 Übersicht der zugelassenen LMWH und ihr antimetastatisches Potential 
++ durch Studien am Menschen gesicherter Befund,  
+ durch in vitro und Tiermodell-Studien gesicherter Befund,  
- durch Studien am Menschen kein antimetastatischer Benefit durch LMWH-Behandlung,  
? noch keine Studien zum antimetastatischen Potential vorhanden. 

LMWH Handelsname 
durchschnittli-

ches Molekular-
gewicht

183
 

antimetastatisches 
Potential unabhängig von der anti-

thrombotischen Wirkung 

Bemiparin 
keine deutsche 

Arzneimittel-
Zulassung 

3.600 Da 
++ 

kleinzelliges Lungenkarzinom
184

 

Nadroparin 
Fraxiparin

®
, 

Fraxodil
®
 

4.300 Da 
(4.000 - 5.000 Da) 

++ 
fortgeschrittene oder metastasierende 

Tumorerkrankungen
173

 

Reviparin 
Clivarin

®
, 

Clivarodi
®
 

4.400 Da 
(3.150 - 5.150 Da) 

+ 
Pross et al.  

(Kolon-Adenokarzinom in Ratten)
185

 

Enoxaparin Clexane
®
 4.500 Da 

++ 
PROSPECT Studie

186,187
  

Pankreaskarzinom 
SYRINGES Studie

188
 

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom 
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00771563  

? 
laufende Studie kleinzelliges Lungen-

karzinom  
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00717938  

Parnaparin 
keine deutsche 

Arzneimittel-
Zulassung 

5.000 Da ? 

Certoparin 
Mono-

Embolex
®
 

5.400 Da 
(5.000 - 7.000 Da) 

- 
CERTIFY-Studie

189
 

- 
Brustkrebs

180
 

++ 
Unterleibskrebs

180
 

Dalteparin Fragmin
®
 

5.000 Da 
(5.600 - 6.400 Da) 

Review von Lazo-Langner et al.
190

 
++ 

kleinzelliges Lungenkarzinom
191

 
++ 

FAMOUS-Studie
172

: fortgeschrittene oder 
metastasierende Tumorerkrankungen der 
Brust, Lunge, Pankreas, Leber, Gebärmut-
ter, Eileiter, des Magen-Darm-Trakts oder 

Urogenitaltrakts 
- 

fortgeschrittene Tumorerkrankungen
192

 

Tinzaparin innohep
®
 

6.500 Da 
(5.500 - 7.500 Da) 

+ 
Kolonkarzinom, Melanomkrebszellen

42,163
 

? 
laufende Studie  

Tumorerkrankungen der Lunge  
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00475098 
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3 Ziel der Arbeit 

Die Prozesse der Adhäsion und Migration von Tumorzellen sind entscheidend für die 

hämatogene Metastasierung. Eine wichtige Rolle nehmen dabei die Integrine als Zell-

oberflächenrezeptoren ein, die während der Migration eine stabile Bindung und Reorga-

nisation der Zelle bewirken. Insbesondere die Wechselwirkung des Integrins VLA-4 mit 

seinem physiologischen Bindungspartner VCAM-1, der auf Endothelzellen exprimiert 

wird, unterstützt die Adhäsion und Transmigration von Melanomzellen. In dem komple-

xen Zusammenspiel von Tumorzelle und Umgebung beeinflusst darüber hinaus das En-

zym Heparanase die Wirkung von Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Zytokinen 

durch die Abspaltung von HS-Ketten von der Zelloberfläche und somit Freisetzung der 

Proteine aus ihrem Reservoir. Eine Erhöhung der Adhäsion beispielsweise über die 

Integrine und die Ausschüttung weiterer prometastatischen Proteine kann die weitere 

Folge sein. Inwiefern bereits eine Anlagerung der Proheparanase, die keine enzymati-

sche Aktivität aufweist, einen proadhäsiven Effekt auf die Zelle vermittelt, ist eine wichti-

ge Fragestellung für die Entwicklung antimetastatischer Therapieansätze. 

In dieser Arbeit soll die Auswirkung von exogener enzymatisch inaktiver Heparanase auf 

die Adhäsion von Melanomzellen unter besonderer Berücksichtigung der VLA-4/ 

VCAM-1-Wechselwirkung untersucht werden. Es wird die Bindungsaffinität von latenter 

Heparanase zu verschiedenen Zelloberflächenstrukturen mittels biosensorischer 

Methoden charakterisiert, um Zielstrukturen der latenten Heparanase zu identifizieren 

und ggf. zu blockieren. Desweiteren soll die Einflussnahme des HSPG SDC-4 auf 

Migration und Adhäsion und seine Bedeutung als Bindungspartner der latenten 

Heparanase evaluiert werden. 

Die latente Heparanase ist in Tumorentitäten erst in letzter Zeit Gegenstand von Unter-

suchungen. Dahingegen laufen bereits klinische Studien mit HS-Mimetika zur Blockade 

von enzymatisch aktiver Heparanase als vielversprechende antimetastatische Prophyla-

xe für Tumorpatienten. Die mögliche Inhibition der latenten Proform wurde in diesen 

Studien nicht untersucht. Diese Arbeit trägt zur Klärung der Wechselwirkungen von ver-

schiedenen Heparinen mit latenter Heparanase und zur Aufdeckung einer inhibitorischen 

Wirkung bei. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Verwendete Materialien 

4.1.1 Geräte 

Tabelle 4.1 Auflistung der verwendeten Geräte 

Geräte Hersteller 

Analysenwaage Sartorius Basic BA210S SartoriusAG, Göttingen, Deutschland 

Biosensor sam
®
5 Blue SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland 

Durchflusszytometer BD FACSCalibur
TM

 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Elektrophorese-Stromquelle Bio-Rad 
PowerPac 300 

Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Elektrophorese-Kammer Mini-Protean
®
  

Tetra Cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Gel- und Western Blot-
Dokumentationssystem ChemiDoc

TM
 XRS+ 

Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Hamilton-Spritze Gastight 1002 LTN, stumpf Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz 

Inkubator DH Autoflow CO2 Air-Jacketed  
Nu-5500 

NuAire Inc., Plymouth, MN, USA 

Kompaktschüttler KS-15B mit Combifix KS 
Aufsatz 

Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland 

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Nikon 
Eclipse Ti 

Nikon GmbH, Düsseldorf, Deutschland 

Kraftaufnehmer und Steuerung der Lang-
muir-Filmwaage 

Riegler & Kirstein GmbH, Potsdam, Deutschland 

Langmuir-Filmwaage 
Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg,  
Halle/Saale, Deutschland 

Mehrfachdispenser Multipette
®
 M4, 

1 µL - 10 mL 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Geräte Hersteller 

Mehrkanalpipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Mikroskopkamera AxioCam MRc Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Mr. Frosty
TM

 Cryo 1°C Freezing Container 
Thermo Scientific GmbH,  
Langenselbold, Deutschland 

Multiskan
®
 EX  

Thermo Scientific GmbH,  
Langenselbold, Deutschland 

pH-Meter SevenEasy
®
 Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland  

Pipette Finnpipette
® 

5000 µL 
Thermo Scientific GmbH,  
Langenselbold, Deutschland 

Pipetten Transferpette
®
 S 

10, 100 µL 
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Pipetten Eppendorf Research
®
 

2, 20, 100, 200 und 1000 µL 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhelfer accu-jet
® 

pro Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Pumpsystem Biochem-VacuuCenter  
BVC 21 NT 

Vacuubrand GmbH & Co. KG,  
Wertheim, Deutschland 

Reagiergefäß-Mischer, Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Schüttelinkubator Unimax
®
 1010 

Heidolph Instruments GmbH,  
Schwabach, Deutschland 

Sterilwerkbank Holten safe 2010 Model 1.5 Heto Holten A/S, Allerød, Dänemark 

Trockenschrank Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 102 H Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland 

UV/VIS Spektrometer Ultrospec 4000 
Amersham Biosciences Europe GmbH,  
Freiburg, Deutschland 

Vortexer MS2 Minishaker 
IKA

®
-Werke GmbH & Co. KG,  

Staufen, Deutschland 

Wasseraufbereitungsanlage Millipore Elix Millipore GmbH, Billerica, MA, USA 
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Geräte Hersteller 

Western Blot Einsatz Mini Trans-Blot
®
 Cell 

Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Zellkulturmikroskop Wilovert 30 Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Zellzähler CASY
®
 1 Model TT Cell Counter 

Schärfe System GmbH,  
Reutlingen, Deutschland 

Zentrifuge für Multiwell-Platten  
Allegra

TM
 25R Centrifuge 

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 

Zentrifuge MiniSpin
®
 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

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

4.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 4.2 Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

6, 24, 96-well-Platte, glasklar, CytoOne
®
 Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

96-well-Microplatte, V-Boden, glasklar 
Greiner Bio-One GmbH,  
Frickenhausen, Deutschland 

CASY
®
 cups 

Schärfe System GmbH,  
Reutlingen, Deutschland 

Deckgläser, eckig, 18x18 mm, Stärke 1 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,  
Lauda-Königshofen, Deutschland 

Deckgläser, rund, Ø 18 mm, Stärke 1 und 3 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,  
Lauda-Königshofen, Deutschland 

Einmalspritzen NORM-JECT
®
 10 mL 

Henke-Sass Wolf GmbH,  
Tuttlingen, Deutschland 

Kryokonservierungsgefäße Nunc Cryo  
Tubes

TM
 1 mL 

Nalge Nunc International,  
Hereford, Großbritannien 

Mehrfachdispenser Aufsätze 
1 mL, 2,5 mL und 5 mL 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Mini-PROTEAN
®
 TGX

TM
 Fertiggele 10 %,  

4-15 % 
Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Objektträger Menzel-Gläser 76 x 26 mm 
Thermo Fisher Scientific GmbH,  
Langenselbold, Deutschland 

Pasteurpipetten, Glas Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Pipettenspitzen, 10, 200, 1000 µL TipOne
®
 Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

PVDF-Membran, Roti PVDF T830 
Porengröße 0.45 µm 

Carl Roth GmbH & KG, Karlsruhe, Deutschland 

Reaktionsgefäß  
1 mL 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 

Serologische Auslaufpipetten, steril  
10 und 25 mL 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 

Sterilfilter, Celluloseacetat 0,2 µm Whatman GmbH, Dassel, Deutschland 

Zellkulturflaschen Cellstar
®
 mit Filter 

75 und 175 cm
2
 Bewachsungsfläche 

Greiner Bio-One GmbH,  
Frickenhausen, Deutschland 

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

Zentrifugenröhrchen, PP, steril 
15 und 50 mL 

Greiner Bio-One GmbH,  
Frickenhausen, Deutschland 

Quarz-Biosensoren, goldbeschichtet SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland 

4.1.3 Chemikalien 

Tabelle 4.3 Auflistung der verwendeten Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Aceton Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Ammoniaklösung (26 %) Riedel-de Haën, Seetze, Deutschland 

Ammoniumacetat 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 
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Chemikalien Hersteller 

Bacillol
®
 AF Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland 

Borsäure Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Bovines Serumalbumin,  
Fraktion V ≥ 96 % 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Calciumchlorid-Dihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

CASY
®
ton Lösung Schärfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland 

Cell Extraction Buffer FNN0011  Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Chloroform Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Clarity
TM

 ECL Western Blotting Substrate 
Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Cyanurchlorid ACROS Organics, Geel, Belgien 

D-(+)-Trehalose-dihydrat 
VWR BDH Prolabo International,  
Darmstadt, Deutschland 

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol, DAPI 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Dimethylsulfoxid, DMSO 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure-Lösung, 
EDTA, 0,02 % in PBS (m/V) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Essigsäure 
KMF Laborchemie Handels GmbH,  
Lohmar, Deutschland 

Ethanol 96 % (V/V) Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Ethanolamin 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimid 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

FACS clean BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS flow BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

FACS rinse BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
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Chemikalien Hersteller 

Fibronectin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 

Fluoromount
TM

  
wässriges Mounting-Medium 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Formaldehyd Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Fötales Kälberserum F7524,  
nicht inaktiviert 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Glycerol (wasserfrei) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Halt
TM

 Protease Inhibitor Cocktail,  
100x Konzentrat  

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Hexadecan-1-thiol Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 

Immersionsöl, fluoreszenzfrei AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Kaliumchlorid Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Kohlenstoffdioxid 
AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,  
Düsseldorf, Deutschland 

Lämmli-Puffer, 2x Konzentrat 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

Mangan(II)-chlorid-Dihydrat Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland 

6-Mercaptohexan-1-ol Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 

11-Mercaptoundecansäure 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Nährmedium RPMI 1640  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Natriumacetat-Lösung 3 mol/L, pH 5,2 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
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Chemikalien Hersteller 

Natriumazid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Natriumhydroxid Grüssing GmbH, Filsum, Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

N-Hydroxysuccinimid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 

Penicillin-Streptomycin-Lösung P0781, 
100x Konzentrat  
(Penicillin 10.000 I.E./mL,  
Streptomycin 10 mg/mL) 

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland 

Phenylmethansulfonylfluorid, PMSF 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

Pierce
TM

 BCA Protein Assay Kit Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Precision Plus Protein
TM

 WesternC
TM

 
Standard 

Bio-Rad Laboratories GmbH,  
München, Deutschland 

Puromycin-Dihydrochlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Salzsäure (1 mol/L) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, Deutschland 

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

Stickstoff Linde AG, Düsseldorf, Deutschland 

Tris-Base AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Triton
®
 X 100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Tween
®
 20 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Wasserstoffperoxid (30 %) Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 
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4.1.4 Testsubstanzen 

Tabelle 4.4 Auflistung der verwendeten Heparine 

Heparine Hersteller 

innohep® 20.000 Anti-Xa I.E./mL 
(Tinzaparin-Natrium) 

LEO Pharmaceutical Products Ltd. A/S, 
Ballerup, Dänemark 

Modifizierte Heparine mit  
2-O-Desulfatierung (2O-DS-H),  
56 % 6-O-Desulfatierung (6O-DS-H),  
100 % N-Acetylierung (NAc-H)  
und Glykol-Split-Oxidation (RO-H) 

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

Tabelle 4.5 Auflistung der verwendeten Enzyme 

Enzyme Hersteller 

latente Heparanase 
Dankenswerterweise zur Verfügung gestellt 
durch Prof. Israel Vlodavsky, Rappaport  
Institute, Haifa, Israel 

Chondroitinase ABC aus Proteus vulgaris 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 

Heparinase III (Heparitinase I) aus 
Flavobacterium heparinum 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 

Tabelle 4.6 Auflistung der rekombinanten Proteine 

Rekombinante Proteine Hersteller 

KKDC-Peptid 
(KKFKNSTYSRSK(Biotin)SVDC) 

United peptide, Herndon, VA, USA 

Integrin αƲβ5 (His-tag) 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

Integrin α4β1 (His-tag) 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

Syndekan-4 (His-tag) 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
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Rekombinante Proteine Hersteller 

VCAM-1 (Fc-Chimera, His-tag) 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

4.1.5 Lipide 

Tabelle 4.7 Auflistung der verwendeten Lipide  

Lipide Hersteller 

DOGS NTA (Ni
2+

) 
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-phosphocholin 

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA 

4.1.6 Antikörper 

Tabelle 4.8 Auflistung der verwendeten primären und sekundären Antikörper 

Primäre Antikörper Hersteller 

Proteome Profiler
TM

 Human Phospho-Kinase Array 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit α1 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit α4 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit α5 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit αƲ 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit β1 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humane Integrin-Untereinheit β3 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
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Primäre Antikörper Hersteller 

anti-humanes Syndekan-1,  
Fluorescein-konjugiert 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humanes Syndekan-4 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-humanes p-PKCα 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

anti-humanes p-PKCδ 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

anti-humanes PKCα 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

anti-humanes PKCδ 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

anti-humanes Vinculin 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

anti-β-Actin 
SantaCruz Biotechnology Inc.,  
Santa Cruz, CA, USA 

 

Sekundäre Antikörper Hersteller 

anti-Maus IgG (F(ab‘)2),  
CFS-konjugiert 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-His-tag,  
Alexa Fluor

®
 488-konjugiert 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-Schaf IgG (H+L),  
NorthernLights

TM
 493 (NL493)-konjugiert 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-Ziege IgG (H+L),  
NorthernLights

TM
 493 (NL493)-konjugiert 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-Ziege (H+L), HRP-konjugiert 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-Maus (H+L), HRP-konjugiert 
Calbiochem

®
 Merck KgaA,  

Darmstadt, Deutschland 
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4.1.7 Puffer und Lösungen 

Tabelle 4.9 Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Lösungen 

Ammoniumacetat-Lösung (2 mol/L)  

Ammoniumacetat 154 mg 

demineralisiertes Wasser ad 1,0 mL 

  

Antikörper-Lösung, HRP-konjugiert (1:20.000)  

HRP-konjugierter Antikörper 5,0 µL 

Magermilchpulver 5,0 g 

TBS-T-Lösung ad 100,0 mL 

  

Antikörper-Lösung, primär  

primärer Antikörper nach Bedarf 

Natriumazid 0,10 g 

BSA 5 g 

TBS-T-Lösung ad 100,0 mL 

  

Blocking-Lösung  

Magermilchpulver 5,0 g 

TBS-T-Lösung ad 100,0 mL 

  

Boratpuffer (pH 8,8)  

Borsäure 618 mg 

demineralisiertes Wasser ad 100,0 mL 

pH-Wert Einstellung mit 1 mol/L Natriumhydroxid  

  

Ca
2+

/Mg
2+

-Stammlösung (0,5 mol/L)  

Calciumchlorid-Dihydrat 0,735 g 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat 1,017 g 

demineralisiertes Wasser ad 10,0 mL 

  

Cyanurchlorid-Lösung (1 g/L)  

Cyanurchlorid 25 mg 

Chloroform  25 mL 
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EDC-Lösung (0,4 mol/L)  

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 15 mg 

Phosphatpuffer nach Sörensen (pH 7,4) ad 200 µL 

  

Elektrophorese-Puffer  

Glycin 14,4 g 

Tris-Base 3,0 g 

SDS 1,0 g 

demineralisiertes Wasser ad 1.000 mL 

  

Ethanolamin-Lösung (2 mol/L, pH 8,5)  

Ethanolamin 122 mg 

demineralisiertes Wasser ad 1,0 mL 

  

Hungermedium MV3 aSDC-4kd  

Penicillin-Streptomycin-Stammlösung, 100x Konzentrat  5 mL 

Puromycin-Dihydrochlorid in destilliertem Wasser (5 µg/µL) 277,75 µL 

RPMI 1640 500 mL 

Endkonzentration Puromycin-Dihydrochlorid 2,75 µg/mL  

 

Hungermedium MV3 Wt  

Penicillin-Streptomycin-Stammlösung, 100x Konzentrat  5 mL 

RPMI 1640 500 mL 

 

Lysepuffer 

PMSF-Stammlösung  34 µL 

Halt
TM

 Protease Inhibitor Cocktail (100x) 500 µL 

Cell Extraction Buffer 10,0 mL 

 

Medium zum Einfrieren von Zellen 

DMSO 1 mL 

FKS ad 10 mL 

  

Mn
2+

-Stammlösung (0,1 mol/L)  

Mangan(II)-chlorid-Dihydrat 1,62 g 

demineralisiertes Wasser ad 100 mL 
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Nährmedium MV3 aSDC-4kd  

Penicillin-Streptomycin-Stammlösung, 100x Konzentrat  5,5 mL 

FKS 50 mL 

Puromycin-Dihydrochlorid in destilliertem Wasser (5 µg/µL) 305,25 µL 

RPMI 1640 500 mL 

Endkonzentration Puromycin-Dihydrochlorid 2,75 µg/mL 

 

Nährmedium MV3 Wt  

Penicillin-Streptomycin-Stammlösung, 100x Konzentrat  5,5 mL 

FKS 50 mL 

RPMI 1640 500 mL 

 

NHS-Lösung (0,1 mol/L)  

N-Hydroxysuccinimid 11,5 mg 

Phosphatpuffer nach Sörensen (pH 7,4) ad 1.000 µL 

 

Posphatgepufferte Salzlösung, 20x Konzentrat 

Kaliumchlorid 2,0 g 

Kaliumdihydrogenphosphat 2,0 g 

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 12,6 g 

Natriumchlorid 80,0 g 

demineralisiertes Wasser ad 500,0 mL 

  

Phosphatgepufferte Salzlösung, gebrauchsfertig (pH 7,4) 

Phosphatgepufferte Salzlösung, 20x Konzentrat 25,0 mL 

demineralisiertes Wasser ad 500,0 mL 

pH-Wert-Einstellung mit Salzsäure (1 mol/L) und Natronlauge (1 mol/L) 

  

Phosphatpuffer nach Sörensen (pH 7,4)  

Lösung A  

Kaliumdihydrogenphosphat 0,908 g 

demineralisiertes Wasser 100 mL 

Lösung B  

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,188 g 

demineralisiertes Wasser 100 mL 

Fertigstellung  

Lösung A 18,2 mL 

Lösung B ad 100 mL 
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PMSF-Stammlösung (0,3 mol/L) 

PMSF 250 mg 

DMSO 4,783 mL 

  

Rekonstitutionspuffer der Heparinase III 

Tris-Base 121,14 mg 20 mmol/L 

BSA 5 mg 0,1 mg/mL 

Calciumchlorid-Dihydrat 29,4 mg 4 mmol/L 

demineralisiertes Wasser ad 50,0 mL  

  

TBS-Lösung, 10x Konzentrat  

Natriumchlorid 40,0 g 

Tris-Base 6,06 g 

demineralisiertes Wasser ad 500,0 mL 

  

TBS-Lösung, gebrauchsfertig (pH 7,3)   

TBS-Lösung 10x 100 mL 

demineralisiertes Wasser ad 1.000 mL 

pH-Wert-Einstellung mit Salzsäure (1 mol/L)  

  

TBS-T-Lösung  

TBS-Lösung 80 mL 

Tween
®
 20 1,6 mL 

demineralisiertes Wasser ad 1.000 mL 

  

Transfer-Puffer (pH 8,2 - 8,4)  

Glycin 14,4 g 

Tris-Base 3,0 g 

demineralisiertes Wasser ad 1.000 mL 

  

Waschpuffer für Durchflusszytometrieproben  

BSA 0,5 g 

Phosphatgepufferte Salzlösung, gebrauchsfertig ad 100 mL 
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4.1.8 Software 

Durchfluss-, Migrations- und Adhäsionsexperimente wurden aufgenommen mit 

CellQuestTM Pro Version 5.2.1, BDTM Plate Manager Version 1.0.1 (BD Biosciences, Hei-

delberg, Deutschland), NIS Elements (Nikon Instruments Inc., Kawasaki, Japan) und 

Imagoquant MultiTrack-AVI-2 (Mediquant GmbH, Lützen, Deutschland). Die weiterfüh-

rende Analyse wurde mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA) und WinMDI 2.8 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) durchgeführt. 

Die Durchführung und Auswertung der Bindungsexperimente mittels Biosensor sam®5 

Blue erfolgten mit den Programmen SequenceMaster®, SensMaster® und FitMaster® 

(SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland). Die Diagramme der biosensorischen 

Messungen wurden in dieser Arbeit mit OriginTM 8G (OriginLab Corp., Northampton, MA, 

USA) dargestellt. 

Die Dokumentation und Auswertung der Western Blot und Proteome ProfilerTM Array 

Ergebnisse wurden mit der Software Image LabTM von Bio-Rad Laboratories GmbH 

(München, Deutschland) realisiert. 

Zur Erstellung von Grafiken und Schaubildern wurden Microsoft PowerPoint 2007 und 

Microsoft Visio 2010 für Windows (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) verwen-

det. 

Die vorliegende Dissertationsschrift wurde mit Microsoft Word 2007 für Windows (Micro-

soft Corporation, Redmond, WA, USA) und Zotero (Roy Rosenzweig Center for History 

and New Media, Fairfax, VA, USA) verfasst. 

4.1.9 Statistik 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal identisch durchgeführt und die Mittelwerte 

mit der zugehörigen Standardabweichung angegeben. Die experimentell erworbenen 

Stichproben wurden verglichen und die Unterschiede mithilfe des ungepaarten Student t-

Tests auf ihre Signifikanz getestet. Die Signifikanzen wurden nach folgender Einteilung 

gekennzeichnet: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
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4.2 Zellkultur 

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden unter einer sterilen Laminar Air Flow-

Werkbank durchgeführt, um Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu vermeiden. 

Durch regelmäßige Säuberungen der Arbeitsflächen mit 70 % (V/V) Isopropanol wurde 

die Sterilität sichergestellt. Jegliche Gegenstände, die für Arbeiten unter der sterilen 

Werkbank benötigt wurden, wurden vorab autoklaviert oder mit Desinfektionsmittel wie 

Bacillol® AF behandelt. 

4.2.1 Kulturpflege  

Die Haltbarkeit der Medien, Puffer und Lösungen wurde generell verlängert durch Auf-

bewahrung bei 2 bis 8°C und Erwärmung auf Raumtemperatur unmittelbar vor der Ver-

wendung. In Wachstumsphasen wurden die Zellen in einem Inkubator bei 37°C und 5 % 

CO2 Luftgehalt gelagert.  

4.2.1.1 MV3 Zellen 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Zellexperimente wurden mit der stark metastasierenden 

Melanom-Zelllinie MV3 durchgeführt. Diese Zelllinie stammt aus einer Lymphknotenme-

tastase eines 76-jährigen Mannes, der an einem amelanotischen Melanom erkrankt war, 

und wurde von van Muijen etabliert193. Nach Entnahme der Metastase wurden kleine 

Teile derselben Nacktmäusen unter die Haut transplantiert und nach drei Passagen als 

MV3 Zelllinie isoliert. Diese Zellen zeigten nach einer i.v. Gabe in Mäusen eine hohe 

Lungenmetastasierungsrate (95 %). Darüber hinaus fiel die Wahl auf diese Zelllinie, da 

sie auf der Zelloberfläche das Integrin VLA-4 und das HSPG SDC-4 in hohem Maße 

exprimiert. Kultiviert wurden MV3 Zellen in RPMI 1640 mit 10 % (V/V) FKS-Zusatz.  

4.2.1.2 MV3 aSDC-4kd Zellen 

Dr. Patrick Schmitz erstellte in seiner Doktorandenzeit mittels shRNA Transfektion eine 

Version der MV3 Zellen, die eine verminderte Proteinexpression von SDC-4 aufweist. 

Diese Zellen wurden in den Experimenten dieser Dissertation verwendet und werden im 
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Folgenden als MV3 aSDC-4kd Zellen bezeichnet. Die Herstellung dieser veränderten 

Zelllinie sei hier nur kurz erwähnt. Das Plasmid mit dem shRNA-kodierenden Vektor 

wurde lipidbasiert in die MV3 Zellen geschleust (Plasmide von Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim; Lipofektion mit Fugene® 6 von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). 

Dort wird es fortlaufend transkribiert, wodurch in diesen Zellen dauerhaft die siRNA vor-

liegt, die eine entsprechende Ziel-mRNA erkennt, in diesem Fall SDC-4. In der Zelle bil-

den siRNA und mRNA einen Komplex, der durch Endonucleasen abgebaut wird. Somit 

wird die Expression des SDC-4 auf Proteinebene stillgelegt. Außer der shRNA-Sequenz 

beinhaltet der eingeschleuste Vektor u.a. eine Resistenz gegen das Antibiotikum 

Puromycin, die es ermöglicht, die erfolgreich transfizierten Zellen zu selektieren. Im Fol-

genden werden die nicht-transfizierten Zellen als Wildtyp (Wt) bezeichnet. Um einen 

generellen Einfluss der gewählten Transfizierungsmethode auf die Zellen und ihre Prote-

inexpression auszuschließen, wurde in einem Kontrollversuch ein Plasmid mit 

ungerichteter shRNA-Sequenz auf gleichem Weg in die Zellen geschleust (aNT). Das 

Nährmedium der aSDC-4kd und aNT Zellen wird zusätzlich mit der ermittelten Konzent-

ration von 2,75 µg/mL Puromycin-Dihydrochlorid versetzt. Bei dieser Konzentration ster-

ben Wt Zellen ab, während aSDC-4kd und aNT Zellen dank der Transfektion des 

Plasmids überleben können. 

Die Charakterisierung der Zellen bezüglich ihrer Zelloberflächenexpression wird im Fol-

genden beschrieben. Darüber hinaus wurden die MV3 Wt und aSDC-4kd Zellen im La-

bor von Prof. Vlodavsky auf ihre endogene Heparanase Aktivität und die Aufnahme von 

exogener Heparanase untersucht. 

4.2.2 Subkultivierung 

MV3 Zellen sind adhärente Zellen, die bei zunehmender Konfluenz oder vor der Ver-

wendung in einem Experiment abgelöst und in geringerer Konzentration in einer neuen 

Zellkulturflasche ausgesät werden müssen, um den Fortbestand der Kultur zu gewähr-

leisten. Dazu wurde der Zellrasen am Boden der Zellkulturflasche zunächst mit 5 mL 

sterilem PBS gewaschen, damit nicht-adhärente oder tote Zellen von der vitalen Kultur 

abgetrennt wurden. Anschließend wurden bis zu 5 mL 0,02 % (m/V) EDTA in sterilem 

PBS zugeführt. Nach einer etwa fünf-minütigen Inkubationszeit bei 37°C wurden die Zel-

len durch Schwenken der Zellkulturflasche vom Boden abgelöst. Weiteres Nährmedium 

wurde zugesetzt, um die Zellen quantitativ zu erfassen und sie in ein 

Zentrifugenröhrchen zu überführen. Nach vier-minütiger Zentrifugation bei 1680 rpm und 
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4°C hatte sich ein Pellet aus lebenden Zellen am Boden des konischen Röhrchens ge-

bildet, so dass das überstehende Gemisch aus EDTA und Nährmedium durch Absaugen 

entfernt werden konnte. Die Zellen wurden in einem adäquaten Nährmedium-Volumen 

aufgenommen und entweder für Versuche verwendet oder zur weiteren Kultivierung im 

Inkubator gelagert. Bei jedem Vorgang der Subkultivierung wurden die Zellen mit einer 

höheren Passage versehen, um das Alter der in Kultur befindlichen Zellen abschätzen 

zu können und um die Vergleichbarkeit der Experimente durch Verwendung von gleich-

passagierten Zellen zu gewährleisten. 

4.2.3 Kryokonservierung der Zellen und Revitalisierung 

Eine längerfristige Lagerung von MV3 Zellen wurde ermöglicht durch Ablösung der ad-

härenten Zellen und anschließender Suspension in FKS mit einem 10 % Zusatz an 

DMSO, der das Auskristallisieren von Wasser in der Zelle verhindert. Nach Aliquotierung 

der Zellsuspension in Kryokonservierungsgefäße (2×106 Zellen in 1 mL) werden diese 

bei einer Temperatursenkung von 1°C pro Minute langsam und gleichmäßig im Tiefkühl-

schrank bei -80°C eingefroren. Nach 12 Stunden wurden die Zellen in einen Stickstoff-

tank (-196°C) überführt. Dort können sie über längere Zeit ohne Vitalitätsverlust gelagert 

werden.  

Bei erforderlicher Revitalisierung der Zellen wurde ein Kryokonservierungsgefäß dem 

Stickstofftank entnommen, zeitnah aufgetaut und zur Verdünnung des DMSO, das bei 

Raumtemperatur toxisch auf die Zellen wirkt, 5 mL Nährmedium zugesetzt. Die Zellsus-

pension wurde zentrifugiert (1680 rpm, 4°C, 5 min) und die überstehende Lösung ent-

fernt. Nach Wiederaufnahme der Zellen in 15 oder 25 mL entsprechendem Zellmedium 

wurden sie in eine Zellkulturflasche mit 75 oder 175 cm2 großer Wachstumsfläche über-

führt. Bis zur folgenden Ablösung verblieben die Zellen zum Wachstum und zur Teilung 

im Inkubator. 

4.2.4 Zellzahlbestimmung 

Für viele Versuche war eine definierte Anzahl an vitalen Zellen entscheidend, daher 

wurden die Zellen mithilfe des CASY® 1 Model TT quantifiziert. Dazu wurden sie nach 

dem Ablösen in CASY®ton Lösung in einer Verdünnung von 1:500 aufgenommen und 

vermessen. Die Zellen werden dabei durch eine Pore angesaugt und angelegte Elektro-

den bestimmen die Leitfähigkeit, die bei vitalen Zellen mit intakter Zellmembran kaum 
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vorhanden ist. Tote Zellen mit defekter Zellwand leiten den Strom hingegen gut. Diese 

Methode wird als Stromausschlussverfahren bezeichnet. In die Auswertung wurden alle 

Zellen einbezogen, deren Größe zwischen 9 und 40 µm lag. Die kleineren Partikel stel-

len tote Zellen oder Zellreste und die größeren Zellagglomerate dar. In beiden Fällen 

sind dies Zellreste, die nicht berücksichtigt werden sollen. Mit dieser Methode konnte 

zuverlässig die Zellgrößenverteilung und Zellanzahl bestimmt werden. 

4.3 Zellmigration 

Der Einfluss von latenter Heparanase auf MV3 Zellen wurde u.a. durch die Messung der 

Zellmigration auf Fibronektin bestimmt. Fibronektin vermittelt in vivo die Adhäsion der 

Zellen an die extrazelluläre Matrix über verschiedene Integrine und bietet somit die opti-

male Aussagekraft, ob latente Heparanase die Integrin-vermittelte Migration beeinflusst. 

Dazu wurde jede Vertiefung einer 24-well-Platte mit 200 µL einer 10 µg/mL konzentrier-

ten Fibronektin-PBS-Lösung für mindestens zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die über-

stehende Flüssigkeit wurde daraufhin entfernt und ein Waschschritt mit PBS durchge-

führt. Bis zur Verwendung der beschichteten Platte wurde diese bei 2 bis 8°C gelagert 

und zur Vermeidung der Austrocknung mit 200 µL PBS pro well befüllt. Während sich die 

Fibronektinvernetzung bildete, wurden die Zellen, wie unter 4.2.2 beschrieben, vorberei-

tet und in der Konzentration von 1,25×105 pro 200 µL Nährmedium aufgenommen und in 

die Vertiefungen der vorbereiteten Platte pipettiert. Die Zellen konnten über Nacht an-

wachsen und bildeten eine konfluente Zellschicht ohne größere, unbewachsene Stellen. 

Um die Migration messen zu können, wurde mit einer Pipettenspitze ein etwa 500 µm 

breiter Spalt von Zellen befreit, ohne die darunterliegende Fibronektinbeschichtung zu 

beschädigen. Nachdem die abgelösten Zellen durch Mediumwechsel entfernt wurden, 

wurde die Platte unter Inkubationsbedingungen in das Mikroskop überführt. Alle 60 Minu-

ten wurden über acht Stunden Standbilder der Zellen um den Scratch aufgenommen und 

die zellfreie Fläche anschließend auf jedem Bild vermessen. Die größte Fläche zu Be-

ginn der Messungen wurde für Auswertungen auf 100 % normiert und jede weitere auf 

diese bezogen. Dadurch wurde die Vergleichbarkeit der Messungen gewährleistet.
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4.4 Zelladhäsion unter physiologischen Flussbedingungen 

Die Bindung von VLA-4-exprimierenden MV3 Zellen an immobilisierte VCAM-1-Moleküle 

wurde unter Flussbedingungen getestet, die vergleichbar mit den physiologischen Ge-

gebenheiten in einer postkapillaren Venole sind. Diese Experimente lassen eine Aussa-

ge über die Integrin-vermittelte Adhäsion von Melanomzellen an das Endothel in vivo zu.  

Die verwendete Apparatur wurde bereits in früheren Publikationen165 und Dissertatio-

nen194–196 detailliert vorgestellt und wird daher in dieser Arbeit nicht genauer beschrie-

ben. An dieser Stelle seien jedoch wichtige Messparameter und abweichende Ansätze 

vermerkt.  

4.4.1 Reinigung und Vorbereitung der Deckgläser 

Zur VCAM-1 Immobilisierung auf Deckgläsern mussten diese zunächst gereinigt und 

präpariert werden. Etwa 30 runde Glasplättchen mit einem Durchmesser von 18 mm und 

einer Dicke von 0,13 - 0,16 mm wurden in einer Mischung aus 15 mL Wasserstoffperoxid 

(30 %) und 35 mL konzentrierter Schwefelsäure (98 %) für 30 Minuten bei 80°C im Ult-

raschallbad behandelt. Die Lösung wurde anschließend entfernt und zehn Waschschritte 

mit demineralisiertem Wasser folgten. Eine weitere Behandlung im Ultraschallbad für 30 

Minuten bei 80°C in einer Lösung von 50 mL demineralisiertem Wasser, 10 mL Wasser-

stoffperoxid (30 %) und 10 mL Ammoniaklösung (26 %) schloss sich an. Die Flüssigkeit 

wurde anschließend abgegossen und die Plättchen wiederum zehnmal mit deminerali-

siertem Wasser gespült. So wurde sichergestellt, dass alle Silanolgruppen des Glases in 

reduzierter Form vorliegen. Zur schnelleren Trocknung wurden die Plättchen mit einer 

Pinzette vereinzelt und bei 60°C im Trockenschrank getrocknet. Nachdem die Deckglä-

ser vollständig getrocknet waren, wurde an die Silanolgruppen der Glasoberfläche  

Cyanurchlorid gebunden. Dieses dient in einem späteren Schritt als Linker zur VCAM-1-

Fc-Chimäre. In etwa 25 mL wasserfreiem Chloroform wurde Cyanurchlorid in der Kon-

zentration 1 mg/mL gelöst und zu den Deckgläsern gegeben. Nach 30 Minuten im Ultra-

schallbad bei Raumtemperatur wurde die Cyanurchlorid-Lösung entfernt und zum Spü-

len 25 mL wasserfreies Chloroform ergänzt. Dieser Ansatz wurde noch 20 Minuten im 

Ultraschallbad belassen, bevor die Glasplättchen im Trockenschrank (60°C) getrocknet 

wurden. Trocken gelagert konnten die präparierten Deckgläser für drei Monate verwen-

det werden. 
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4.4.2 Kovalente Bindung von rekombinantem VCAM-1 an die Oberfläche von 

präparierten Deckgläsern 

Zur kovalenten Bindung von VCAM-1 wurde ein vorbereitetes Deckglas in die Vertiefung 

einer 6-well-Platte überführt und mit einer Lösung von 10 µL VCAM-1-Fc-Chimäre  

(0,02 µg/µL), 5 µL BSA-Lösung (4 % (m/V)) und 65 µL Boratpuffer (pH 8,8) für 12 Stun-

den bei 4°C inkubiert. Die überschüssige Lösung mit ungebundenen Molekülen wurde 

kurz vor der Verwendung mit PBS abgespült. Über die Cyanurchlorid-Bindung wurde so 

eine Proteinschicht bestehend aus VCAM-1-Proteinen kovalent an die Oberfläche des 

Deckglases gebunden. Das Deckglas konnte derart präpariert in die Apparatur eingebaut 

werden. Dies musste nach Entfernen der Proteinlösung zügig erfolgen, um die Austrock-

nung des Plättchens und somit die Zerstörung der Proteinschicht zu verhindern. 

4.4.3 Bestimmung der Zelladhäsion unter physiologischen Flussbedingungen 

Runde Deckgläser mit einem Durchmesser von 18 mm und einer Stärke von etwa  

0,3 mm wurden wie unter 4.4.1 und 4.4.2 beschrieben über eine Cyanurchlorid-Bindung 

mit einer humanen, rekombinanten VCAM-1-Fc-Chimäre beschichtet. Nachdem das 

Deckglas in der Durchflusskammer eingebaut worden war, wurde diese im Mikroskop 

Axiovert 200 fixiert. Durch die Befüllung eines höher gelagerten Fließmittelvorratgefäßes 

wurde ein hydrostatischer Druck erzeugt, der in der Kammer eine Scherrate G von 200/s 

einstellte, wie sie in postkapillaren Venolen vorliegt. Mit 0,02 % EDTA (m/V in PBS) ab-

gelöste Zellen wurden in den Flüssigkeitsfluss der Apparatur eingeschleust und zur Ad-

häsion über das beschichtete Glasplättchen geleitet. Der Fluss wurde gestoppt und die 

Zellen konnten für fünf Minuten über VLA-4 an die VCAM-1-Moleküle adhärieren. Unmit-

telbar vor Ende der Inkubationszeit wurde eine Videoaufnahme eines repräsentativen 

Ausschnittes des Deckglases gestartet und der Pufferfluss wieder aktiviert. Mithilfe des 

Videos wurde die Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt „Null“, d.h. vor Aktivierung des Puffer-

flusses und sekundenweise bis vier Sekunden nach Aktivierung des Flussstroms aufge-

nommen. Als Kontrolle wurde die Adhäsion von unbehandelten MV3 Wildtypzellen ohne 

Stimulierung und nach Aktivierung der Integrine mit Mn2+-Ionen (1 und 5 mmol/L) ver-

messen und mit der von MV3 Zellen mit verminderter SDC-4-Expression verglichen. Au-

ßerdem wurde der Effekt von latenter Heparanase auf die zwei Zelltypen in Abhängigkeit 

von der Einwirkzeit und der Konzentration untersucht.  
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4.5 Konfokale-Laserscanning-Mikroskopie 

Die Aktivierung von Integrinen durch latente Heparanase wurde zum einen gemessen an 

der erhöhten Bindung des VLA-4 an seinen physiologischen Partner VCAM-1 und zum 

anderen an der Konzentrierung von Integrinen in Clustern an der Zelloberfläche. Die 

Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht, Strukturen in der Zelle mittels Antikörperbindung zu 

markieren und einen an den Antikörper gebundenen Fluorophor nach Anregung durch 

einen Laser mit bestimmter Wellenlänge zur Emission von längerwelligem Licht zu sti-

mulieren. In dieser Arbeit wurde Vinculin in den MV3 Zellen kenntlich gemacht und die 

Veränderung der Vinculinspots nach Zusatz von latenter Heparanase untersucht. 

4.5.1 Detektion von Vinculin in fokalen Adhäsionsclustern 

MV3 Zellen wurden mit EDTA-Lösung abgelöst und 2,5×105 Zellen pro präpariertem 

Plättchen (siehe Kap. 4.4.2) in 2 mL Nährmedium ausgesät. Zum Anwachsen wurden 

die Zellen für 24 Stunden im Inkubator gelagert. Falls indiziert wurden die Zellen für 10 

Minuten mit latenter Heparanase (2 µg/mL), KKDC-Peptid (50 µmol/L) oder Mn2+-Ionen 

(1 mmol/L) versetzt. Anschließend wurden die Plättchen zweimal vorsichtig in PBS ge-

taucht, um ungebundene Zellen abzulösen und die Zusätze zu entfernen. Zur Fixierung 

der Zellen wurde eine 6-well-Platte mit je 2 mL 3,7%iger Formaldehyd-Lösung (V/V) pro 

Vertiefung befüllt und ein Deckglas pro Well mit den Zellen nach oben für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur eingelegt. Danach wurden drei Waschschritte mit PBS für fünf Minuten 

durchgeführt. Mit 2 mL 0,05%iger Triton® X 100-Lösung (V/V) wurden die Zellen auf den 

Plättchen permeabilisiert, damit der Antikörper durch die Zellmembran das intrazelluläre 

Vinculin erreichen kann. Nach zehn Minuten wurden die Plättchen mit der Zellseite nach 

unten in einen Tropfen von 40 µL BSA-Lösung (1 %, m/V) gelegt und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in einer Kammer mit hoher Luftfeuchtigkeit zum Schutz vor Verduns-

tung der Lösung gelagert. Nach Absättigung unspezifischer Bindungen durch die BSA-

Lösung wurden die Zellen auf den Deckgläsern mit der entsprechenden primären Anti-

körper-BSA-Lösung versetzt. Dafür wurden je 20 µL der Lösung auf ein Stück Parafilm 

pipettiert und die Plättchen wie im vorherigen Schritt in den Tropfen gelegt. Um die Ver-

dunstung der Antikörper-Lösung zu vermeiden, wurde auch dieser Ansatz in eine Kam-

mer mit hoher Luftfeuchtigkeit überführt und für eine Stunde unter Lichtschutz bei Raum-

temperatur inkubiert. Überschüssige Lösung wurde durch dreimaliges Waschen für je 

fünf Minuten in einer 0,05%igen Tween® 20/PBS-Lösung (V/V) entfernt. Die Bindung des 
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sekundären Antikörpers erfolgte analog und wurde ebenfalls für eine Stunde unter Licht-

schutz durchgeführt. Nach drei Waschschritten mit Tween® 20-Lösung wurden die fixier-

ten Zellen mit einer DAPI-Lösung angefärbt, die den Zellkern der Zelle bei Anregung 

blau fluoreszieren lässt, da sie an die Adenin-Thymin-reichen Regionen in der Zelle bin-

det. Hiernach wurden die Deckgläser zuerst zweimal für 5 Minuten mit PBS und ab-

schließend mit demineralisiertem Wasser gewaschen. Objektträger wurden vorbereitet, 

indem zwei Tropfen FluoromontTM aufgetragen wurden und die Deckgläser mit der Zell-

seite nach unten in dieser Flüssigkeit fixiert wurden. So wird eine optimale Fluoreszenz 

und Haltbarkeit der Proben sichergestellt. Die Proben wurden für 24 Stunden getrocknet 

und anschließend die Ränder mit klarem Nagellack luftdicht verschlossen. Die Fluores-

zenzaufnahmen wurden am Konfokalmikroskop Nikon Eclipse Ti durchgeführt und zur 

repräsentativen Auswertung wurden die Flächen der Zellen ausgemessen und die 

Vinculinspots pro Zelle ausgezählt. Die Anzahl der Spots wurde durch die jeweilige Zell-

fläche geteilt, so dass die Ergebnisse zuerst in der Einheit Spots pro µm2 bestimmt wur-

den. Je Versuch wurden die Werte für MV3 Wt Zellen in der Einheit Vinculinspots/µm2 

auf 100 % normiert und die restlichen Ergebnisse auf diesen Wert bezogen. 

4.6 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit auf zweierlei Weise genutzt: zum einen 

als klassische Antigen-Antikörper-Reaktion und zum anderen zur Bestimmung der Bin-

dungsaffinität des physiologischen Bindungspaares VLA-4 und VCAM-1. Das Prinzip der 

Durchflusszytometrie beruht auf der Vermessung der Größe und Granularität einzelner 

Zellen. Darüber hinaus kann mit einer vorhergehenden Behandlung der Zellen mit fluo-

reszenzmarkierten Antikörpern die Expression der Zielstruktur bestimmt werden. Hierzu 

werden die Zellen in einer Trägerflüssigkeit hintereinander durch einen Lichtstrahl defi-

nierter Wellenlänge geleitet. Durch Lichtbrechung des Laserstrahls je nach durchlaufen-

der Zelle detektieren Forward und Sideward Scatter Dioden (FSC und SSC) zum einen 

die Größe und zum anderen die Granularität jeder Zelle. Über Spiegel, die nur bestimm-

te Wellenlängen passieren lassen, kann die spezifische emittierte Fluoreszenz gemes-

sen werden. So ist es möglich jede Zelle auf ihre Vitalität und Expression der Zielstruktur 

zu untersuchen. Neben den Zellen, die mit primären und sekundären Antikörpern ver-

setzt wurden, wurden bei jedem Experiment außerdem die Eigenfluoreszenz der Zellen 

und die unspezifische Bindung des primären und sekundären Antikörpers detektiert, um 

eine Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden. Da die eingesetzten primären Antikörper 

keine veränderte Fluoreszenz im Gegensatz zu unbehandelten Zellen zeigten, wurden 
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nur die Werte der unspezifischen Bindung des sekundären Antikörpers von den Mess-

werten subtrahiert. 

4.6.1 Bestimmung der Expression von Integrinen auf MV3 Zellen 

Das Nährmedium der Zellen wurde 24 Stunden vor der Vermessung gegen MV3 Hun-

germedium ausgetauscht, damit etwaige Effekte des FKS ausgeschlossen werden konn-

ten. Die Zellen wurden am nächsten Tag wie zur Subkultivierung behandelt (siehe Kap. 

4.2.2) und die Zellzahl bestimmt (siehe Kap. 4.2.4). Anschließend wurden die Zellen in  

1 mL Waschpuffer resuspendiert, bei 500 rpm und 10°C für 5 Minuten zentrifugiert und 

der Puffer abgesaugt, so dass das Zellpellet am Boden des Reagiergefäßes verblieb. Ab 

diesem Punkt wurden die Zellen falls erforderlich nur noch mit den oben angegebenen 

Zentrifugationseinstellungen behandelt. Der Waschvorgang wurde noch ein weiteres Mal 

wiederholt. Am Ende des zweiten Waschschrittes wurden je 1×105 Zellen in 90 µL auf-

genommen. Die Zellen wurden untersucht hinsichtlich ihrer Expression von Integrin 

Untereinheiten α1, α4, α5, αƲ, β1 und β3. Dazu wurden je 0,25 µg (α1, α4, αƲ, β1 und 

β3) bzw. 1 µg (α5) primärer Antikörper nach Herstellerangaben zu je 1×105 Zellen gege-

ben und für 60 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die 

Zellen zentrifugiert, die überstehende Lösung mit ungebundenem Antikörper entfernt, 

einmal in 1 mL Waschpuffer gewaschen und zur Wiederaufnahme der Zellen 90 µL 

Waschpuffer zugeführt. Zu jedem Ansatz wurde entweder der sekundäre Antikörper anti-

Maus in einer Endverdünnung von 1:20 (α4, α5, αƲ, β1 und β3) oder anti-Schaf in einer 

Endverdünnung von 1:100 (α1) zugegeben und für weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. 

Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 200 µL resuspendiert und am 

Durchflusszytometer vermessen. Die an die Antikörper konjugierten Fluoreszenzfarbstof-

fe CFS oder NL493 wurden durch den Argonlaser des Durchflusszytometers bei 488 nm 

angeregt und das emittierte Licht von der Fluoreszenzdiode 1 (530 nm) detektiert. 

4.6.2 Bestimmung der Expression von Syndekan-1 und 4 auf MV3 Zellen 

Ähnlich wie bei der Bestimmung des Integrinstatus wurde die Expression der Syndekane 

mittels Antikörpern bestimmt. Dazu wurden die Zellen zunächst behandelt wie in Kap. 

4.6.1 beschrieben. Nach dem Waschen der Zellen wurden sie aliquotiert zu je 5×105 

Zellen in 90 µL Waschpuffer. Je 1,25 µg SDC-4 Antikörper wurde zu drei Ansätzen pro 

Zelltyp pipettiert und für 45 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Nach zwei Wasch-
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schritten wurden die Zellen in je 90 µL aufgenommen, mit einer Endkonzentration von 

1:200 mit anti-Ziege Antikörpern versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur unter 

Lichtschutz inkubiert. Zwei weitere Waschschritte folgten, bevor die Zellen in 250 µL 

resuspendiert und am Durchflusszytometer vermessen wurden.  

Der mit dem Fluoreszenzfarbstoff direkt gekoppelte Antikörper für SDC-1 wurde eben-

falls zu 5×105 Zellen in 90 µL Waschpuffer gegeben und für 45 Minuten bei 2 bis 8°C 

lichtgeschützt inkubiert. Nach zwei Waschschritten konnten die Zellen direkt am 

Durchflusszytometer vermessen werden. 

4.6.3 Bestimmung der VCAM-1-Bindung zu dem Integrin VLA-4 auf  

MV3 Zellen 

Die Zellen wurden wie unter 4.2.2 beschrieben abgelöst und in einem definierten Volu-

men MV3 Hungermedium aufgenommen. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen mit 

2, 5 oder 10 µg/mL latenter Heparanase und/oder 50 µg Heparinen/100.000 Zellen so-

wie mit 50 µmol/L KKDC-Peptid für verschiedene Inkubationszeiten (5, 10, 15, 30 oder 

60 Minuten) versetzt und während dieser Zeit im Inkubator bei 37°C gelagert. Durch eine 

schonende Zentrifugation bei 10°C und 500 rpm für fünf Minuten konnte das überste-

hende Medium mit dem nicht gebundenen Anteil an latenter Heparanase, KKDC-Peptid 

oder Heparinen entfernt werden. Das Zellpellet wurde danach zweimal gewaschen. Da-

zu wurde es in Waschpuffer resuspendiert und bei gleichbleibenden Bedingungen zentri-

fugiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Zellen zu je 1×105 pro 30 µL in 

Reagiergefäße aliquotiert. Drei Gefäße mit demselben Ansatz wurden anschließend mit 

je 10 µL rekombinantem VCAM-1 (0,04 g/L) für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach zwei 

weiteren Waschschritten wurde ein gegen die sechs Histidin-Reste (His-tag) des rekom-

binanten Proteins gerichteter sekundärer Antikörper zugegeben und für 30 Minuten auf 

Eis gelagert. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Proben weitestgehend unter Lichtaus-

schluss behandelt. Zur durchflusszytometrischen Vermessung wurden die Zellen zwei-

mal mit Waschpuffer gewaschen und im letzten Schritt in 250 µL Waschpuffer aufge-

nommen. 
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4.7 Bestimmung von Bindungsaffinitäten mittels Surface Acoustic 

Wave Technologie 

Die Affinitäten zwischen latenter Heparanase und verschiedenen potentiellen Bindungs-

partnern wurden mittels der Surface Acoustic Wave Technologie bestimmt. Sie beruht 

auf der Detektion kleinster Masseunterschiede durch Phasen- und Amplitudenverände-

rung einer induzierten akustischen Oberflächenwelle. Um diese bestimmen zu können, 

sind piezoelektrische Biosensoren in diesem Fall aus Quarz notwendig, die mit einem 

der Bindungspartner beschichtet und mit dem anderen Partner in flüssiger Phase über-

spült werden. Wenn es zu einem Bindungsereignis kommt, kann dieses über die Masse-

auflagerung umgehend detektiert werden. Die resultierenden kinetischen Daten werden 

durch Formeln ermittelt, die den Verlauf der Phasenveränderungen während der Mes-

sung möglichst genau beschreiben. Da die Quarzsensoren für die Immobilisierung der 

Proteine verschieden behandelt wurden, wird dies in den folgenden Kapiteln genauer 

erläutert.  

Generell sind die verwendeten Quarzsensoren mit einer dünnen Goldschicht beschichtet 

und werden in fünf Kanäle unterteilt, die nacheinander von der Analyt enthaltenden Puf-

ferlösung überspült werden. Neben den mobilen Sensoren aus Quarz besteht der sam®5 

aus der Mikroflusszelle, die mit ihren elektronischen Kontakten über die aufgedampfte 

Goldschicht eine Oberflächenwelle in der ersten Führungsschicht des Siliciumdioxids 

erzeugen kann. Darüber hinaus gibt sie den Fluss der Pufferlösung über die beschichte-

ten Oberflächen vor und wird von einem Peltier-Element umgeben, das sicherstellt, dass 

die Temperatur auf ±0,001 K genau eingehalten wird. Der konstante Fluss der verwen-

deten Flüssigkeit wird durch ein Pumpsystem aufrecht erhalten, das das angeschlosse-

ne Laufmedium erst in ein Zwischenreservoir pumpt, um Luftblasen in der Messkammer 

zu vermeiden. Ein weiteres Pumpsystem durchspült eine Nadel, die aus einem 

Autosampler die flüssigen Proben aufzieht und sie zur Vermessung in den ersten 

Flüssigkeitskreislauf einströmen lässt. Nachdem ein Quarz luftblasenfrei eingebaut und 

der Pufferfluss auf die Flussgeschwindigkeit von 40 µL/min eingestellt wurde, muss die 

für den jeweiligen Quarz ideale Wechselstromspannung ermittelt werden, bei der eine 

Masseauflagerung am sensitivsten detektiert werden kann. Dafür werden Spektren der 

Phasen- und Amplitudenverschiebung zwischen der Startfrequenz 144 MHz und der 

Stoppfrequenz 152 MHz aufgenommen. Diese Spektren zeigen das Frequenzoptimum 

und die Qualität des Sensorchips an, z.B. ob die Goldoberfläche durch unsachgemäßen 

Umgang oder fehlerhafte Reinigung beschädigt wurde. 
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Abb. 4.1 Spektren der Phasen- und Amplitudenverschiebung während der Frequenzabtastung
197

  
Bei der optimalen Frequenz ist die höchste Amplitudenverschiebung zu erkennen (A). Bedingt durch den 
Wechselstrom entsteht ein sinusförmiger Verlauf. Für die Messung werden zwei Frequenzen vermessen, 
zum einen die ermittelte Optimalfrequenz und zum anderen die Frequenz, die eine Phasendifferenz von 
180° zur Optimalfrequenz aufweist. Diese Zwei-Frequenzen-Messmethodik garantiert die störungsfreiesten 
Aufzeichnungen. 

Sofern der Quarzsensor unbeschädigt ist und die Spektren wie in Abb. 4.1 einen gleich-

mäßigen Verlauf aufweisen, wird mit der ermittelten Frequenz die Messung gestartet. 

Während des Experimentes beträgt die Flussgeschwindigkeit weiterhin 40 µL/min, um 

die ermittelten Ergebnisse im Anschluss vergleichen zu können.  

4.7.1 Immobilisierung von Proteinen auf Quarzsensoren mittels EDC/NHS 

Zur Bindung der Proteine auf der Goldschicht des Quarzsensors wurden zwei unter-

schiedliche Verfahrensweisen genutzt. Die Immobilisierungen von latenter Heparanase 

und rekombinantem VCAM-1 wurden über Amidbindungen der Proteine zur Quarzober-

fläche durchgeführt.  

4.7.1.1 Vorbehandlung des Quarzsensors 

Die gereinigten Sensoren wurden in 10 mL einer 1 mol/L 11-Mercaptoundecansäure-

Lösung in absolutem Ethanol über Nacht gelagert. In dieser Zeit bildete sich über die 

Bindung der Thiol-Gruppen an der Goldmembran ein self assembled monolayer (SAM) 
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aus 11-Mercaptoundecansäure-Molekülen. Ungebundene Moleküle wurden mit absolu-

tem Ethanol abgespült und die Oberfläche des Quarzes im Luftstrom getrocknet. Die 

derart aktivierten Quarze wurden bis zur Verwendung bzw. maximal drei Tage bei 2 bis 

8°C gelagert.  

 

 

Abb. 4.2 Prinzip der Bildung des SAM von 11-Mercaptoundecansäure auf der goldbeschichteten Oberfläche 
des Quarzsensors 

4.7.1.2 Immobilisierung des Proteins 

Vor der eigentlichen Messung wurde der trockene Sensorchip in die Flusskammer des 

sam®5 eingebaut und die Kanäle luftblasenfrei mit demineralisiertem Wasser befüllt. An-

schließend wurde die Flussrate auf die Geschwindigkeit von 40 µL/min eingestellt und 

die Aufnahme der Phasen- und Amplitudenveränderungen der Love-Scherwelle gestar-

tet. Nach Äquilibrierung des Sensors durch Abspülen der ungebundenen Moleküle stabi-

lisierten sich Phase und Amplitude und der Sensor war bereit für die Applikation der ein-

zelnen Reagenzien zur Proteinimmobilisierung. Zwischen den Injektionen wurde die 

Oberfläche des Quarzes jeweils für fünf Minuten mit demineralisiertem Wasser gespült. 

Die erste Injektion enthielt eine 1:1 Mischung von insgesamt 120 µL EDC- und NHS-

Lösung zur Aktivierung der Säurefunktion. Das zu immobilisierende Protein, z. B. latente 

Heparanase, wurde als nächstes über die Quarzoberfläche geleitet, wobei eine deutliche 

Erhöhung der Phase durch die Masseauflagerung detektiert wurde. Nach Beendigung 

der Injektion kehrte der Graph nicht auf das vorherige, niedrige Phasenniveau zurück, 

sondern verblieb auf dem erhöhten Phasenniveau, da das Protein weiterhin fest gebun-

den an der Quarzoberfläche vorlag. In diesem Schritt bildete die aktivierte Säurefunktion 

mit den Amingruppen des Proteins stabile Amidverbindungen aus. Dadurch wurde das 

Protein kovalent auf der Goldschicht gebunden. Um eine unspezifische Bindung des 
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Analyten durch potentiell noch ungebundene, reaktive Carboxylatgruppen zu vermeiden, 

wurden 120 µL einer 1:1 Mischung von Ethanolamin und Ammoniumacetat-Lösung ap-

pliziert, die die übrigen Säurefunktionen absättigten. Die bei dieser Immobilisierung ab-

laufenden chemischen Reaktionen sind in Abb. 4.4 erläutert. Die Immobilisierung ist in 

Abb. 4.3 als Graph der Phasenverschiebung nachzuvollziehen.  

 

Abb. 4.3 Phasendiagramm der Immobilisierung eines Proteins mit EDC/NHS  
Die vertikalen Pfeile kennzeichnen den Beginn der Injektion der angegebenen Lösungen zur Immobilisierung 
und die horizontalen Striche geben die Dauer der Injektion an. Die eckigen Graphverläufe während der Injek-
tionen von EDC/NHS und Ethanolamin werden verursacht durch Viskositätsunterschiede. Eine konstante 
Masseauflagerung ist bei der Injektion des Proteins zu erkennen, so dass eine Erhöhung des Phasenni-
veaus die Folge ist.  

Für diese Immobilisierung musste die injizierte Proteinmenge bei jedem untersuchten 

Protein individuell angepasst werden. Die in der Tabelle 4.10 angegebenen Mengen und 

Konzentrationen wurden für die Proteine latente Heparanase und VCAM-1 als Fc-

Chimäre ermittelt und verwendet. 

Tabelle 4.10 Immobilisierungsdaten von Proteinen auf Quarzsensoren mittels EDC/NHS 

Protein immobilisierte Menge 

latente Heparanase 5 µg in 160 µL Sörensen-Phosphatpuffer (pH 8,5) 

VCAM-1, Fc-Chimera  2,5 µg in 160 µL Sörensen-Phosphatpuffer (pH 8,5) 
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Abb. 4.4 Immobilisierung von Proteinen mit EDC/NHS 
EDC bindet an das SAM über die Carbonsäurefunktion der 11-Mercaptoundecansäure und bildet einen 
instabilen O-Acylisoharnstoffester (1a). Dieser Ester reagiert entweder mit NHS zu einem Amin-reaktiven 
Ester (1b) und nach Zugabe des Proteins zu einer stabilen Amidbindung (2), oder geht direkt mit einer freien 
Aminfunktion des Proteins eine Amidbindung ein. Da die Reaktionen in einer wässrigen Umgebung stattfin-
den, kann es auch zu einer Hydrolyse und Wiederherstellung der Carbonsäurefunktion kommen. Um wäh-
rend der Zugabe des Analyten unspezifische Bindungen über die Carbonsäure oder den reaktiven O-
Acylisoharnstoffester zu vermeiden, werden diese Verbindungen in einer weiteren Injektion mit Ethanolamin 
in eine inaktive Verbindung überführt (3).   
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Die hier verwendete Methodik gewährleistet eine zuverlässige Immobilisierung des Pro-

teins auf der Goldoberfläche des Sensors, aber eine Aussage über räumliche Ausrich-

tung des Moleküls kann nicht getroffen werden. Mit der im folgenden Kapitel vorgestell-

ten Methodik wurde es ermöglicht, die Orientierung des Moleküls auf der Goldmembran 

zu beeinflussen. 

4.7.2 Immobilisierung von Proteinen auf Quarzsensoren mittels Chelator 

4.7.2.1 Vorbehandlung des Quarzsensors 

Die gereinigten Quarze wurden in einer 1 mmol/L Hexadecan-1-thiol Chloroformlösung 

über Nacht eingelegt, so dass sich durch Bindung der Thiol-Gruppen an die Goldmolekü-

le eine SAM ausbilden konnte (Abb. 4.5).  

 

Abb. 4.5 Prinzip der Bildung des SAM von Hexadecan-1-thiol auf der goldbeschichteten Oberfläche des 
Quarzsensors 

Die Quarze wurden anschließend mit Ethanol abgespült und im Druckluftstrom getrock-

net. Zur Generierung einer weiteren Lipidschicht an die SAM wurde über die Langmuir-

Blodgett-Technik eine zweite Membran erzeugt. Hierzu wurde eine Filmwaage verwen-

det, deren Wasserreservoir vor der Befüllung mit Ethanol gereinigt wurde, um etwaige 

Rückstände von Lipiden zu entfernen. Nach einem weiteren Waschschritt mit Wasser 

wurde es mit demineralisiertem Wasser gefüllt und mit etwa 10 µL einer bestimmten 

Lipidmischung überschichtet. In dieser Arbeit wurde eine Mischung aus 80 mol% DPPC  

(3 µL; 10 mmol/L) und 20 mol% des Lipid-Nickelchelators DOGS-NTA (7,5 µL; 1 mmol/L) 

verwendet. Die Lipide lagen in Chloroform gelöst vor, daher wurde nach der Applikation 

auf der Wasseroberfläche 10 Minuten gewartet, um die Verdunstung des Chloroforms 
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und die Orientierung der lipophilen Kohlenwasserstoffketten zur Luft und der hydrophilen 

Gruppen zur Wasserphase zu gewährleisten (Abb. 4.6). Diese Ausrichtung der Lipide 

nach ihrer Polarität ist ein wichtiger Vorgang, der vor einer Weiterführung der Beschich-

tung beendet sein muss.  

 

Abb. 4.6 Schema der Langmuir-Blodgett-Immobilisierung einer Membran auf einem goldbeschichteten 
Quarzsensor  
Nach Applikation des Lipidgemisches aus DPPC (80 mol%) und DOGS-NTA (20 mol%) auf der Wasserober-
fläche orientieren sich die hydrophoben Strukturen der Moleküle zur Luft und die hydrophilen zum Wasser. 
Der beschichtete Quarzsensor wird an einer Aufhängung unmittelbar über der Wasseroberfläche installiert 
und langsam durch die Lipidschicht geführt. 

In vorherigen Experimenten wurde der Kollapsdruck der Lipidmischung bestimmt, d.h. 

der Druck, bis zu dem die Lipide auf der Wasseroberfläche verdichtet werden können, 

bevor der Lipidfilm bricht. Für die Beschichtung der Quarze müssen die Lipide sehr dicht 

auf der Wasseroberfläche vorliegen, nur dann ist eine gleichmäßige und ausreichende 

Beschichtung gewährleistet. Der Druck wird an der Filmwaage über einen frei hängen-

den Kraftaufnehmer detektiert. Der gemessene Kollapsdruck der DPPC/DOGS-NTA-

Lipidmischung betrug etwa 60 mN/m. Um das Brechen des Lipidfilmes in jedem Fall zu 
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vermeiden, wurde der für die Beschichtung angewandte Kompressionsdruck bei  

54,1 mN/m festgelegt. Dadurch wurde eine optimale Verdichtung des Lipidfilmes für die 

Beschichtung gewährleistet. Eine Barriere erzeugte anschließend den gewünschten 

Druck durch langsames Komprimieren des Lipidfilms mit einer Geschwindigkeit von 350 

µm/s. Sobald dieser erreicht wurde, wurde ein vorbehandelter Quarz an einem Lift instal-

liert und langsam durch die Lipidschicht in das Wasser getaucht (Abb. 4.7). Während 

des Absenkens banden die lipophilen Kohlenwasserstoffketten des Hexadecan-1-thiol-

SAM auf dem Quarzsensor über hydrophobe Wechselwirkungen an die DPPC und 

DOGS-NTA-Moleküle auf der Oberfläche des Wasserfilms. Nachdem der Quarz voll-

ständig benetzt war, wurde die Halterung gelöst und der Quarz fiel unter Wasser in ein 

Behältnis, mit dem er später entnommen werden konnte. Der Lipidfilm auf der Wasser-

oberfläche wurde mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Barriere zurückgefah-

ren, so dass sich die Lipide wieder an der Wasseroberfläche ausrichten konnten. Nach 

einer weiteren Kompression wurde der restliche Lipidfilm entfernt und erst dann die 

Kammer mit dem beschichteten Quarz entnommen, um unspezifische Bindungen der 

Lipide an die entstandene Lipiddoppelschicht zu verhindern.  

 

Abb. 4.7 Beschichtung des hydrophobisierten Quarzsensors mittels Langmuir-Blodgett-Technik  
Der Quarzsensor wird über der Lipidschicht fixiert (1) und langsam durch den Lipidfilm geführt (2). Über 
hydrophobe Wechselwirkungen bildet sich eine definierte Lipiddoppelschicht auf dem Sensorchip (3). 
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Zur Verwendung des Quarzes am sam®5 muss ein trockener Einbau des Sensors ge-

währleistet sein. Nach der Behandlung des Sensors an der Filmwaage liegt die erzeugte 

Doppelmembran noch hydratisiert vor und kann bei Kontakt mit Luft beschädigt werden. 

Um dem zu entgehen, wurde die Membran mithilfe des Zuckers Trehalose stabilisiert. 

Durchgeführt wurde dies wie folgt: Die Auffangkammer mit dem Quarz war von der vor-

herigen Behandlung noch mit Wasser gefüllt. Das Wasser wurde entfernt und bevor die 

Oberfläche der Membran austrocknen konnte, wurde eine 1,667 µmol/L Trehalose-

Lösung zugegeben. Für 15 Minuten verblieb der Quarz in etwa 10 mL Trehalose-

Lösung, bevor er aus der Kammer entnommen und bei Raumtemperatur getrocknet 

wurde.  

4.7.2.2 Immobilisierung des Proteins 

Der Sensor wurde in die Messeinheit des sam®5 eingebaut und die Flussgeschwindigkeit 

auf 40 µL Puffer pro Minute eingestellt. Die Lipide wurden rehydratisiert und die 

Trehalose ausgewaschen. Nach dieser Äquilibrierung wurde die Flussgeschwindigkeit 

auf 20 µL/min reduziert und das entsprechende rekombinante Protein mit His-tag wie in 

Tabelle 4.11 angegeben injiziert. Die verlangsamte Flussgeschwindigkeit sollte viele 

Bindungen zwischen den Lipid-Nickelchelatoren der Membran und der His-tag Funktion 

der Proteinmoleküle ermöglichen. In Abb. 4.8 ist das Phasendiagramm der Immobilisie-

rung dargestellt. Nach abgeschlossener Injektion des Proteins wurde der Pufferfluss auf  

40 µL/min erhöht und die Verdünnungsreihe injiziert. 

Tabelle 4.11 Immobilisierungsdaten von Proteinen auf Quarzsensoren mittels Chelator 

Protein immobilisierte Menge Immobilisierungspuffer 

Syndekan-4 2,5 µg in 160 µL PBS 

Integrin α4β1 2 µg in 160 µL PBS mit 1 mmol/L Ca
2+

 und Mg
2+

, 0,5 mmol/L Mn
2+

 

Integrin αƲβ5 2 µg in 160 µL PBS mit 1 mmol/L Ca
2+

 und Mg
2+

, 0,5 mmol/L Mn
2+
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Abb. 4.8 Graph der Phasenverschiebung während der Immobilisierung eines Proteins durch Chelatierung 
der His-tag-Einheit 
Direkt nach Einbau des Quarzsensors wurde eine längere Auswaschphase der Trehalose durchgeführt, 
bevor die erste Injektion stattfand. Der Pfeil kennzeichnet den Beginn der Proteininjektion, bei der eine Mas-
sebindung und -auflagerung stattfand. 

4.7.3 Vermessung von Verdünnungsreihen 

Sobald die Injektionen der Proteinimmobilisierung nach einer der vorab vorgestellten 

Methoden vollständig erfolgt waren, wurde die Geschwindigkeit des Pufferflusses auf 40 

µL/min erhöht und eine Injektionspause von mindestens fünf Minuten angeschlossen. 

Diese ermöglicht die Ablösung nicht fest gebundener Moleküle und verhindert mögliche 

Messverfälschungen. Anschließend wurden Verdünnungsreihen des Analyten mit stei-

gender Konzentration über den proteinbeschichteten Quarzsensor geleitet. Zwischen 

den einzelnen Injektionen wurde eine Wartezeit von mindestens fünf Minuten eingefügt, 

um eine ausreichende Auswaschphase für nur schwach gebundene Moleküle zu ge-

währleisten. Die Flussgeschwindigkeit von 40 µL/min wurde im Verlauf der Experimente 

für die gesamte Messzeit beibehalten.  

Die Phasenanstiege jeder Injektion wurden mit der Software FitMaster® analysiert. Dazu 

wurde der Graph der Phasenunterschiede 100 Sekunden vor einer Injektion und 400 

Sekunden nach der entsprechenden Injektion zugeschnitten und mit diesen Ausschnitten 

weiterverfahren (siehe Abb. 4.9). Der Graphverlauf jeder Injektion wurde möglichst ge-

nau durch eine Assoziations- und Dissoziationskurve nachempfunden, die mit einer zu-

grundeliegenden Formel für eine 1:1 Bindung generiert wurden. 
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 Assoziation, t ≤ tstop: A t   Ae ×  1 - e(-kobs × t)  

 Dissoziation, t > tstop:  A t   A(tstop) × e
 -kdiss ×  t - tstop   

Je nach Notwendigkeit konnten diese Formeln erweitert werden, um Puffereinflüsse oder 

Effekte bereits gebundener Analytmasse aus vorherigen Injektionen auszugleichen. Eine 

derartige Anpassung zeigt graphisch die Abb. 4.9.  

 

 

 

Abb. 4.9 Graphen der Phasenverschiebung während der Injektionen von ansteigenden Heparanase-
Konzentrationen  
Die Graphen der Injektionen wurden übereinander gelegt und zugeschnitten (links). Jede Konzentration wird 
dabei in einer anderen Farbe dargestellt. Der Graphverlauf wird durch Kurven, die durch Formeln mit einem 
zugrunde liegendem 1:1 Bindungsmodell bestimmt werden, möglichst genau nachempfunden (rechts). 

Über das Modell „Konzentration gegen kobs-Werte“ wurden die kobs-Werte mit der Asso-

ziationsformel zum jeweiligen Zeitpunkt τ bestimmt und gegen die jeweilige Konzentrati-

on der Injektionslösung aufgetragen (c: Konzentration).  

 Assoziation, t = τ  A τ   Ae  ×  1 - e(-kobs × τ)  

Mit den unten angegebenen Formeln wurden die Parameter kon, koff und KD für die Bin-

dung ermittelt und mit anderen Ansätzen verglichen werden. Somit ist kon als Steigung 

und koff als y-Achsenabschnitt abzulesen. 

kobs   kon × c   koff 

KD    koff kon  
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Abb. 4.10 Auswertung und Bestimmung der Bindungsparameter kon, koff und KD 
Die Parameter werden über die angegebenen Formeln aus den ermittelten kobs-Werte und Konzentration 
bestimmt. 

4.7.4 Reinigung der sam®5 Quarzsensoren 

Die Quarzsensoren wurden mehrfach in Experimenten verwendet. Um die Goldoberflä-

che auf die nächste Beschichtung vorzubereiten, musste die Protein-Lipidschicht entfernt 

werden. Dies wurde mit der stark oxidierenden, instabilen Peroxomonoschwefelsäure 

durchgeführt. Vor jeder Reinigung musste diese aus konzentrierter Schwefelsäure und 

30%iger Wasserstoffperoxid-Lösung im Volumenverhältnis 3:1 frisch hergestellt werden.  

H2S 4  H2 2   H2S 5  H2  

Die starke Hitzeentwicklung wurde mithilfe eines kalten Wasserbades abgeschwächt, 

damit die Lösung zeitnah verwendet werden konnte. Nachdem die Lösung Raumtempe-

ratur erreicht hatte, wurden die zu reinigenden Quarze mit 2 - 3 mL Peroxomono-

schwefelsäure auf der Goldseite benetzt. Dabei werden die Thiolbindungen zur Gold-

oberfläche abgebrochen, sodass die gebundenen Lipide entfernt werden können. Genau 

zwei Minuten wurden die Quarze in der Oxidationssäure belassen, bevor sie zügig in 

demineralisiertem Wasser abgewaschen wurden. Ein weiterer Waschschritt mit demine-

ralisiertem Wasser wurde durchgeführt und der Quarz im Luftstrom getrocknet. Diese 

Schritte wurden wiederholt und nach der zweiten Wasserreinigung wurden die Quarze 

zusätzlich in Aceton und direkt im Anschluss in Ethanol geschwenkt, um die Lipide abzu-
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lösen. Die dritte Wiederholung wurde wie beim ersten Mal durchgeführt und die Quarze 

zusätzlich mit Ethanol gespült. Nach einer gründlichen Trocknung der Quarze im Luft-

strom wurden die gereinigten Sensoren bis zu ihrer Verwendung im Kühlschrank gela-

gert.
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4.8 Proteinanalytik 

4.8.1 Herstellung von Zelllysaten 

Zur Messung der Expression oder Aktivität bzw. Phosphorylierung eines Proteins muss-

ten zunächst die äußeren Zellmembranen der MV3 Zellen aufgelöst werden und Lysate 

angefertigt werden. Dazu konnten sich die Zellen bis zu einer Konfluenz von 80 % in 

einer Zellkulturflasche vermehren, bevor sie wie zur Subkultivierung mit EDTA-Lösung 

abgelöst wurden. Vor der Aufnahme der Zellen im Lysepuffer wurden die Zellen mit kal-

tem Phosphatpuffer gespült. Für herkömmliche Western Blots wurden zehn Millionen 

Zellen in 1 mL Lysepuffer von Invitrogen aufgenommen, der einen Zusatz an PMSF und 

einem Proteaseinhibitor-Cocktail enthielt. Für 30 Minuten wurden die Zellen auf 4°C 

temperiert und bei 800 U/min geschüttelt, um alle Zellmembranen aufzulösen. Nach ei-

ner weiteren Durchmischung wurden die festen Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 

4°C und 13.000 U/min für 10 Minuten abgetrennt. Die klare, überstehende Lösung wurde 

in Reagiergefäße aufgeteilt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Ein weiteres 

Aus- und Einfrieren wurde durch die Aliquotierung vermieden. 

4.8.2 Bestimmung des Proteingehaltes in Lysaten 

Entscheidend für die Vergleichbarkeit von Proteinexpressionen in verschiedenen Zellan-

sätzen ist die Auftragung gleicher Proteinmengen. Hierzu musste nach der Lyse zu-

nächst der Gehalt der Proteine in den Zelllösungen bestimmt werden. Mittels der Biuret-

Reaktion wurden Kupfer-(II)-Ionen in einer alkalischen Lösung durch Peptidbindungen zu 

Kupfer-(I)-Ionen reduziert und bildeten mit BCA einen rot-violettfarbenen Komplex, der 

proportional zu den vorhandenen Proteinen in der Lösung war und der bei 570 nm quan-

tifiziert wurde. Ein nach 4.8.1 hergestelltes Zelllysat-Aliquot wurde zu diesem Zweck 

1:20, 1:50 und 1:100 verdünnt. Zur korrekten Einordnung wurden Proteinstandards mit 

bovinem Serumalbumin erstellt, die einen Konzentrationsbereich von 0 bis 400 µg/mL 

abdeckten. Desweiteren wurden drei Qualitätskontrollen vermessen (150, 250 und 350 

µg/mL), anhand derer die Genauigkeit der aus der Farbintensität der Proteinstandards 

errechneten Kalibriergerade überprüft wurde. Alle Ansätze wurden zu 40 µL in 

Reagiergefäße überführt und mit 20 µL Natronlauge (1 mol/L) versetzt. Nach Durchmi-

schung und Zentrifugation wurden die Lösungen 30 Minuten bei Raumtemperatur belas-
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sen. Zur Neutralisation wurden 20 µL Salzsäure (1 mol/L) hinzugefügt, vermischt und 

zentrifugiert. Die Proben wurden anschließend zu je 20 µL pro well in Triplikaten in eine 

96-Well-Platte pipettiert. Die Detektionslösung aus BCA und Kupfersulfat wurde aus 50 

Teilen der Pufferlösung und einem Teil Kupfersulfat-Lösung erstellt, die zu je 200 µL zu 

den Proben gegeben wurde. Um die Bildung des Farbkomplexes zu beschleunigen, 

wurde die Platte für eine Stunde bei 60°C im Trockenschrank gelagert. Nach dieser Zeit 

wurde die Platte auf Raumtemperatur abgekühlt und photometrisch bei 570 nm vermes-

sen. Durch die resultierende Kalibriergerade konnten die Proben auf ihren Proteingehalt 

bestimmt werden.  

 

 

 

Abb. 4.11 Biuret-Reaktion 

4.8.3 Durchführung von Gel-Elektrophorese 

Mithilfe von Elektrophorese und Western Blotting wurden verschiedene Proteinexpres-

sionen in den Zelltypen und rekombinantes SDC-4 untersucht. Da die Techniken bereits 

an anderer Stelle detailliert beschrieben wurden, wird in dieser Arbeit auf eine genauere 

Methodenbeschreibung verzichtet.  

4.8.3.1 Gel-Elektrophorese von Zelllysaten 

Die nach den Kapiteln 4.8.1 und 4.8.2 hergestellten und quantifizierten Zelllysate wurden 

mit Lämmli-Puffer 1:1 vermischt, für 30 Minuten inkubiert und die gleichen Proteinmen-

gen (zwischen 30 bis 50 µg je Gelvertiefung) aufgetragen. Der Lämmli-Puffer sorgt für 

die Denaturierung und die Auftrennung der intra- und intermolekularen Proteinbindung, 

sowie für eine allgemeine, negative Ladung, so dass die Proteine aufgrund ihrer Größe 
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und unabhängig von ihrer eigenen Ladung aufgetrennt werden. Zur Einordnung der Pro-

teingröße wurde bei jedem Versuch ein Proteinstandard Precision Plus ProteinTM 

WesternCTM zum Vergleich mit vermessen. Zur Auftrennung der Proteine des Zelllysates 

wurde an das beladene Fertiggel der Firma Bio-Rad für etwa 45 Minuten eine konstante 

Spannung von 200 V angelegt. Durch die farbliche Markierung des Proteinstandards und 

des Lämmli-Puffers konnte die Lauffront der Proteine beobachtet und wenn nötig die 

Gel-Elektrophorese früher gestoppt werden.  

4.8.3.2 Gel-Elektrophorese mit rekombinantem Syndekan-4 

Zur Charakterisierung der z. B. in SAW-Experimenten verwendeten humanen, rekombi-

nanten SDC-4 Moleküle wurden die GAG-Ketten durch enzymatischen Abbau genauer 

untersucht. Heparinase III (11 SigmaU/mL ≡ 0,018 IU/mL) und Chondroitinase ABC  

(1 U/mL) wurden zu 0,25 µg Protein gegeben und für eine Stunde oder für 21 Stunden 

bei 37°C inkubiert. Diese Ansätze wurden wie die Zelllysate mit Lämmli-Puffer versetzt 

und je in eine Tasche des Gels appliziert. Als Kontrolle wurde das unbehandelte rekom-

binante SDC-4 verwendet. 

4.8.4 Anfertigung von Western Blots 

Die mittels Gel-Elektrophorese voneinander getrennten Proteine des Zelllysates wurden 

aus dem Gel auf eine PVDF-Membran übertragen und anschließend mit entsprechenden 

Antikörpern versetzt, um die Expression zu bestimmen. Vorab wurde die Membran zur 

Hydrophilisierung kurz in Methanol geschwenkt und danach bis zur Verwendung in 

Transfer-Puffer gelagert. Das Proteingel wurde ebenfalls nach der Gel-Elektrophorese 

bis zur Durchführung des Western Blots in Transfer-Puffer äquilibriert, um das 

Natriumdodecylsulfat auszuwaschen und so die Proteinstruktur wiederherzustellen. Da 

sich während dem Western Blotting Wärme entwickelt, wurden in die Blotting-Kammer 

ein gefrorenes Kühlelement und ein Rührmagnet gelegt, um den Puffer zu durchmischen 

und so in der gesamten Kammer gleichmäßig zu kühlen. Darüber hinaus wurde der 

Transfer-Puffer erst unmittelbar vor der Durchführung des Western Blots aus dem Kühl-

schrank genommen. Die gesamte Apparatur wurde während des Stromflusses auf einem 

Magnetrührer belassen. Nach der dargelegten Vorbereitung wurde die Membran in 

Transfer-Puffer exakt auf dem Gel justiert, alle Luftblasen entfernt und in die Kammer 

eingebaut. Etwa eine Stunde lang wurde eine Stromstärke von 350 mA angelegt und die 
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Spannung möglichst bei 100 V gehalten, um die Proteine auf die Membran zu überfüh-

ren. Nach erfolgter Übertragung wurde die Proteinmembran in TBS-Lösung geschwenkt. 

Vor der Antikörperbindung wurden unspezifische Bindungsstellen mit 20 mL Blocking-

Lösung pro Membran gebunden und für eine Stunde bei Raumtemperatur unter gleich-

mäßigem Schwenken inkubiert. Die Membran wurde anschließend dreimal für 10 Minu-

ten in TBS-T-Lösung gewaschen. Die primäre Antikörper-Lösung wurde in der Zwi-

schenzeit vorbereitet und die Verdünnung je nach untersuchtem Protein angepasst (sie-

he Tabelle 4.12). Um die Membran komplett zu benetzen wurden mindestens 10 mL der 

Antikörper-Lösung hergestellt und für eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schwen-

ken auf der Membran belassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das geschlossene Be-

hältnis mit Membran und Lösung über Nacht bei 2 bis 8°C gelagert.  

Tabelle 4.12 Konzentrationen der verwendeten Antikörper in Western Blot Experimenten 

Antikörper Verdünnung 

anti-humanes p-PKCα 1:200 

anti-humanes p-PKCδ 1:200 

anti-humanes PKCα 1:200 

anti-humanes PKCδ 1:200 

anti-β-Actin 1:200 

anti-humanes Syndekan-4 1:300 

Die Antikörper-Lösung wurde nach der angegebenen Zeit von der Membran entfernt und 

dreimal ein Waschschritt mit TBS-T-Lösung für 10 Minuten durchgeführt, um ungebun-

dene Antikörper zu entfernen. Ein HRP-konjugierter Antikörper wurde anschließend der 

Membran zugesetzt, um den primären Antikörper in einer folgenden chemilumineszenten 

Reaktion sichtbar zu machen. Hierzu wurde die Antikörper-Lösung frisch hergestellt und 

zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen mit Magermilchpulver versetzt. Diese 

Lösung wurde für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur unter ständiger Bewegung auf der 

Membran belassen. Nach Entfernung des ungebundenen, sekundären Antikörpers wur-

de die Membran zweimal gewaschen und zur Vermessung im ChemiDocTM XRS+ positi-

oniert. Als Substrat für die konjugierte HRP wurde 1 mL von jeder der zwei Komponen-

ten des ClarityTM ECL Western Sets (Luminol- und Peroxid-Lösung) unmittelbar vor der 

Detektion vermischt und auf der Membran verteilt, ohne dass Luftblasen entstanden. 

Durch die enzymatisch-katalysiert ablaufende Oxidation des Substrates Luminol entsteht 
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an der Stelle des gebundenen Antikörpers eine detektierbare Lumineszenz. Diese wurde 

nach verschiedenen Inkubationszeiten von der zugehörigen Image LabTM Software auf-

gezeichnet und das Bild mit dem optimalen Kontrast zur weiteren Analyse ausgewählt. 

Um die Expression des untersuchten Proteins in verschiedenen Zelltypen vergleichen zu 

können, wurde jede Gel-Elektrophorese und anschließender Western Blot durch die 

Analyse eines konstitutiv exprimierten Proteins überprüft. Generell wurden gleiche Men-

gen an Zelllysat untersucht. Zusätzlich wurde β-Actin als Kontrolle verwendet, wobei 

ausschließlich die Western Blots ausgewertet wurden, bei denen die Spots der β-Actin-

Kontrollen gleiche Intensitäten aufwiesen.  

Die Western Blots der intrazellulären Kinasen FAK, pFAK, AKT, pAKT und ILK wurden 

dankenswerterweise von Dr. Eva Jüngel (Universitätsklinikum Frankfurt) mit Antikörpern 

von Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) durchgeführt.  

4.8.5 Proteome ProfilerTM human Phospho-Kinase Antibody Array 

Der Einfluss von latenter Heparanase auf die intrazellulären Kinasen wurde mit einem 

Array-Kit des Herstellers R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) unter-

sucht. Die allgemeine Durchführung ist analog der eines Western Blots und wurde laut 

Herstellerempfehlungen durchgeführt. Aus diesen Gründen wird an dieser Stelle auf eine 

detaillierte Beschreibung verzichtet. Für nähere Informationen wird auf die Herstelleran-

gaben verwiesen198. Es wurden die Lysate der zwei Zelltypen MV3 Wt und aSDC-4kd mit 

und ohne Zusatz von 5 µg/mL latenter Heparanase für 10 Minuten auf Unterschiede in 

ihrem Phosphorylierungsmuster der intrazellulären Kinasen untersucht. Die zwei mit ver-

schiedenen Antikörpern beschichteten Membranen wurden mit insgesamt 400 µg des 

entsprechenden Zelllysats inkubiert. Dieser Ansatz wurde abweichend von den Herstel-

lerangaben über Nacht bei Raumtemperatur anstatt bei 2 bis 8°C geschwenkt. Alle wei-

teren Schritte wurden entsprechend der Herstellervorgaben durchgeführt. 
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5 Ergebnisse und Diskussion 

5.1 Charakterisierung der MV3 Zellen 

5.1.1 Erstellung einer transfizierten MV3 Zelllinie mit reduzierter Syndekan-4 

Expression 

Der Effekt von Heparanase auf Melanomzellen wird in Abhängigkeit von SDC-4 unter-

sucht. Dazu wurden vor Beginn dieser Promotion die Melanomzellen MV3 von Dr. Pat-

rick Schmitz mit kommerziell erhältlichen shRNA-Plasmiden von Sigma-Aldrich 

transfiziert, um die Expression von SDC-4 zu verringern. Durchflusszytometrische Unter-

suchungen der derart behandelten Zellen zeigten auf der Zelloberfläche eine SDC-4 

Expression, die auf etwa 60 % der Expression von unbehandelten MV3 Wt Zellen redu-

ziert worden war. Um die Expression des SDC-4 in der gesamten Zelle zu analysieren, 

wurden Western Blot Analysen des Zelllysates durchgeführt. Sie bestätigten ebenso eine 

um etwa 40 % verminderte Exprimierung des SDC-4. Bei dieser transfizierten MV3 Zell-

linie konnten keine Unterschiede in der SDC-4-Expression festgestellt werden. Genaue-

re Angaben zur Herstellung und Charakterisierung der aSDC-4kd MV3 Zellen können in 

der Dissertationsschrift von Dr. Patrick Schmitz nachvollzogen werden195.  

Die stabile Downregulation des SDC-4 auf 60 % der Grundexpression und die 

Transfizierungsmethode, die sich nicht auf die zelluläre Proteinsynthese auswirkt, bestä-

tigen, dass die aSDC-4kd MV3 Zellen als geeignetes Werkzeug verwendet werden kön-

nen, um den Einfluss von latenter Heparanase in Abhängigkeit von SDC-4 zu bestim-

men. Es wurden weitere Untersuchungen der Expression von relevanten Zelloberflä-

chenstrukturen durchgeführt, um eine Beeinflussung durch die Transfizierung auch in 

diesen Fällen auszuschließen. 
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5.1.2 Expression von Syndekan-1 auf der Oberfläche der MV3 Zelltypen 

Um zu überprüfen, inwieweit die MV3 Zellen eine Downregulation von SDC-4 durch eine 

Überexprimierung von SDC-1 kompensieren, um die Signalfunktionalität der Syndekane 

im Kontakt mit der EZM auszugleichen, sollte der Einfluss des SDC-4-Knockdown auf 

die SDC-1-Expression überprüft werden. Dies erscheint auch aus funktioneller Sicht es-

sentiell, da SDC-1 ebenfalls eine Rolle bei der Weiterleitung von Heparanase-Effekten 

spielt199. Aus diesen Gründen wurde die Expression von SDC-1 auf Wt und aSDC-4kd 

Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und verglichen (Abb. 5.1). Je weiter die Graphen 

von Wt und aSDC-4kd von der grau unterlegten Kontrolle nach rechts verschoben sind, 

desto höher ist ihr Vorkommen auf der Zelloberfläche 

Die Ergebnisse zeigen, dass beide MV3 Zelltypen keinen Unterschied in der Expression 

von SDC-1 aufweisen, womit eine Beeinflussung der Expression durch die Transfektion 

ausgeschlossen wird. Eine Interaktion von latenter Heparanase und SDC-1 in den nach-

folgenden Versuchen wird zwar trotzdem stattfinden, allerdings fällt dieser Effekt durch 

die gleich hohe Expression an SDC-1 in beiden Zelltypen gleich hoch aus und ist somit 

eine Konstante, die in diesem Fall vernachlässigt wird. 

5.1.3 Expression von Integrinen auf der Oberfläche der MV3 Zelltypen 

Zur weiteren Charakterisierung der Zelltypen wurde die Expression der 

transmembranären Integrine bestimmt. Für die Adhäsion und Migration wichtige 

Integrinuntereinheiten wurden ausgewählt und ihre Expression auf den Zelloberflächen 

durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 5.1). Wie in den Fluoreszenz-Diagrammen er-

kennbar ist, unterscheiden sich die Zelltypen nicht in der Quantität der Integrin-

Untereinheiten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Transfektion auch 

auf diese Proteinexpression keinen Einfluss hatte.  

Der Integrinstatus der MV3 Zellen lässt sich wie folgt zusammenfassen: Sie weisen in 

geringen Mengen die Integrin-Untereinheit α1, in moderaten Mengen die Untereinheiten 

α5 und αƲ und in hohem Maße α4 und β1 auf. Die Integrin-Untereinheit β3 liegt auf den 

Zelloberflächen nicht vor.  
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Abb. 5.1 Durchflusszytometrische Vermessung von Integrin-Untereinheiten und SDC-1 auf MV3 Zelltypen  
Als Kontrolle ist die unspezifische Bindung des sekundären Antikörpers und die daraus resultierende Fluo-
reszenzintensität in grau dargestellt. Die Expression der untersuchten Proteine auf MV3 Wt (schwarz) und 
aSDC-4kd (rot) Zellen weicht nicht voneinander ab.  

Wie im Kapitel 4.2.1 beschrieben, wurden die MV3 Melanomzellen für die Versuche 

ausgewählt, da sie VLA-4 und SDC-4 in erhöhtem Maße auf ihren Zelloberflächen auf-

weisen. Dies hat sich durch die Transfektion in aSDC-4kd Zellen nicht verändert und für 

MV3 Wt Zellen bestätigt, wie die vorgestellten Untersuchungen beweisen. 
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5.1.4 Aktivität der endogenen Heparanase in MV3 Zellen 

In verschiedenen Krebszellarten, die ein hohes Metastasierungspotential zeigen, wurde 

eine erhöhte Bildung von enzymatisch aktiver Heparanase nachgewiesen200. Es liegen 

für die verwendete Melanomzelllinie noch keine Aktivitätsdaten der endogenen 

Heparanase vor, daher wurden die beiden MV3 Zelltypen von Prof. Israel Vlodavsky und 

seiner Arbeitsgruppe auf ihre Heparanase-Aktivität untersucht. Die Zelllysate wurden zu 

einer artifiziellen EZM gegeben, deren Schwefelatome radioaktiv markiert waren (35S), 

und für 18 Stunden bei 37°C mit dieser inkubiert. Die Matrix wurde in dieser Zeit von 

Heparanase zersetzt und die radioaktivmarkierten Abbaufragmente konnten anschlie-

ßend anhand ihrer Größe bestimmt werden (Abb. 5.2). Die ersten Fraktionen (3-12) stel-

len beinahe unversehrte HSPG dar und die von Heparanase abgebauten HS-

Seitenketten werden in den Fraktionen 12 bis 22 eluiert. Sowohl in Wt als auch in aSDC-

4kd Zellen liegt enzymatisch aktive Heparanase vor, aber es besteht kein Unterschied 

zwischen den beiden Zelltypen bezüglich der Aktivität. 

 

Abb. 5.2 Aktivität der endogenen MV3 Heparanase  
MV3 Wt (blau) und Syndekan-4 Knockdown (rot) Zellen wurden lysiert und mit radioaktiv markiertem EZM 
versetzt. Markierte HS Abbaufragmente wurden in verschiedenen Fraktionen eluiert und konnten so dem 
Abbau durch Heparanase zugeordnet werden. 

Eine unterschiedlich starke Beeinflussung der funktionellen Experimente und der Rolle 

der latenten Heparanase durch die endogene aktive Heparanase kann somit im Ver-

gleich der beiden Zelltypen ausgeschlossen werden. 
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5.1.5 Aufnahme von latenter Heparanase in MV3 Zellen 

Im Gegensatz zur endogenen Heparanase wurde auch die Aufnahme von exogen zuge-

führter Heparanase untersucht. Da die Heparanase zunächst an Zelloberflächenstruktu-

ren wie die SDC bindet, um über Endozytose aufgenommen zu werden, wäre eine lang-

samere Aufnahme der Heparanase in aSDC-4kd Zellen zu erwarten. Zunächst wurde 

latente Heparanase (1 µg/mL) zu den Zellen gegeben. Nach zwei oder sechs Stunden 

wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot die intrazelluläre Heparanase be-

stimmt (Abb. 5.3). Nach zwei Stunden war die aufgenommene Heparanase nur in Wt 

Zellen, jedoch nicht in aSDC-4kd Zellen detektierbar. Dahingegen ist nach sechs Stun-

den nur noch ein geringer Unterschied zwischen der Heparanase-Aufnahme in Wt und 

aSDC-4kd Zellen erkennbar.  

  

Abb. 5.3 Heparanase-Aufnahme in MV3 Wt und aSDC-4kd nach zwei und sechs Stunden  
Latente Heparanase wurde den Zellen zugegeben und die Aufnahme und Umwandlung mittels Western Blot 
kontrolliert. Als konstitutiv exprimiertes Protein, das nicht durch den Versuchsansatz beeinflusst wird, wurde 
β-Actin als Mengenkontrolle untersucht.  

Die langsamere Aufnahme und Umsetzung der latenten Heparanase in die aktive Form 

liegt somit wie erwartet an der reduzierten SDC-4-Expression und verifiziert damit einer-

seits die funktionellen Auswirkungen der reduzierten SDC-4-Expression und anderer-

seits die bereits in vorangegangenen Arbeiten beschriebene Wechselwirkung von 

Heparanase und SDC-4136. 
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5.2 Einfluss von latenter Heparanase auf die Adhäsion von  

MV3 Zellen  

5.2.1 Migrationsverhalten der MV3 Zelltypen 

Das Migrationsverhalten der MV3 Zellen wurde auf dem Migrationsuntergrund 

Fibronektin untersucht, welches als Bestandteil der EZM mit vielen Integrinen wie α5β1 

und α4β1 in Wechselwirkung tritt. Die Migration wurde in Anlehnung an die Publikation 

von Liang et al.201 durchgeführt, indem Zellen auf Fibronektin anwuchsen, durch einen 

„Scratch“ ein Teil der Zellen entfernt und die Migration der umgebenden Zellen aufge-

zeichnet wurde. Dabei wurden die Daten derart normalisiert, dass die Anfangsgröße der 

zellfreien Fläche als 100 % definiert und die Abnahme dieser Fläche ins Verhältnis ge-

setzt wurde. Die Migration der Wt und aSDC-4kd Zellen unterschied sich auf Fibronektin 

nicht, was in Anbetracht der gleichen Integrinexpression plausibel ist (Abb. 5.4). Die In-

teraktion von α5β1 mit Fibronektin ist auf SDC-4 als Korezeptor angewiesen98. Aus die-

sem Grund hätte sich ein abweichendes Migrationsverhalten der aSDC-4kd Zellen ein-

stellen können. Anscheinend wird jedoch die Migration der aSDC-4kd Zellen in diesem 

Assay von anderen Integrinen wie VLA-4 ausgeglichen. 

 

Abb. 5.4 Migration von MV3 Wt und aSDC-4kd auf Fibronektin  
Die Anfangsgröße der zellfreien Fläche zum Zeitpunkt Null des Experimentes entspricht 100 %. (Wt: durch-
gezogene Linie, aSDC-4kd: gestrichelte Linie) 
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5.2.2 Einfluss von latenter Heparanase auf das Migrationsverhalten der  

MV3 Zelltypen 

In weiteren Experimenten wurde die Wirkung der latenten Heparanase auf die Migration 

der zwei Zelltypen analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit latenter 

Heparanase (2 µg/mL) versetzt und der Migrationsassay wie zuvor durchgeführt. Wäh-

rend die aSDC-4kd Zellen kaum in ihrem Migrationsverhalten auf die zugesetzte 

Heparanase reagierten und konstant migrierten, wie die geringere Standardabweichung 

zeigt, war bei den Wt Zellen eine hohe Variabilität der Migration zu erkennen und die 

Heparanase schien nach zwei Stunden einen promigrativen Effekt zu vermitteln (Abb. 

5.5). Diese beschleunigte Migration unterschied sich jedoch nicht signifikant von dem 

normalen Migrationsverhalten der MV3 Wt Zellen.  

 

Abb. 5.5 Migration von MV3 Wt und aSDC-4kd während der Inkubation mit latenter Heparanase  
Vor der Migration wurde den Zellen latente Heparanase (latHpse, 2 µg/mL) zugesetzt.  

Zumindest unter diesen Bedingungen scheint latente Heparanase die Agilität der Zellen 

in Abhängigkeit von SDC-4 positiv zu beeinflussen. Der Effekt der latenten Heparanase 

stellt sich wie erwähnt erst nach zwei Stunden ein. In Bezugnahme zu den Erkenntnis-

sen zur exogen zugeführten Heparanase (Kap.5.1.5) könnte bereits aktive Heparanase 

in den Zellen vorliegen und die erhöhte Migration verursachen. Zur Überprüfung dieser 

Möglichkeit wurde den Zellen eine einzelne Domäne der Heparanase zugesetzt, die für 

die Heparinbindung entscheidend ist und die nicht von den Zellen internalisiert wird136.
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5.2.3 Einfluss des KKDC-Peptids auf das Migrationsverhalten der  

MV3 Zelltypen 

Die Heparin-bindende Sequenz der Heparanase bestehend aus 16 Aminosäuren wird 

aufgrund der ersten und letzten zwei Aminosäure-Abkürzungen des Peptides KKDC-

Peptid genannt. Das kommerziell synthetisierte Peptid wurde in der Konzentration  

50 µmol/L analog dem Vorgehen in den Experimenten mit latenter Heparanase den Zel-

len zugesetzt und im Scratch-Versuch für fünf Stunden die zellfreie Fläche quantifiziert 

(Abb. 5.6). Aus der Arbeit von Levy-Adam et al.136, in der dieses Peptid zum ersten Mal 

verwendet wurde, ist bekannt, dass das KKDC-Peptid im Gegensatz zur Heparanase 

von den Zellen nicht internalisiert, sondern auf der Zelloberfläche an SDC-4 gebunden 

wird und zur Vernetzung und Zusammenlagerung der SDC-4-Moleküle führt. Die KKDC-

Konzentration ist auf molarer Ebene etwa 1,7fach konzentrierter als die Heparanase-

Konzentration in den Vergleichsversuchen. Da das KKDC-Peptid in dieser Konzentration 

in der Veröffentlichung von Levy-Adam et al. angewandt wurde und dabei eine Bindung 

stattfand, sowie ein erhöhtes Clustern von SDC-4 verursacht wurde, wird KKDC in der 

gleichen Konzentration (50 µmol/L) verwendet136.  

Wie in den Versuchen mit latenter Heparanase migrieren die Wt Zellen mit KKDC-Peptid 

Zusatz nach zwei Stunden etwas schneller als unbehandelte Zellen. Ebenso bleiben die 

aSDC-4kd Zellen unbeeinflusst durch das KKDC-Peptid. 

 

Abb. 5.6 Migration von MV3 Wt und aSDC-4kd während der Inkubation mit dem KKDC-Peptid  
Vor der Migration wurde den Zellen KKDC-Peptid (50 µmol/L) zugesetzt. 
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Ein geringer promigrativer Effekt zeigt sich somit auch unter dem Einfluss der Heparin-

bindenden Domäne „KKDC“ und dieser ist wie der Effekt der latenten Heparanase ab-

hängig von SDC-4. Da die Ergebnisse der Migrationsversuche mit latenter Heparanase 

und KKDC-Peptid übereinstimmen, rührt die leicht gesteigerte Migration wahrscheinlich 

nicht von der Umwandlung der latenten in die aktive Form der Heparanase her, sondern 

wird verursacht von der Anlagerung an SDC-4. 

Obwohl diese Untersuchungen erste Hinweise auf eine migrationsfördernde 

Integrinaktivierung der Zellen über SDC-4 durch die latente Heparanase erlauben, lässt 

dieses „Wound healing“-Modell keinen Rückschluss auf die Bindung zu einzelnen 

Integrinen zu. Deshalb wurde im Folgenden die Adhäsion am Integrin VLA-4 genauer 

untersucht. 

5.2.4 Adhäsion von MV3 Zellen unter physiologischen Flussbedingungen 

Wie in den Migrationsuntersuchungen erkennbar, war der Einfluss von latenter 

Heparanase vorhanden, allerdings relativ gering ausgeprägt. Um den Effekt der latenten 

Heparanase auf das VLA-4 als das dominanteste Integrin auf der Zelloberfläche der 

Melanomzellen zu quantifizieren, wurde die Bindung der Zellen zu immobilisiertem 

VCAM-1 untersucht. Durch die selektive Affinität der beiden physiologischen Bindungs-

partner VLA-4 und VCAM-1 kann unter diesen Bedingungen die spezifische Wirkung der 

Heparanase auf eine einzelne Integrinspezies abstrahiert werden. Die Zellen wurden zur 

Adhäsion für fünf Minuten auf der VCAM-1-Beschichtung belassen, bevor der Flüssig-

keitsstrom gestartet wurde. Um die Ergebnisse der einzelnen Versuche zu vergleichen, 

wurden vor der Aktivierung des Zustroms die adhärierten Zellen ausgezählt und auf  

100 % normiert. Sekundenweise wurde die Anzahl der Zellen detektiert und prozentual 

angegeben (Abb. 5.7).Die Integrine der Zellen wurden mit verschiedenen Mangan-Ionen-

Konzentrationen stimuliert, so dass sie auf der Zelloberfläche in ihrer aktivsten Form 

vorlagen. In den Versuchen ist der Effekt des Mangans deutlich zu erkennen, wobei bei 

einer Stimulation mit 5 mmol/L Mn2+ alle Zelltypen gleich stark an VCAM-1 binden. Bei  

1 mmol/L Mn2+ Aktivierung oder keiner externen Stimulation unterscheiden sich die Zel-

len leicht in ihrer Adhäsion, allerdings sind diese Abweichungen nicht signifikant. Diese 

Ergebnisse unterstreichen die äquivalente Expression von VLA-4 auf den verschiedenen 

Zelloberflächen, wie bereits in durchflusszytometrischen Untersuchungen eruiert, und 

darüber hinaus die Unabhängigkeit von SDC-4 als Korezeptor. 
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Abb. 5.7 Adhäsion von MV3 Wt, aSDC-4kd und aNT Zellen auf einer VCAM-1-Oberfläche unter physiologi-
schen Flussbedingungen  
Unbehandelte und mit zwei Konzentrationen von Mangan-Ionen stimulierte Zellen wurden für fünf Minuten 
zur Adhäsion auf der Oberfläche belassen. Danach wurde der Flüssigkeitsstrom gestartet und nach 1, 2, 3 
und 4 Sekunden die adhärierenden Zellen gezählt. Die Ergebnisse werden in Relation zu der Anzahl der 
Zellen auf der  berfläche zum Zeitpunkt „Null“ (100 %) dargestellt. 

5.2.5 Einfluss von latenter Heparanase auf die Adhäsion der MV3 Zelltypen zu  

VCAM-1 unter physiologischen Flussbedingungen 

Die Zellen wurden in folgenden Experimenten vorab mit latenter Heparanase (2 µg/mL) 

für zehn Minuten versetzt und die Adhäsion untersucht. Dabei konnte, im Gegensatz zu 

den Experimenten mit unbehandelten Zellen, nach fünf Minuten Inkubation keine erhöhte 

Bindung festgestellt werden (Abb. 5.8). Sowohl bei Wt, als auch bei aSDC-4kd Zellen 

veränderte sich die Intensität der VLA-4-Bindung durch latente Heparanase nicht, bzw. 

wurde die Bindung an die VCAM-1-Oberfläche nicht derart durch Heparanase verstärkt, 

dass mehr Zellen entgegen der Scherkräfte adhärieren konnten.  
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Abb. 5.8 Adhäsion von MV3 Wt und aSDC-4kd Zellen nach Inkubation mit latenter Heparanase auf einer 
VCAM-1-Oberfläche unter physiologischen Flussbedingungen  
Unbehandelte, mit Mangan-Ionen (1 und 5 mmol/L, 5 Minuten) und/oder mit latenter Heparanase (2 µg/mL, 
10 Minuten) behandelte Zellen wurden für fünf Minuten zur Adhäsion auf der Oberfläche belassen. 

Um den VLA-4-Molekülen auf der Zelloberfläche mehr Zeit zur Ausbildung von festen 

Bindungen zu geben, wurde die Adhäsionsdauer von fünf auf 20 Minuten erhöht. Die 

verlängerte Adhäsion der Zellen auf der VCAM-1-Oberfläche zeigte eine tendenziell 

stärkere Bindung von Heparanase beeinflussten Zellen, die jedoch nicht signifikant ist. 

Es adhärierten erwartungsgemäß bereits mehr unbehandelte Zellen nach 20 Minuten 

(ca. 30 %) als nach fünf Minuten (ca. 25 %). Während diese selbst nach einer längeren 

Adhäsionszeit keine stabilen Bindungen über VLA-4/VCAM-1 aufbauen konnten und 

nach Start des Flüssigkeitsstroms weggeschwemmt wurden, zeigten die mit Heparanase 

inkubierten Zellen ein uniformeres Verhalten und eine größere Anzahl von ihnen adhä-

rierte nach vier Sekunden weiterhin an der VCAM-1 Schicht (ca. 40 %). Diese Beobach-

tungen legen nahe, dass die latente Heparanase stabile Bindungen zwischen VLA-4 und 

VCAM-1 fördert und festigt. 
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Abb. 5.9 Adhäsion von MV3 Wt nach Inkubation mit latenter Heparanase auf einer VCAM-1-Oberfläche 
unter physiologischen Flussbedingungen  
Unbehandelte und mit latenter Heparanase (2 µg/mL, 10 Minuten) behandelte Zellen wurden für 20 Minuten 
zur Adhäsion auf der Oberfläche belassen. 

Ein entscheidender Faktor für eine erhöhte VCAM-1-Affinität der Zellen scheint dabei die 

Dauer der Heparanase-Inkubation zu sein. Um dies genauer zu untersuchen, wurde die 

Bindung von VCAM-1 an MV3 Zellen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit im 

Durchflusszytometer ermittelt. 

5.2.6 Einfluss der Inkubationszeit latenter Heparanase auf das Bindungsver-

halten von MV3 Zellen zu VCAM-1 in durchflusszytometrischen Untersu-

chungen 

Zur Klärung des Einflusses der zellulären Inkubation mit latenter Heparanase auf die 

VLA-4-vermittelte Adhäsion wurden die Zellen mit latenter Heparanase (2 µg/mL) ver-

setzt, wobei die Einwirkung von fünf Minuten bis zu einer Stunde dauerte. Es zeigte sich 

ein klarer Zusammenhang zwischen der Dauer der Inkubation und der Bindung zu 

VCAM-1 (Abb. 5.10). Nach zehn Minuten erreichte die Bindungsfähigkeit der Wt Zellen 

zu VCAM-1 ein Maximum, das jedoch schon nach 15 Minuten wieder abnahm. Dennoch 
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wurde noch nach einer 15- und 30-minütigen Inkubationsspanne ein signifikanter Unter-

schied zu unbehandelten Zellen detektiert, der nach einer Stunde verschwunden war. Im 

Gegensatz dazu reagierten die aSDC-4kd Zellen innerhalb der Inkubationsstunde kaum 

auf die zugesetzte latente Heparanase. Die kurzfristig erhöhte Bindung der Zellen zu 

VCAM-1 ist somit eindeutig SDC-4-abhängig und ein transienter Effekt. Um die höhere 

Affinität zu VCAM-1 in Relation zu setzen, wurden die Versuche auch mit Mn2+-Ionen 

durchgeführt, die wie in den Adhäsionsversuchen als Maximalstimulation herangezogen 

wurden. Unter Heparanase-Einfluss war die Adhäsion an VCAM-1 etwa 39 % höher als 

die der unbehandelten Zellen. Dahingegen steigerte die Stimulation mit Mangan-Ionen 

die Affinität um 90 %. Diese Experimente beweisen, dass eine durch Heparanase indu-

zierte erhöhte Bindung existiert, aber mit einer Konzentration von 2 µg/mL latenter 

Heparanase ggf. nur eine partielle Aktivierung erreicht wird. 
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Abb. 5.10 Durchflusszytometrische Untersuchungen der VCAM-1-Bindung von MV3 Wt und aSDC-4kd Zel-
len nach Inkubation mit latenter Heparanase und Mangan-Ionen 
Die Fluoreszenzintensität der VCAM-1-Bindung an unbehandelte Wt Zellen wurde nach Abzug der unspezi-
fischen Fluoreszenz des sekundären Antikörpers auf 100 % normiert. 
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5.2.7 Einfluss der Menge an latenter Heparanase auf das Bindungsverhalten 

von MV3 Zellen zu VCAM-1 in durchflusszytometrischen Untersuchun-

gen 

Aus den vorherigen Experimenten kann man eine erhöhte Bindungsfähigkeit von VLA-4 

zu VCAM-1, verursacht durch latente Heparanase, ableiten, die in Abhängigkeit von der 

SDC-4 Expression steht. Inwieweit diese Bindung durch höhere Mengen an latenter 

Heparanase weiter gesteigert werden kann, wurde nach dem oben bestimmten optima-

len Inkubationszeitpunkt von 10 Minuten ebenfalls untersucht. Neben der bisher verwen-

deten Heparanase-Konzentration 2 µg/mL wurden noch zwei höhere Konzentrationen 

von 5 und 10 µg/mL untersucht und die Zellaffinität zu VCAM-1 vermessen (Abb. 5.11). 

Tatsächlich konnte die Bindung zu VCAM-1 durch Anhebung des Heparanase-Gehaltes 

weiter erhöht werden auf 53 % mit 5 µg/mL und auf 70 % mit 10 µg/mL latenter 

Heparanase.  
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Abb. 5.11 Durchflusszytometrische Untersuchungen der VCAM-1-Bindung von MV3 Wt und aSDC-4kd Zel-
len nach 10-minütiger Inkubation mit verschiedenen Heparanase-Konzentrationen  

Zehn Minuten nach Bindung der latenten Heparanase an die Zelloberfläche der MV3 

Zellen durch SDC-4 kommt es zu einer erhöhten Bindungsaktivität des Integrins VLA-4, 

die mit zunehmenden Heparanase-Konzentrationen steigerbar ist. Gleichwohl ist diese 

Aktivierung nur für kurze Zeit beständig.  
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Wie in den vorgestellten Migrationsversuchen stellt sich die Frage nach der Effekt-

vermittelnden Heparanase-Domäne, sowie nach einer ggf. notwendigen Internalisierung 

oder einer ausreichenden Anlagerung und Bindung der latenten Heparanase an SDC-4.  

5.2.8 Einfluss der Inkubationszeit des KKDC-Peptids auf das Bindungsverhal-

ten von MV3 Zellen zu VCAM-1 in durchflusszytometrischen Untersu-

chungen 

Zur Differenzierung der Bindung von latenter Heparanase zu SDC-4 wurde, wie in den 

Migrationsversuchen, das rekombinante Peptid „KKDC“ verwendet (siehe Kap. 5.2.3). 

Der Einfluss des KKDC-Peptids wurde ebenso wie der der latenten Heparanase auf eine 

Zeitabhängigkeit von fünf bis 60 Minuten Inkubation getestet. Hierzu wurden die Zellen 

mit 50 µmol/L des KKDC-Peptids versetzt und für die angegebenen Zeiten auf den Zel-

len belassen.  
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Abb. 5.12 Durchflusszytometrische Untersuchungen der VCAM-1-Bindung von MV3 Wt und aSDC-4kd Zel-
len nach verschiedenen Inkubationszeiten mit KKDC-Peptid 

Eine erhöhte VCAM-1-Bindung durch KKDC-Zusatz wurde nach keiner der Inkubations-

zeiten detektiert. Folglich hat das KKDC-Peptid im Gegensatz zu latenter Heparanase 

keinen Einfluss auf die Aktivierung von VLA-4.  
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Es kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob die Integrinaktivierung wegen der 

ausbleibenden Internalisierung des SDC-4/“KKDC“-Komplexes oder wegen der unzurei-

chenden Länge des Peptides ausbleibt.  

Die bisher gewonnenen Erkenntnisse bestätigen, dass die latente Form der Heparanase 

einen aktivierenden Einfluss auf das VLA-4/VCAM-1-Bindungssystem entfalten kann und 

damit die Tumorzelle in einem entscheidenden Schritt der metastatischen Kaskade, der 

endothelialen Kontaktaufnahme, beeinflussen kann. Dies ergänzt den bisherigen Blick-

punkt auf die Rolle der aktiven Heparanase und damit den enzymatischen Umbau des 

Gewebes im Metastasierungsgeschehen bedeutend. Desweiteren wird die notwendige 

vermittelnde Funktion von SDC-4 untermauert. Weitere molekulare Mechanismen, die 

während dieser Aktivierung intrazellulär ablaufen, sind weiterhin unklar und sollen Inhalt 

der nachfolgenden Untersuchungen sein. 
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5.3 Untersuchung der Bindungsaffinitäten von latenter  

Heparanase 

Durch die gewählten Versuchsbedingungen in den Migrations- und Adhäsionsexperi-

menten ist nicht auszuschließen, dass die latente Heparanase nicht nur an SDC-4, son-

dern auch direkt an einen der Bindungsteilnehmer VLA-4 oder VCAM-1 bindet und die-

sen damit im Bindungsverhalten beeinflusst. Um diese möglichen Wechselwirkungen zu 

untersuchen, wurden Bindungsstudien zwischen den beteiligten Proteinen durchgeführt. 

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse liegt folgender Zusammenhang nahe, graphisch 

dargestellt in der Abb. 5.13. Die freigesetzte oder im Gewebe vorliegende latente 

Heparanase bindet an SDC-4, fördert die Zusammenlagerung der SDC-4 Moleküle auf 

der Oberfläche und bewirkt über bisher ungeklärte intrazelluläre Vorgänge die Umset-

zung von VLA-4 in einen aktiveren Zustand. Dadurch erhöht sich die Bindung zu VCAM-

1, so dass die Tumorzelle über diese und weitere Bindungspartner fest am Endothel 

adhärieren kann.  

 

Abb. 5.13 Schematische Darstellung der Aktivierung von VLA-4 durch latente Heparanase 
Aus der Melanomzelle freigesetzte latente Heparanase bindet an SDC-4 und bewirkt über intrazelluläre 
Signalwege die Aktivierung von VLA-4 und eine erhöhte Bindung zu VCAM-1. 

Die Bindungsstudien wurden mit dem akustischen Biosensor sam®5 der Firma SAW In-

struments GmbH erhoben. Wie im Kapitel 4.7.2 beschrieben wurden die goldbeschichte-

ten Quarzsensoren mit den zu untersuchenden Proteinen beschichtet. Bei den im Fol-
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genden vorgestellten Experimenten wurde die latente Heparanase jeweils als Verdün-

nungsreihe über die beschichtete Oberfläche geleitet. 

5.3.1 Bindung von latenter Heparanase zu Syndekan-4 

Das humane, rekombinante SDC-4 wurde auf der Oberfläche des Sensors mittels 

Chelator/His-tag-Bindung immobilisiert. In der Abb. 5.14 kennzeichnet der erste Anstieg 

des Graphen die Injektion und Immobilisierung des SDC-4. Der Beginn aller Injektionen 

an latenter Heparanase ist jeweils mit einem Pfeil markiert. Eine größere Phasenver-

schiebung bedeutet eine größere gebundene Masse wie in diesem Fall bei den Injektio-

nen der Heparanase zu beobachten ist. Die Heparanase bindet bei jeder Injektion an 

SDC-4 und bleibt fest an dieses gebunden. Wenn der Ligand sich wieder ablösen würde, 

würde das Niveau bis zur Phasenverschiebung nach der SDC-4-Immobilisierung fallen. 

Hier zeigt sich jedoch ein Treppenverlauf mit ansteigender Bindung. Es konnte ein KD-

Wert von 33,7 ± 14,19 pmol/L bestimmt werden. Somit bestätigt sich die hohe Affinität 

von latenter Heparanase zu SDC-4 als Kontakt auf der Zelloberfläche und in Bezug auf 

die Adhäsionsversuche mit VCAM-1 seine vermittelnde Rolle der VLA-4-Aktivierung.  

 

Abb. 5.14 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an SDC-4  
Der Beginn jeder Injektion ist mit einem Pfeil markiert.  
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SDC-4 wurde bereits 2008 als Bindungspartner von latenter Heparanase identifiziert136. 

Obwohl man annehmen kann, dass die Wechselwirkung der Heparanase mit SDC-4 

über dessen GAG-Seitenketten stattfindet, ist dieser Bindungsprozess experimentell 

bisher nicht explizit beschrieben worden. Daher wurde in weiteren Bindungsexperimen-

ten darauf fokussiert, indem das rekombinante SDC-4 vorab mit den Enzymen 

Heparinase III und Chondroitinase ABC behandelt wurde. Diese bakteriellen Enzyme 

bauen verschiedene GAG-Ketten ab und SDC-4 verbleibt mit dem nicht abgebauten 

sauren Polysaccharid. Heparinase III ist ein bakterielles Enzym aus Flavobacterium 

heparinum, das bevorzugt HS-Ketten in Bereichen geringer Sulfatierung abspaltet. Da-

hingegen spaltet die bakterielle Chondroitinase ABC aus Proteus vulgaris vornehmlich 

CS-Ketten. 

Der Abbau der Seitenketten wurde über Western Blots nachgewiesen und das derart 

modifizierte SDC-4 wurde daraufhin auf einem Sensorchip immobilisiert und die Bindung 

der latenten Heparanase untersucht. Wenn Abweichungen zu dem Bindungsverhalten 

des unbehandelten SDC-4 existieren, kann das enzymatisch gespaltene GAG als Bin-

dungspartner identifiziert werden.  

5.3.1.1 Enzymatischer Abbau der Heparansulfat-Ketten von Syndekan-4 

durch Heparinase III 

SDC-4 wurde für zwei und 21 Stunden mit Heparinase III versetzt und zur Kontrolle in 

Western Blots untersucht (Abb. 5.15). Das rekombinante SDC-4 weist keine eindeutig 

markierte Proteinbande auf, sondern liegt fast über die gesamte Membranbahn verteilt 

vor. Durch die variierende Länge der GAG-Ketten, die an den Proteinkern des SDC ge-

bunden sind, bindet der Antikörper an die unterschiedlich retenierten Moleküle. Dies 

zeigt sich in einer „verschmierten“ Bande.  

Nach zwei Stunden war der Abbau der HS-Ketten kaum fortgeschritten. Die gleichen 

Banden wie bei unbehandeltem SDC-4 sind zu erkennen, wenn auch etwas blasser. 

Dahingegen war die Bindung des Antikörpers nach 21 Stunden deutlich reduziert. Es lag 

der dimerisierte Proteinkern bei einer Molekularmasse von etwa 40 kDa vor, den der 

Antikörper kaum detektieren konnte. 
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Abb. 5.15 Western Blot des enzymatischen Abbaus des rekombinanten SDC-4 durch Heparinase III  
Die Zellen wurden für zwei oder 21 Stunden bei 37°C mit Heparinase III (HepIII) inkubiert. STD: Standard 

Die Untersuchungen beweisen, dass das verwendete SDC-4 mit HS-Ketten dekoriert ist 

und der Abbau dieser Ketten mit Heparinase III nach 21 Stunden nahezu vollständig 

stattgefunden hat. 

5.3.1.2 Bindung von latenter Heparanase an Syndekan-4 nach  

Heparinase III Abbau 

Das modifizierte SDC-4 wurde immobilisiert und die Heparanase-Verdünnungsreihe inji-

ziert. Die Diagramme zeigen in ihrem Verlauf zunächst eine Immobilisierung des modifi-

zierten SDC-4 und danach die Injektionen der Heparanase. Während weniger Injektio-

nen kam es zu einer transienten, hohen Phasenverschiebung (Abb. 5.16, Injektion von 

0,005 nmol/L latente Heparanase). Eine derartige kurzfristige Verschiebung, die auf das 

Ausgangsniveau vor der Injektion zurückfällt, ist meist auf unterschiedliche Viskositäten 

der Lösungen zurückzuführen. Obwohl für die Verdünnungen der Heparanase und den 

Laufpuffer PBS (pH-Wert 7,4) mit derselben Temperatur verwendet wurde, kam es bei 

einigen Messungen zu diesen Peaks, die den Verlauf der Messungen nicht stören, aber 

eine Auswertung erschweren. 

Eine zweistündige Heparinase III-Inkubation zeigte keine Veränderung im Bindungsprofil 

der Heparanase im Vergleich zu unverändertem SDC-4 (Abb. 5.16). Dahingegen unter-
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schieden sich die ermittelten KD-Werte bei einzelnen Wiederholungen erheblich. Von drei 

gleich durchgeführten Experimenten ergaben sich KD-Werte in der Größenordnung von 

der festgestellten Bindungsaffinität zwischen unbehandeltem SDC-4 und latenter 

Heparanase (KD-Wert von 42,0 ± 0,58 pmol/L) bis zu 360fach erhöhte KD-Werte 

(11.529,10 ± 5.318,66 pmol/L). Ein methodischer Fehler kann ausgeschlossen werden 

und legt die Vermutung nahe, dass je nachdem, an welcher Position der GAG-Ketten 

zuerst HS-Gruppen abgespalten werden, die latente Heparanase noch binden kann oder 

nicht. Aus diesem Grund kommen sehr unterschiedliche Affinitäten zustande. Mit der 

vorherigen Proteinanalytik stimmen die Ergebnisse überein, die nach zwei Stunden ei-

nen geringen Abbau des SDC-4 bestätigen (Abb. 5.15).  

 

Abb. 5.16 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an SDC-4, das 
zwei Stunden mit Heparinase III bei 37°C inkubiert wurde. 

Im Gegensatz dazu war der Abbau nach 21 Stunden Inkubation mit Heparinase III so 

weit fortgeschritten (Abb. 5.15), dass eine Bindung von Heparanase nicht mehr 

detektierbar war. Das biosensorische Diagramm zeigte ebenso keine Masseauflagerun-

gen der latenten Heparanase und die Bestimmung des KD-Wertes war nicht mehr mög-

lich (Abb. 5.17). 
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Abb. 5.17 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an SDC-4, das für 
21 Stunden mit Heparinase III bei 37°C inkubiert wurde. 

5.3.1.3 Enzymatischer Abbau der Heparansulfat-Ketten von Syndekan-4 

durch Chondroitinase ABC 

Analog zu der Vorgehensweise wie im Kapitel 5.3.1.1 erläutert, wurde SDC-4 mit dem 

Enzym Chondroitinase ABC versetzt, um das rekombinante SDC-4 auf das Vorkommen 

von CS-Ketten neben HS-Ketten zu untersuchen. Bereits nach zwei Stunden Vorinkuba-

tion des SDC-4 konnte der Antikörper bedeutend weniger Signale im Western Blot de-

tektieren, die nach 21 Stunden komplett verschwunden waren (siehe Abb. 5.18). Der 

Abbau funktionierte demnach auch mit Chondroitinase ABC und die Reaktion lief sogar 

schneller ab. 
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Abb. 5.18 Western Blot des enzymatischen Abbaus des rekombinanten SDC-4 durch Chondroitinase ABC 
Die Zellen wurden für zwei oder 21 Stunden bei 37°C mit Chondroitinase ABC (ChABC) inkubiert.  
STD: Standard 

5.3.1.4 Bindung latenter Heparanase an Syndekan-4 nach  

Chondroitinase ABC Abbau 

Latente Heparanase wurde in ansteigenden Konzentrationen über das immobilisierte, 

modifizierte SDC-4 geleitet und es ergaben sich die Diagramme in Abb. 5.19 und Abb. 

5.20. Eine zweistündige Vorabinkubation mit Chondroitinase ABC hat die Bindung der 

latenten Heparanase bereits negativ beeinträchtigt. Es kommt ebenfalls zu Masseaufla-

gerungen nach jeder Injektion, aber die Phasenverschiebungen sind geringer ausge-

prägt als bei Messungen mit unbehandeltem SDC-4. Der KD-Wert konnte bestimmt wer-

den, ist jedoch mit 309,39 ± 55,03 nmol/L bedeutend höher als die gemessene Affinität 

von latenter Heparanase zu unbehandeltem SDC-4.  

Nach Behandlung des SDC-4 mit Chondroitinase ABC für 21 Stunden bei 37°C kommt 

es zu keinen Masseauflagerungen. Teilweise treten transiente Bindungen auf, aber die 

Phasenverschiebung verbleibt nach der Immobilisierung des modifizierten SDC-4 auf 

dem gleichen Niveau. 
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Abb. 5.19 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an SDC-4, das für 
zwei Stunden mit Chondroitinase ABC bei 37°C inkubiert wurde. 

 

Abb. 5.20 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an Syndekan-4, 
das für 21 Stunden mit Chondroitinase ABC bei 37°C inkubiert wurde.
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Sowohl Heparinase III als auch Chondroitinase ABC konnten das SDC-4 derart abbauen 

bzw. verändern, dass die Bindungsaffinität zu latenter Heparanase geringer wurde und 

sogar ganz verschwand. Aufgrund der Modulationen konnten die GAG-Ketten des ver-

wendeten SDC-4 identifiziert werden als HS- als auch CS-Polysaccharide. Weiterhin 

kann festgehalten werden, dass latente Heparanase zu beiden Strukturen Affinitäten 

aufweist. 

5.3.2 Bindung von latenter Heparanase zu Integrinen 

5.3.2.1 Bindung von latenter Heparanase zu VLA-4 

Die Affinitätsmessung der latenten Heparanase zu VLA-4 wurde nach dessen Immobili-

sierung an der Modellmembranoberfläche über die Chelator/His-tag-Methodik durchge-

führt (Abb. 5.21). Im Gegensatz zu den Versuchen mit SDC-4 bindet latente Heparanase 

deutlich schwächer an VLA-4, wie es an den ausbleibenden Phasenverschiebungen 

nach den ersten Injektionen zu erkennen ist. Dabei ist die niedrigste Konzentration be-

reits höher als in den Experimenten mit immobilisiertem SDC-4 (0,25 pmol/L im Gegen-

satz zu 10 pmol/L). Dennoch findet mit einer größeren Menge latenter Heparanase eine 

Bindung statt, deren Affinität sich in einem KD-Wert von 223,53 ± 107,16 nmol/L zeigt. 

Wegen der hohen Konzentrationen wird von einer unspezifischen Bindung ausgegan-

gen, die im Folgenden durch Vergleichsstudien genauer untersucht wurde. 

5.3.2.2 Bindung von latenter Heparanase zu αƲβ5 

Zur Überprüfung, inwieweit die oben gezeigte Heparanase-Bindung an VLA-4 eine un-

spezifische Bindung ist, die auch bei anderen Integrinen auftritt, wurde das Integrin αƲβ5 

gleicherweise immobilisiert und die Affinität der latenten Heparanase vermessen.  

Ein ähnlicher Diagrammverlauf wie bei der Vermessung von VLA-4 zeigt sich auch für 

αƲβ5. Bei niedrigen Heparanase-Konzentrationen kommt es zu keiner Anlagerung am 

Integrin. Bei der Injektion höherer Heparanase-Konzentrationen finden jedoch starke 

Bindungen in Form von Masseauflagerungen statt. Der KD-Wert der Bindung liegt bei 

224,68 ± 77,08 nmol/L und ist somit fast identisch mit der Bindungsaffinität der latenten 

Heparanase zu VLA-4. 
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Abb. 5.21 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an VLA-4  

 

Abb. 5.22 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an αƲβ5 
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Aus den vorgestellten Ergebnissen ergibt sich eine Grundaffinität von latenter Hepara-

nase zu Integrinen, die sich zumindest zwischen VLA-4 und αƲβ5 nicht unterscheidet.  

Im Vergleich ist die Affinität der latenten Heparanase zu SDC-4 höher, d.h. die Hepara-

nase würde in vivo zunächst an SDC-4 binden, bevor die Integrine als Bindungspartner 

in Frage kämen. In den durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden Konzentrati-

onen verwendet, bei denen es nicht zu einer Absättigung von SDC-4 kommen würde 

und somit eine Wechselwirkung mit Integrinen nahezu ausgeschlossen werden kann. 

Dieser Befund wird zusätzlich von den Bindungsversuchen mit VCAM-1 unterstützt, in 

denen die aSDC-4kd Zellen nach einem Zusatz von latenter Heparanase kein veränder-

tes Bindungsverhalten zeigten. 

5.3.3 Bindung von latenter Heparanase zu VCAM-1 

Neben der Bindung zu VLA-4 könnte der Gegenpart VCAM-1 eine Bindung zu latenter 

Heparanase herstellen und als Linker fungieren. Im biosensorischen Experiment wurde 

die EDC/NHS-Immobilisierung von VCAM-1 durchgeführt. Das charakteristische Profil 

der Immobilisierung ist zu Beginn des Laufes zu sehen und ist nach 4.000 Sekunden 

abgeschlossen. Die Phasenverschiebung vom Beginn der Messung bis zu diesem Zeit-

punkt zeigt die Masseauflagerung durch die Immobilisierung des VCAM-1. Die Hepara-

nase wurde nach der Immobilisierung und anschließender Phasenstabilisierung in stei-

gender Konzentration zugegeben. Ähnlich wie bei Versuchen mit immobilisierten Integri-

nen fand bei geringen Heparanase-Konzentrationen keine Auflagerung oder permanente 

Bindung statt und erst bei höheren Konzentrationen band die latente Heparanase stark 

an VCAM-1. Die Bindungsaffinität ist im Vergleich zu denen der Integrine marginal nied-

riger (KD-Wert 295,15 ± 88,70 nmol/L).  
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Abb. 5.23 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von latenter Heparanase an VCAM-1 

Obwohl die durchgeführten Experimente eine gewisse Affinität der latenten Heparanase 

zu VCAM-1 und VLA-4 anzeigen, so ist doch die Bindungsaffinität zu SDC-4 um einige 

Größenordnungen höher und wird daher den entscheidenden Weg der VLA-4-

Aktivierung über intrazelluläre Signalwege nach extrazellulärer Bindung von latenter He-

paranase an SDC-4 darstellen. 
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5.4 Intrazelluläre Vorgänge nach Inkubation mit latenter  

Heparanase 

Die präferierte Bindung von latenter Heparanase an SDC-4 und eine hieraus folgende 

erhöhte Affinität von VLA-4 zu seinem physiologischen Partner VCAM-1 konnten in den 

vorherigen Experimenten festgestellt werden. Die intrazellulären Vorgänge nach der 

Bindung von latenter Heparanase an SDC-4 und die Vermittlung der Konformationsän-

derung von VLA-4, die zur erhöhten VCAM-1-Bindung führt, sind nicht genauer bekannt. 

Enzymatisch inaktive Heparanase aktiviert in Zellen die Signaling-Proteine Src, PKCα, 

AKT und Rac1, die alle in der Zelladhäsion und Migration eine Rolle spielen136. In MV3 

Zellen wurden die beteiligten intrazellulären Kinasen und Proteine in Western Blots, Flu-

oreszenzmikroskopie und mittels eines für phosphorylierte Kinasen spezifischen 

Proteome ProfilerTM Array Kits identifiziert. 

 

Abb. 5.24 Intrazelluläres Signaling von Integrinen
202

  
In dieser Zeichnung sind die untersuchten Proteine farblich markiert. Dabei geben die unterschiedlichen 
Farben die Untersuchungsmethodik an: gelb: Fluoreszenzmikroskopie, blau: Western Blot, grün: Proteome 
Profiler

TM
 Human Phospho-Kinase Array. 
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5.4.1 Expression und Aktivität von ausgewählten Adhäsionskinasen nach  

Heparanase-Einfluss  

Wichtige Kinasen wie FAK, AKT und ILK, die in Adhäsions- und Migrationsprozesse der 

Integrine involviert sind, sowie die SDC-4-assoziierten Proteinkinasen PKCα und PKCδ 

wurden auf ihre Aktivität vor und nach 10-minütiger Inkubation mit latenter Heparanase  

(2 µg/mL) mittels Western Blot analysiert. 

  

Abb. 5.25 Western Blots von intrazellulären Kinasen der MV3 Wt und aSDC-4kd Zellen  
Als „housekeeping protein“ wurde das konstitutiv exprimierte β-Actin untersucht. 

In Wt Zellen ist nach Behandlung mit latenter Heparanase die Expression von FAK so-

wohl in inaktiver als auch in phosphorylierter Form deutlich erhöht. Als zentrales Signal-

molekül der Integrin-vermittelten Signaltransduktion ist ein erhöhtes Vorkommen Beweis 

für die intrazelluläre Aktivierung von Integrinen durch die Bindung latenter Heparanase 

an SDC-4. Zellen mit reduzierter SDC-4-Expression zeigten überraschenderweise ohne 

Heparanase bereits eine hohe FAK-Expression. Dies könnte ein Ausdruck der fehlenden 

Vernetzung zum extrazellulären Raum sein, die durch das Wegfallen des SDC-4 ent-
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standen ist, und in einer Erhöhung der Integrinaktivität als Kontaktpunkte resultiert. Al-

lerdings erhöht sich diese nur marginal durch die latente Heparanase, da nicht genügend 

SDC-4 zur Weiterleitung des Heparanase-Effektes vorhanden ist, um in 10 Minuten die 

FAK zu aktivieren. Die pFAK ist in aSDC-4kd Zellen nicht signifikant höher exprimiert als 

in Wt Zellen und nach Zugabe von Heparanase liegt keine höhere Phosphorylierung vor. 

Somit aktiviert latente Heparanase in 10 Minuten die FAK als Integrin-vernetzte Kinase, 

die für die Aktivierung der Integrine und Ausbildung stabiler Zelladhäsionen verantwort-

lich ist. 

Während die FAK direkt mit den Integrinen interagiert und eine nachgeschaltete Kinase 

darstellt, ist AKT Teil einer anderen Signalkaskade, die über PI3K nach- aber auch vor-

geschaltet agiert und Integrine aktivieren kann203. In MV3 Wt Zellen wird durch 

Heparanase sowohl die AKT als auch die pAKT stark erhöht. AKT ist ebenso wie FAK in 

aSDC-4kd Zellen generell höher exprimiert, erhöht sich jedoch nicht nach 10-minütiger 

Heparanase-Behandlung. Die Querverbindung zwischen SDC-4-Signaling und Integrin-

aktivierung könnte demnach auch über die Kinase AKT laufen. 

Im Gegensatz zu FAK und AKT bleibt die ILK unbeeinflusst durch Heparanase. Somit 

kann die kurzfristige Aktivierung von VLA-4 über diesen Signalweg ausgeschlossen wer-

den. Dieses Ergebnis ist konform zu vorherigen Publikationen, nach denen ILK nicht in 

Heparanase-vermitteltes Signaling involviert ist138.  

In CHO-Zellen wurde eine Aktivierung von PKCα nach Inkubation mit latenter 

Heparanase nachgewiesen136, die sich jedoch in MV3 Zellen nicht zeigte (Abb. 5.25). 

Weder die inaktive, noch die aktive Form der PKCα liegt nach Behandlung mit 

Heparanase vermehrt vor. Die ausbleibende PKCα-Aktivierung ist verwunderlich, da das 

von der Heparanase vermittelte Clustern der SDC-4 Proteine in anderen Zelllinien zu 

einer aktivierten PKCα führt136,204. Da diese Aktivierung SDC-4-spezifisch ist, ist das ge-

ringere Auftreten von PKCα und pPKCα in aSDC-4kd Zellen durch die geringere SDC-4 

Expression zu erklären.  

PKCδ ist bekannt als Gegenregulator von PKCα in der Zelle. Wenn PKCδ aktiv ist, wird  

SDC-4 am Ser183 phosphoryliert und PKCα kann nicht an SDC-4 binden. Durch bestimm-

te Liganden/Aktivatoren erfolgen die Dephosphorylierung und eine Zusammenlagerung 

der SDC-4-Proteine an der Zelloberfläche mit anschließender Aktivierung der PKCα. Die 

PKCδ ist in beiden Zelltypen exprimiert, jedoch liegt sie nicht aktiviert vor und Heparana-

se hat keinen Einfluss auf die Expression. In aSDC-4kd Zellen ist sie geringer vorhanden 

vermutlich wegen der geringeren SDC-4-Menge. Die ausbleibende Aktivierung der PKCδ 
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befürwortet ein Clustern von SDC-4 auf der Zelloberfläche, das durch die latente Hepa-

ranase herbeigeführt wird.  

Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte β-Actin untersucht, das unbeeinflusst von 

der latenten Heparanase in der Zelle vorliegt und bestätigt, dass gleiche Proteinmengen 

untersucht wurden.  

 

Abb. 5.26 PKC-Signaling von SDC-4
204

 

Zur weiteren Aufklärung wurden die beiden MV3 Zelltypen mit einem Assay von Enzo® 

LifeSciences auf ihre PKCα Aktivität untersucht. Es wurden keine signifikanten Unter-

schiede zwischen der Phosphorylierung von PKCα in Wt und aSDC-4kd Zellen festge-

stellt. Darüber hinaus konnte keine Steigerung oder Abnahme der PKCα-Aktivität unter 

Beeinflussung durch latente Heparanase detektiert werden. 
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5.4.2 Proteome ProfilerTM Human Phospho-Kinase Array 

Zur Aufdeckung weiterer, durch Heparanase aktivierter Kinasen wurde ein Phospho-

Kinase Array von R&D Systems mit Zelllysaten von MV3 Wt und aSDC-4kd Zellen 

durchgeführt. Insgesamt 45 Antikörper gegen Kinasen und Proteine waren auf der 

Membran punktuell aufgetragen und wurden untersucht. Die Auswertung erfolgte nach 

Normalisierung auf die Referenz-Pixeldichte und Festlegung des Nullwertes auf die Pi-

xeldichte der Negativkontrolle (PBS) für jede Membran. Derart konnten die vier Ansätze 

MV3 Wt oder aSDC-4kd mit und ohne 10-minütiger Inkubation mit latenter Heparanase 

(5 µg/mL) verglichen werden. 

5.4.2.1 Beeinflussung des ERK-Signalweges durch latente Heparanase 

In diesem Assay wurde cAMP response element binding Protein (CREB) als das durch 

Inkubation mit latenter Heparanase am stärksten phosphorylierte Protein identifiziert. 

CREB ist ein Transkriptionsfaktor, der am Ende einer von ERK oder PKC angeregten 

Signaltransduktionkaskade steht205. Viele Prozesse laufen über CREB wie Signalwege, 

die durch Hormone oder Wachstumsfaktoren induziert werden. Es konnte anhand von 

Gehirnmetastasen einer Melanomzelllinie gezeigt werden, dass CREB zu den Regulato-

ren gehört, die die Gentranskription der Heparanase und ihre Aktivität in Melanomzellen 

erhöhen206. Trotzdem ist nicht zu erwarten, dass eine alleinige Aktivierung von CREB auf 

eine spezifische Heparanase-Wirkung zurückzuführen ist. 

 

Abb. 5.27 Pixeldichten der Kinasen ERK1/2, c-Jun, JNK1/2/3, GSK-3α/β und CREB in Wt und aSDC-4kd 
Zellen mit und ohne latenter Heparanase-Behandlung (latHpse) im Proteome Profiler
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Im Proteome ProfilerTM Array ist zu erkennen, dass die latente Heparanase in Wt als 

auch in aSDC-4kd Zellen aktivierend auf CREB wirkt. Allerdings war in unbehandelten 

Wt Zellen die phosphorylierte Form bereits signifikant höher exprimiert als in SDC-4-

reduzierten Zellen, was auf eine Abhängigkeit von SDC-4 hindeutet. Für ein Signaling 

über ERK, das in der Aktivierung von CREB mündet, spricht die erhöhte Phosphorylie-

rung von ERK 1 und 2 sowie von c-Jun in Wt Zellen unter Heparanase-Einfluss. Deswei-

teren ist keine Aktivierung der GSK-3α oder β vorhanden, die inhibierend auf diesen 

Signalweg wirken würden.  

 

Abb. 5.28 Signaling in Melanomzellen über ERK-JNK nach Lopez-Bergami et al.
207

 

Der ERK-Signalweg stellt in Melanomzelllinien den wichtigsten Signalweg bezüglich der 

Wachstumssignale, des Zellüberlebens oder der Invasion in Gewebe dar208. In aktuellen 

Studien wurde dargelegt, dass über diesen Signalweg die VEGF-Expression positiv von 

Heparanase beeinflusst und durch Heparanase-Inhibitoren unterbunden wird208,209. Die 

Zusammenhänge zwischen Melanom, Heparanase und ERK-Signalweg werden durch 

die vorliegenden Daten auch für MV3 Zellen bewiesen und zeigen darüber hinaus be-

reits eine Aktivierung durch enzymatisch inaktive Heparanase und eine Abhängigkeit von 

der Expression des SDC-4 auf der Zelloberfläche.  
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5.4.2.2 Beeinflussung des p53-Signalweges durch latente Heparanase 

Das Protein p53 ist in malignen Zellen ein besonderes und interessantes Protein, da es 

tumorsuppressiv wirkt und den Zellzyklus reguliert, DNA-Reparatur veranlasst, aber 

auch in letzter Konsequenz die Apoptose der Zelle einleiten kann. Es nimmt eine wichti-

ge Rolle in der Vermeidung von unkontrolliert proliferierenden Zellen ein.  

 

Abb. 5.29 Signaling über Chk2, p38 und p53  
Das tumorsuppressive Protein p53 kann an drei Aminosäuren phosphoryliert werden (S15, S45 und S392) 
und beeinflusst je nach Grad der Phosphorylierung die Genexpression, um DNA-Reparaturen anzustoßen, 
den Zellzyklusarrest oder die Apoptose zu vermitteln

210
.  

ATM: ataxia telangiectasia mutated, ATR: ATM-and RAD3-related, Chk: Checkpoint Kinase 

In vielen Krebsarten ist p53 mutiert, so dass ein wichtiger Kontrollmechanismus außer 

Kraft gesetzt ist und diese Krebszellen ungehindert wachsen können. MV3 Zellen wur-

den noch nicht auf eine Mutation des p53 untersucht und es wird hier von einem nicht 

mutierten p53 ausgegangen. Von dieser Annahme ausgehend, scheint die erhöhte 

Phosphorylierung des p53 an drei prominenten Serinresten (S15, S45 und S392) nach 

latenter Heparanase-Inkubation eine Gegenregulation darzustellen. Diese erfolgt jedoch 

nur in Wt Zellen, was wiederum ein Hinweis auf die notwendige Rolle des SDC-4 ist. 
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Abb. 5.30 Pixeldichten der Kinasen Chk2, p38α und p53 in Wt und aSDC-4kd Zellen mit und ohne latenter 
Heparanase-Behandlung (latHpse) im Proteome Profiler

TM
 Assay 

Die Zelle bindet die latente Heparanase und reagiert u. a. in einer erhöhten p53-

Aktivierung, um die Transkription des Heparanase-Gens durch direkte Bindung an den 

Promotor zu stoppen, wie es bereits in anderen Zelllinien gezeigt werden konnte211. Für 

diese negative Rückkopplung spricht auch die aktivere Checkpoint-Kinase 2 (Chk2) in 

Heparanase behandelten Wt Zellen. Sie ist dem p53 vorgeschaltet und stabilisiert die 

phosphorylierte Form212. Die Kinase p38α ist nach Heparanase-Inkubation nicht in höhe-

rem Maße phosphoryliert. Somit wurde die Genexpression von Apoptose-vermittelnden 

Proteinen nicht aktiviert.  

Dieser Signalweg hat keine Relevanz für die Erhöhung von Integrin-Aktivität, stellt je-

doch in der Zelle eine wichtige Gegenregulation zur latenten Heparanase dar. 

5.4.2.3 Beeinflussung von FAK und AKT durch latente Heparanase 

Im vorherigen Kapitel 5.4.1 wurden die Integrin-gekoppelten Kinasen FAK und AKT an-

hand von Western Blots untersucht. Dabei zeigte sich in Wt Zellen eine erhöhte Phos-

phorylierung der FAK und AKT durch latente Heparanase. Dahingegen waren mittels 

Proteome ProfilerTM Array nur minimale oder keine Unterschiede zwischen den Zelltypen 

oder nach Heparanase-Inkubation festzustellen. Wie in den Blots liegt die AKT in aSDC-

4kd Zellen aktiver vor. Die signifikant geringere Phosphorylierung von AKT (S473) ist 

allerdings überraschend. In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass diese Aminosäure 

bevorzugt nach Heparanase-Inkubation phosphoryliert wurde138. Um dieses Ergebnis zu 

verifizieren, sind weitere Untersuchungen angebracht, in denen dem VLA-4 ein Bin-
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dungspartner zur Verfügung gestellt wird. Dadurch könnten die Kinasen differenzierter 

untersucht werden. 

 

Abb. 5.31 Pixeldichten der Kinasen FAK und AKT in Wt und aSDC-4kd Zellen mit und ohne latenter 
Heparanase-Behandlung (latHpse) im Proteome Profiler

TM
 Assay 

5.4.2.4 Beeinflussung der Familie der Src-Kinasen durch latente  

Heparanase 

Kinasen der Src-Familie sind nicht Rezeptor gebundene Tyrosinkinasen, die die 

Hydroxygruppen von Tyrosin-Einheiten vieler zytosolischer Proteine phosphorylieren und 

somit stark in das Signaling der Zellen involviert sind. Die meisten untersuchten Kinasen 

dieser Familie sind unbeeinflusst von latenter Heparanase, nur phosphorylierte c-Src- 

und Lyn-Kinasen liegen in Wt Zellen mit Heparanase in größerer Menge vor. In aSDC-

4kd zeigt sich lediglich eine höhere Aktivierung von Fyn, allerdings ist diese Erhöhung 

nicht signifikant.  

 

Abb. 5.32 Pixeldichten der Src-Kinasen c-Src, Yes, Fyn, Fgr, Lck, Hck und Lyn in Wt und aSDC-4kd Zellen 
mit und ohne latenter Heparanase-Behandlung (latHpse) im Proteome Profiler

TM
 Assay
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Diese vereinzelt aktiveren Kinasen c-Src, Fyn und Lyn werden mit dem Integrin-

Signaling von Plättchen und der Phosphorylierung von SDC-4 in Zusammenhang ge-

bracht 96,213. Die Aktivierung von c-Src in Wt Zellen zeigt eine erhöhte Aktivität von  

SDC-4 und VLA-4, die in einer Stabilisierung von fokalen Adhäsionen mündet. Das Aus-

bleiben in SDC-4kd Zellen unterstreicht diese SDC-4-Abhängigkeit. Eine Aktivierung der 

Kinasen deutet weiterhin auf die Einbeziehung von Integrinen hin und zeigt in den zwei 

Zelltypen die Nutzung verschiedener Kinasen. Dieses unterschiedliche Muster bedeutet 

die Aktivierung verschiedener Signalwege durch latente Heparanase beim Wegfall des 

Bindungspartner SDC-4. Lyn liegt durch die latente Heparanase zu einem höheren Anteil 

phosphoryliert vor. Eine erhöhte Phosphorylierung von Lyn steht im Zusammenhang mit 

der Aktivierung von β1-Integrinen, die sich in einem Komplex mit F-Actin und Actin-

bindenden Proteinen zusammenschließen214.  

Intrazellulär werden verschiedene Signalwege durch eine kurze Inkubation mit latenter 

Heparanase angeregt. Die Ergebnisse des Proteome ProfilerTM Array zeigen dabei die 

Aktivierung diverser Kinasen, die in Prozesse des Zellarrestes, der Adhäsion und 

Integrinaktivierung eingebunden sind. 

5.4.3 Beeinflussung der Integrin-Aktivität durch latente Heparanase und Detek-

tion durch fluoreszenzmikroskopische Markierung von Vinculin 

Die Ergebnisse aus Western Blot und Phospho-Kinase Array-Analysen lassen die intra-

zelluläre Aktivierung von Integrinen erkennen. Um spezifischer die funktionellen Auswir-

kungen auf VLA-4 zu untersuchen, wurden Zellen auf VCAM-1 kultiviert und mit latenter 

Heparanase versetzt. Die Anfärbung des zwischen Integrin und Zytoskelett geschalteten 

Vinculins erlaubte die Detektion von stabilen Integrin-Clustern, die während dem Entste-

hen von fokalen Adhäsionsspots gebildet werden. 

Latente Heparanase erhöhte die Anzahl der Vinculinspots und somit die Anzahl der foka-

len Adhäsionskomplexe in MV3 Wt Zellen. In aSDC-4kd Zellen blieb diese Erhöhung aus 

und bestätigt wiederum die wichtige Rolle des SDC-4 als Bindungspartner der 

Heparanase. Die Stimulation der Integrine durch Mangan-Ionen zeigte keine Zunahme 

von Vinculinspots. Dies weist darauf hin, dass die Integrinaktivierung durch Mangan ext-

razellulär erfolgt und sich innerhalb von 10 Minuten nicht in einer intrazellulären, stabilen 

Vinculin-Bündelung fortsetzt. Ebenso verhält es sich mit dem rekombinanten KKDC-

Peptid, das aus den Aminosäuren, die zur Heparin-Bindungseinheit der Heparanase 

gehören, besteht. Es war nicht in der Lage die Anzahl der Vinculinspots und somit die 
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Bindung von VLA-4 und VCAM-1 zu erhöhen. In vorangegangenen Publikationen wurde 

die Bindung von „KKDC“ an SDC-4 gezeigt, jedoch wurden diese Komplexe im Gegen-

satz zu denen bestehend aus Heparanase und SDC-4 nicht in die Zelle aufgenom-

men136. Ob das KKDC-Peptid die gleiche Stimulation wie latente Heparanase wegen 

einer ausbleibenden Internalisierung des „KKDC“/SDC-4-Komplexes oder wegen dem 

Fehlen einer weiteren bindenden Aminosäuresequenz der latenten Heparanase nicht 

erreichen konnte, ist in diesem Versuch wie in den vorherigen Versuchen mit dem 

KKDC-Peptid (siehe Kapitel 5.2.3 und 5.2.8) nicht nachzuverfolgen. 

  

Abb. 5.33 Detektion von Vinculinspots in Wt und aSDC-4kd Zellen immobilisiert auf VCAM-1  
Den Zellen wurde für 10 Minuten latente Heparanase (2 µg/mL), KKDC-Peptid (50 µmol/L) oder Mangan-
Ionen (1 mmol/L) zugegeben. Es wurden die Vinculinspots pro Zellfläche vermessen und auf die Anzahl in 
unbehandelten Zellen bezogen (100 %). 

Die Untersuchungen der intrazellulären Vorgänge nach Einflussnahme von exogen zu-

gesetzter latenter Heparanase beweisen die spezifische Aktivierung von VLA-4 ausge-

hend von SDC-4 über die ERK- und AKT-Signalwege, die nachgeschaltete FAK-

Aktivierung und die Beteiligung von Kinasen aus der Src-Familie. Die Detektion von 

Vinculin beweist, dass neben der Aktivierung einzelner VLA-4 Moleküle eine Zusammen-

lagerung von VLA-4 angeregt wird. Somit besteht eine Affinitäts- und Aviditätssteigerung 

des VLA-4 nach Stimulation mit latenter Heparanase. Desweiteren kommt es bereits 

nach 10-minütiger Heparanase-Behandlung zur Einleitung von regulatorischen Gegen-

maßnahmen in Form von p53-Aktivierung und Zellarrest. 
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5.5 Interaktion von Heparinen mit latenter Heparanase und  

Verhinderung des Heparanase-Effekts 

Enzymatisch aktive Heparanase spaltet bevorzugt HS-Ketten und zeigt zu diesen eine 

hohe Affinität. Als Substrat erkennt sie allerdings auch das strukturell verwandte Hepa-

rin, welches bereits Mitte der 1980er Jahre als Inhibitor der aktiven Heparanase identifi-

ziert wurde144. Eine hohe Bindung zwischen Heparin und latenter Heparanase wurde 

festgestellt, wobei eine Affinitätsbestimmung ausblieb137. Im Folgenden wird geklärt, ob 

die Wirkung latenter Heparanase auf VLA-4 durch Zugabe von Heparinderivaten beein-

flusst oder sogar gehemmt werden kann. Dabei könnte ein neues Target verifiziert wer-

den, welches als weiterer Erklärungsansatz zur antimetastatischen Wirksamkeit von He-

parin in vielfältigen präklinischen Studien dienen könnte. 

5.5.1 Bindung von latenter Heparanase zu modifizierten Heparinen 

In initialen Untersuchungen zur Heparin/Heparanase-Wechselwirkung wurden verschie-

dene semisynthetische Heparinderivate, die dankenswerterweise von Dr. Annamaria 

Naggi und Dr. Giangiacomo Torri zur Verfügung gestellt wurden, auf ihre Bindungsaffini-

tät zu latenter Heparanase analysiert. Dazu wurde die Heparanase wie in Kapitel 4.7.1 

beschrieben immobilisiert und Verdünnungsreihen der verschiedenen Derivate in anstei-

gender Konzentration injiziert. 

Tinzaparin und die modifizierten Heparine wiesen alle mikromolare Gleichgewichts-

Dissoziationskonstanten (KD-Werte) in ihren Wechselwirkungen mit latenter Heparanase 

auf. Dabei banden die modifizierten Heparine mit höherer Affinität an latenter 

Heparanase als es Tinzaparin vermochte. Sie unterschieden sich untereinander jedoch 

in ihren Assoziations- und Dissoziationskonstanten (kon und koff). Das über 

Glykolspaltung hergestellte Heparin (RO-H) weist die höchste Affinität zur latenten 

Heparanase auf. Allerdings ist die Geschwindigkeit der Dissoziation die höchste der un-

tersuchten Heparine, weshalb es nicht in weiteren Versuchen verwendet wurde. Die 

Desulfatierungen, entweder an C2- oder C6-Position des Zuckergerüstes (2O- und 6O-

DS-H), resultierten in mittleren Affinitäten und wurden aus diesem Grund ebenfalls nicht 

in weiteren Versuchen verwendet. Das zu 100 % N-acetylierte Heparin (NAc-H) wies die 

höchste Assoziations- und eine mittlere Dissoziationskonstante auf, weshalb es in den 

anschließenden Zellversuchen als Testsubstanz verwendet wurde. 
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Tabelle 5.1 Gleichgewichtsdissoziations-, Assoziations- und Dissoziationskonstanten der Heparine zu laten-
ter Heparanase 

Heparine KD (µmol/L) kon (L∙mol
-1

 s
-1

) koff (s
-1

) 

Tinzaparin 32,5
 
± 4,5 2,6 x 10

2
 ± 0,7 x 10

2
 8,46 x 10

-3 
± 2,89 x 10

-3
 

2O-DS-H 11,6 ± 4,12 1,67 x 10
2
 ± 0,5 x 10

2
 2,05 x 10

-3 
± 1,34 x 10

-3
 

6O-DS-H 10,7 ± 1,7 15,2 x 10
2
 ± 2,8 x 10

2
 16,04 x 10

-3 
± 2,24 x 10

-3
 

RO-H 4,3 ± 0,6 19,6 x 10
2
 ± 2,1 x 10

2
 8,37 x 10

-3 
± 1,28 x 10

-3
 

NAc-H 8,2 ± 1,1 6,7 x 10
2
 ± 1,4 x 10

2
 5,45 x 10

-3 
± 1,09 x 10

-3
 

Für weitere Versuche wurden Tinzaparin und NAc-H ausgewählt. Tinzaparin wird wie 

auch die anderen LMWH in der Thromboseprophylaxe von Tumorpatienten eingesetzt 

und wurde als VLA-4-bindendes Heparin identifiziert, das die Bindung zu VCAM-1 ver-

hindert165. Diese Eigenschaften kennzeichnen es als wichtige Kontrolle in den weiteren 

Zellversuchen. Neben Tinzaparin wurde NAc-H verwendet, da es zum einen ein günsti-

ges Verhältnis zwischen Assoziations- und Dissoziationskonstante aufweist, sowie einen 

niedrigen KD-Wert von 8,2 ± 1,1 µmol/L besitzt. Es liegt dadurch länger an latente 

Heparanase gebunden vor und stellt ggf. eine effizientere Bindungsblockade für latente 

Heparanase und SDC-4 dar. Zum anderen beeinflusst NAc-H nicht die Wechselwirkung 

zwischen VLA-4 und VCAM-1165. An dieser Stelle ist zu erwähnen, dass ähnliche Affini-

tätsabstufung für die Bindung modifizierter Heparine zu enzymatisch aktiver Heparanase 

bereits identifiziert worden sind215. In diesen Studien zeigten sich N-acetylierte und 

Glykolspaltungs-Heparinvarianten als die effektivsten Inhibitoren der enzymatisch akti-

ven Heparanase. Diese Bindungsstellen sind ebenfalls in der Struktur der latenten 

Heparanase vorhanden, wie die hier dargelegten Ergebnisse der im Vergleich höheren 

Affinitäten der RO-H und NAc-H zu latenter Heparanase zeigen. 
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5.5.2 Verdrängung von latenter Heparanase durch Heparin aus der Bindung zu 

Syndekan-4  

Zur weiteren Aufklärung der Heparinwirkung auf latente Heparanase wurden Bindungs-

studien durchgeführt, die zum Ziel hatten, latente Heparanase aus der Bindung zu  

SDC-4 durch steigende Heparinzusätze zu lösen. Als Leitsubstanz der Heparine wurde 

Tinzaparin verwendet. 

Heparanase wurde in hoher Menge an immobilisiertes SDC-4 kovalent gebunden, bevor 

steigende Tinzaparin-Konzentrationen injiziert wurden. Tinzaparin bindet aufgrund seiner 

Struktur und negativen Ladung nicht an das mit HS-Ketten dekorierte SDC-4, so dass 

eine Bindung nur zur gebundenen Heparanase wahrscheinlich ist.  

Tatsächlich kam es nach der Bindung von latenter Heparanase und Injektion der 

Tinzaparin-Verdünnungen nicht zu einer Abnahme der Phasenverschiebung, sondern 

sogar zu zusätzlichen Masseauflagerungen (siehe Abb. 5.34). Aus den angegebenen 

Gründen war eine Tinzaparin/SDC-4-Bindung auszuschließen, was eine Bindung von 

Tinzaparin zu latenter Heparanase in den Vordergrund rückte. Bereits nach der Injektion 

der geringsten Heparin-Konzentration wurde eine hohe Phasenverschiebung und somit 

Masseauflagerung detektiert. Aufgrund des weiteren Phasenverlaufes lässt sich erken-

nen, dass die latente Heparanase nach der zweiten Tinzaparin-Injektion mit Heparin 

„abgesättigt“ vorliegt und eine weitere Zugabe von Heparin keine zusätzliche Masseauf-

lagerung verursacht.  

Eine Verdrängung der latenten Heparanase aus ihrer Bindung zu SDC-4 ist folglich nicht 

möglich. Dies ist auch mit Blick auf die unterschiedlichen Bindungsaffinitäten der laten-

ten Heparanase zu SDC-4 sowie zu Heparin nachzuvollziehen. Daraus ergibt sich die 

Überlegung, ob vor dem Zustandekommen der SDC-4/Heparanase-Bindung eine Hepa-

ranase/Heparin-Wechselwirkung die Aktivierung der Zellen durch latente Heparanase 

verhindern kann. 
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Abb. 5.34 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von an SDC-4 gebundener latenter 
Heparanase und nachfolgende Tinzaparin-Injektionen 

 

Abb. 5.35 Graph der Phasenverschiebung während der Bindung von SDC-4 und einem Gemisch aus kon-
stanten Konzentrationen der latenten Heparanase mit abnehmenden Tinzaparin-Konzentrationen
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5.5.3 Verhinderung der Bindung von latenter Heparanase zu Syndekan-4 

durch eine vorherige Bindung zu Tinzaparin 

Zur Klärung der Fragestellung, ob Heparine der Bindung von latenter Heparanase an 

SDC-4 zuvorkommen können, wurde eine definierte Konzentration an latenter 

Heparanase mit abnehmenden Tinzaparin-Konzentrationen inkubiert und anschließend 

im Biosensor zur Wechselwirkung mit SDC-4 gebracht. 

Beginnend mit einem hohen Tinzaparin-Gehalt werden die Heparanase-Moleküle an 

einer Bindung zu SDC-4 gehindert (siehe Abb. 5.35). Die ersten Injektionen weisen eine 

transiente, hohe Phasenverschiebung auf, die sich durch die hohe Viskosität der kon-

zentrierten Tinzaparin-Lösung erklären lässt. Mit zunehmender Verdünnung verschwin-

den diese kurzen Peaks. Ab einem Schwellenwert von etwa 1,85 µmol/L kann Tinzaparin 

die 0,05 nmol/L konzentrierte latente Heparanase nicht mehr ausreichend inhibieren, so 

dass es mit jeder Injektion zunehmend zur Bindung von Heparanase und SDC-4 kommt. 

Dieser Versuch zeigt, dass Tinzaparin bis zu einer bestimmten Konzentration die Bin-

dung von latenter Heparanase zum SDC-4 verhindern kann. 

5.5.4 Einfluss von latenter Heparanase und Heparinen auf das Bindungsver-

halten von MV3 Zellen zu VCAM-1 in durchflusszytometrischen Untersu-

chungen 

Die Ergebnisse der Bindungsstudien wurden auf das Zellmodell übertragen und die Bin-

dung zu VCAM-1 zum einen nach simultaner Zugabe von Heparin und latenter 

Heparanase und zum anderen nach zeitlich versetzter Zugabe durchflusszytometrisch 

untersucht. 

5.5.4.1 Simultane Zugabe von Heparinen und latenter Heparanase zu MV3 

Zellen 

Beiden Zelltypen wurde vor der Vermessung am Durchflusszytometer für 10 Minuten 

eine Mischung aus Heparin (50 µg/mL) und latenter Heparanase (2 µg/mL) zugesetzt.  

Die Bindung von VLA-4 zu VCAM-1 war sowohl in Wt, als auch in aSDC-4kd Zellen sig-

nifikant reduziert, wenn Tinzaparin 10 Minuten vorab hinzugegeben wurde (siehe Abb. 

5.36). Der Zusatz von Heparanase konnte in beiden Zelltypen diese Reduktion nicht ver-
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hindern und die VLA-4/VCAM-1-Bindung verblieb auf dem Level der mit Tinzaparin 

inkubierten Zellen. Da Tinzaparin mit VLA-4 direkt in Kontakt tritt und die Bindung von 

VCAM-1 inhibiert, war eine Verminderung unter die Adhäsion der unbehandelten Ver-

gleichszellen in beiden Zelltypen zu erwarten und konnte in den Versuchen bestätigt 

werden.  
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Abb. 5.36 Durchflusszytometrische Untersuchungen der VCAM-1-Bindung von Wt und aSDC-4kd Zellen 
nach 10-minütiger Inkubation mit Heparinen oder Heparin/Heparanase-Gemischen  
NAc-H: N-acetyliertes Heparin 

Im Gegensatz dazu wirkt sich eine alleinige Behandlung der Zellen mit NAc-H nicht auf 

die Bindung von VCAM-1 aus. Bemerkenswert ist die Nivellierung des latenten 

Heparanase-Effektes auf die VCAM-1/VLA-4-Bindung in Wt Zellen, wenn die Zellen 

gleichzeitig mit NAc-H versetzt werden. In diesem Fall steigt die Fluoreszenz nicht über 

die Intensität der unbehandelten Wt Zellen an. Das Heparin ist somit in der Lage den 

Effekt der latenten Heparanase auf VLA-4 zu verhindern, indem es die Heparanase ab-

fängt, bevor sie an die Zelle binden kann. 

Der aSDC-4kd Zelltyp bleibt, wie in den Kapiteln 5.2.6 und 5.2.7 beschrieben, von einer 

Heparanase-Behandlung unbeeinflusst. Die verminderte VCAM-1-Adhäsion nach einem 

Zusatz von Tinzaparin ist auch für aSDC-4kd Zellen schlüssig, da beide Zelltypen die 
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gleiche Menge an VLA-4 auf der Zelloberfläche exprimieren (siehe Kapitel 5.1.3) und 

Tinzaparin direkt mit diesem interagiert und somit die Bindung zu VCAM-1 verhindert. 

Diese Experimente verdeutlichen, dass NAc-H in der Lage ist, den via SDC-4 vermittel-

ten Effekt der latenten Heparanase auf die VLA-4-Aktivierung durch direkte Bindung an 

Heparanase zu blockieren. Die Hemmung der latenten Heparanase ist auch bei 

Tinzaparin ein Bestandteil der Wirkung, der jedoch durch die direkte Blockade der VLA-

4-Bindung an VCAM-1 überdeckt wird und deshalb bisher nicht zur Kenntnis genommen 

wurde. 

5.5.4.2 Zeitlich versetzte Zugabe von Heparinen und latenter Heparanase 

zu MV3 Zellen 

In einem weiteren Ansatz wurde die Heparine (50 µg/mL) vorab für fünf Minuten zu den 

Zellen gegeben und erst anschließend die latente Heparanase (2 µg/mL) für 10 Minuten, 

um die Auswirkung auf die VLA-4/VCAM-1-Bindung nach zeitlich versetzter Zugabe zu 

untersuchen.  

0

50

100

150

200

Wt

aSDC-4kd

latente Heparanase +-

Tinzaparin - - + + -

+- +-

-

NAc-H - - + +--

*** *** * ns **

n
o

rm
a
li

s
ie

rt
 a

u
f 

d
ie

 F
lu

o
re

s
z
e
n

z

d
e
r 

W
t/

V
C

A
M

-1
 B

in
d

u
n

g
 (

%
)

 

Abb. 5.37 Durchflusszytometrische Untersuchungen der VCAM-1-Bindung von MV3 Wt und aSDC-4kd Zel-
len nach zeitlich versetzter Inkubation mit Heparinen und Heparanase 
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Im Gegensatz zu der simultanen Heparin/Heparanase-Zugabe zeigte sich in diesem 

versetzten Ansatz eine höhere Bindung von VCAM-1 zu Wt Zellen, sowohl nach 

Tinzaparin- als auch nach NAc-H-Vorabbehandlung. Dieser Effekt resultiert aus der hö-

heren Affinität der latenten Heparanase zu SDC-4 im Gegensatz zu den Bindungsaffini-

täten der beiden Heparine. Aus diesem Grund wird latente Heparanase, wenn sie nicht 

vorab zusammen mit Heparin inkubiert wird, nur teilweise von diesem gebunden und der 

ungebundene Rest lagert sich an SDC-4 an. Durch diese Bindung wird der intrazelluläre 

Signalweg angestoßen, der in der Aktivierung des VLA-4 mündet. 
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6 Zusammenfassung 

Das Enzym Heparanase nimmt in den Teilprozessen der hämatogenen Metastasierung 

von der Ablösung der Tumorzelle vom Primärtumor bis zur Extravasation in ein fremdes 

Gewebe eine wichtige Rolle ein. Es bewirkt die Degradation von Heparansulfat-

Proteoglykanen wie dem Syndekan-4, die als Zelloberflächenstrukturen Reservoirs für 

Chemokine und Wachstumsfaktoren darstellen. Die Ausschüttung der latenten Proform 

der Heparanase durch die Tumorzelle und ihre Aktivierung im extrazellulären Raum sind 

Bestandteile eines komplexen Zusammenspiels von Zelloberflächenstrukturen der Tu-

morzelle und Enzymen sowie Chemokinen von rekrutierten Zellen der Immunabwehr. 

Dabei ist die Interaktion der Tumorzelle mit ihrer Umgebung in allen Abschnitten der 

Metastasierung elementar für ihr Überleben und die Ansiedlung in fremden Geweben. 

Um diese zu stoppen, bieten sich Zelloberflächenrezeptoren wie Integrine als 

Targetstrukturen an. Beispielsweise stellt die Hemmung der Bindungsfähigkeit des 

Integrins VLA-4 zu endothelialem VCAM-1 eine aussichtsreiche Interventionsmöglickeit 

in der Metastasierungskaskade dar. 

Die vorliegende Dissertationsschrift beschreibt die Beeinflussung der VLA-4/VCAM-1-

Wechselwirkung durch die enzymatisch inaktive Proform der Heparanase. Durch bio-

sensorische Experimente konnte die hohe Bindungsaffinität von latenter Heparanase zu 

Syndekan-4 verifiziert werden und ebenso die Affinitäten zu Integrinen und VCAM-1 ge-

zeigt und quantifiziert werden. Aufbauend auf diesen Grundlagen wurde die Migration 

und Adhäsion von Melanomzellen in Abhängigkeit von VLA-4 und Syndekan-4 unter-

sucht. Exogen zugeführte latente Heparanase vermag das Bindungsverhalten der Zellen 

über VLA-4 transient zu steigern, wobei der Inkubationsdauer und der Heparanase-

Konzentration hohe Bedeutung zukommt. Diese Integrin-Aktivierung findet jedoch aus-

schließlich nach der Bindung von latenter Heparanase zu Syndekan-4 statt. Bei einer 

reduzierten Expression des Syndekan-4 erfolgt keine inside-out Aktivierung des VLA-4. 

Die Ausschüttung von latenter Heparanase durch die Melanomzelle kann als autoregula-

tiver Effekt angesehen werden, da sie ihre Adhäsion durch Integrine über die eigene 

Ausschüttung von Heparanase steuert.  

Die intrazelluläre Aktivierung des Integrins über diverse Kinasen wurde erfasst und 

zeichnet ein komplexes Bild auf. Fokale Adhäsionen werden aufgrund des Zusatzes von 

latenter Heparanase über VLA-4 gebildet und äußern sich in der Aktivierung der Kinasen 

FAK und AKT, sowie in der Bildung von Vinculinspots. Der ERK-Signalweg, der in die 

Prozesse der Zelldifferenzierung, des Wachstums und der Apoptose involviert ist, wird 
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durch die Bindung der latenten Heparanase aktiviert, ebenso wie der nachgeschaltete 

Weg über das tumorsuppressive p53. 

Diese Erkenntnisse fügen sich zu einem Gesamtbild der möglichen Autoregulation der 

Tumorzelle im Prozess der Metastasierung zusammen. Da die enzymatische Aktivität 

der Heparanase pH-Wert abhängig ist und nur im leicht sauren Milieu des Tumors voll 

zum Tragen kommt, trägt dies entscheidend zum Abbau der extrazellulären Matrix und 

Forcierung der migrativen Fähigkeit der Tumorzellen im Metastasierungsprozess bei. In 

pH-neutraler Umgebung der EZM fördert dann die latente Form der Heparanase die 

Integrin-vermittelte Adhäsion und Migration der Zellen. 

Desweiteren wurde gezeigt, dass die proadhäsive Wirkung der latenten Heparanase 

durch Heparine inhibiert werden kann. In biosensorischen Untersuchungen konnte die 

hohe Affinität der vermessenen Heparinderivate bestimmt werden und die Wechselwir-

kung der Heparine zu latenter Heparanase, die bereits an Syndekan-4 gebunden vor-

liegt. Eine bestehende Bindung zwischen den beiden Komponenten können die vermes-

senen Heparine zwar nicht auflösen, vermögen jedoch die latente Heparanase vor einer 

Wechselwirkung mit dem Heparansulfat-Proteoglykans zu binden und dadurch eine 

Syndekan-4-Anlagerung und eine resultierende inside-out Aktivierung des Integrins zu 

blockieren. Somit leistet diese Arbeit darüber hinaus einen Beitrag zur Aufklärung des 

antimetastatischen Wirkmechanismus von Heparinen, indem Heparine nicht nur die en-

zymatische Funktion der Heparanase unterbinden, sondern vorab bereits eine Bindung 

der latenten Proheparanase zur Tumorzelle verhindern. 
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