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Zusammenfassung 
Die ECM (englisch: extracellular matrix) ist ein hoch dynamisches Kompartiment, das 

ständigen, streng regulierten Umstrukturierungen unterliegt. Während einer Krebser-

krankung kommt es zur Deregulierung und Umorganisation der ECM im Tumor-

gewebe. Eine aberrante ECM begünstigt die Karzinogenese und die maligne 

Zelltransformation. Die Proteinklasse der Kollagene ist maßgeblich an der 

Gerüstbildung der ECM beteiligt. Kollagene spielen während der Karzinogenese eine 

wichtige Rolle in der Adhäsion, Migration, Invasion, Angiogenese und der 

Gewebsmorphologie. Im oralen Plattenepithelkarzinom (englisch: oral squamous cell 

carcinoma, OSCC) und im Gliom ist eine erhöhte Expression von Kollagen XVI zu 

beobachten. 

Um ein besseres Verständnis über die Wirkungsweise und den Einfluss einer 

erhöhten Kollagen XVI Expression auf die Karzinogenese des OSCC zu erlangen, 

sollen im ersten Teil dieser Dissertation die funktionellen Aspekte von Kollagen XVI 

auf die Progression des OSCC untersucht werden. Dabei wird mit Hilfe der Über-

expression von Kollagen XVI in der OSCC-Tumorzelllinie PCI13 (Pittsburgh Cancer 

Institute) auch der zugrunde liegende Signalweg analysiert.  

Ziel 1: Im ersten Teil dieser Dissertation sollen folgende Fragen beantwortet werden: 

• Welchen Einfluss hat eine erhöhte Kollagen XVI Expression auf die maligne 

Transformation der OSSC Zellen? 

• Welche Gene und Proteine sind daran beteiligt? 

• Über welchen Signalweg wirkt Kollagen XVI auf diese Gene, beziehungsweise 

auf die dazugehörigen Proteine? 

Zusammenfassend zeigt der erste Teil dieser Arbeit, dass eine Überexpression von 

Kollagen XVI in OSCC Zellen zur deutlich erhöhten Genexpression und Sekretion 

der MMP9 (Matrix-Metalloprotease 9) führt, wobei Kollagen XVI autokrin auf die 

Zellen einwirkt: Nach der Kollagen XVI vermittelten Aktivierung der 

Zelloberflächenrezeptoren Integrin α1β1 (Eble et al., 2006; Ratzinger et al., 2011) 

kommt es zur Aktivierung der ILK (englisch: integrin-linked Kinase). Dabei führt die 

Integrinaktivierung zunächst zur verstärkten Interaktion der ILK mit Kindlin-1 und der 

dadurch vermittelten Rekrutierung der ILK/Kindlin-1 Komplexe in fokale 

Adhäsionskontakte. Dort kommt es zur Aktivierung der ILK und der anschließenden 
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Phosphorylierung und Aktivierung der Akt/PKB (Akt/Proteinkinase B). Im Folgenden 

führt dies zur Aktivierung und Translokalisierung des Transkriptionsfaktors AP-1 

(Aktivatorprotein 1) in den Nukleus. AP-1 bindet dort an seine Konsensussequenz im 

MMP9 Promotor und steigert dadurch die MMP9 Genexpression. Schließlich führt 

dies zur vermehrten Proteinexpression und Sezernierung von MMP9 in Kollagen XVI 

überexprimierenden OSCC Zellen, was die Invasivität dieser Zellen steigert. 

Die kontrollierte Proteolyse von Makromolekülen der ECM setzt bioaktive Fragmente 

frei oder demaskiert kryptische Proteindomänen dieser Makromoleküle. Diese 

Fragmente besitzen meist spezifische, von ihren Ursprungsproteinen verschiedene, 

bioaktive Eigenschaften und werden entweder als Matrikine oder Matrikryptine 

bezeichnet. Eine Vielzahl dieser Matrikryptine und Matrikine beeinflussen Wachstum 

und invasive Eigenschaften von Tumoren. Aus diesem Grund soll im zweiten Teil 

dieser Dissertation der Einfluss der NC11 (englisch: non-collagenous 11) Domäne 

von Kollagen XVI auf die Progression des OSCC untersucht werden. Mit Hilfe der 

Überexpression der NC11-Domäne in der OSCC-Tumorzelllinie PCI13 werden die 

funktionellen Aspekte der NC11-Domäne auf OSCC Zellen analysiert.  

Ziel 2: Im zweiten Teil dieser Dissertation sollen folgende Fragen beantwortet 

werden: 

• Wie wirkt sich die Überexpression der NC11-Domäne auf die funktionellen 

Eigenschaften, wie Proliferation, Migration und Morphologie, der OSCC Zellen 

aus? 

• Welche Gene und Proteine sind daran beteiligt? 

• Können Kollagen XVI Fragmente auch in Seren von OSCC Patienten 

detektiert werden und gegebenenfalls als Biomarker für die Charakterisierung 

eines OSCC klinische Verwendung finden? 

Der zweite Teil dieser Arbeit beschreibt die vaskulogene Wirkung der NC11-Domäne 

von Kollagen XVI auf OSCC Zellen. Dabei zeigt sich, dass die Überexpression der 

NC11-Domäne eine Induktion der Gen- und Proteinexpression des Tumor- und 

Endothel-assoziierten VEGFR1 (englisch: vascular endothelial growth factor receptor 

1), VEGFR2 und des uPa (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator) Rezeptor die 

vaskulogene Mimikry der OSCC Zellen bewirkt. Funktionell äußert sich die 

Überexpression der NC11-Domäne in einem unterschiedlichen Proliferationsmuster, 

einer kleineren Zellgröße, einer verminderten Proliferationsrate und einer Abnahme 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL ZUSAMMENFASSUNG 

VI 
  

der Migrationsaktivität der OSCC Zellen. Zudem verstärkt eine Überexpression der 

NC11-Domäne die Fähigkeit der OSCC Zellen zur klonalen Expansion. Des Weiteren 

werden die Wachstumsstrukturen der OSCC Zellen beeinflusst. Durch die NC11 

Überexpression besitzen die OSCC Zellen die Fähigkeit zur vaskulogenen Mimikry 

und bilden bei der 3D Kultivierung auf GFR (englisch: growth factor reduced) Matrigel 

Endothel-ähnliche Netze aus. Nach Inhibition der VEGF Rezeptoren zeigt sich, dass 

die vaskulogene Mimikry der NC11 überexprimierenden OSCC Zellen VEGFR 

vermittelt ist. 

Bei der Untersuchung von OSCC-Patientenseren können neben dem Volllänge-

Kollagen XVI spezifische Kollagen XVI Trunkierungen detektiert werden, die 

möglicherweise als Matrikryptine definiert werden können. Außer 120, 80, 60, 50 und 

40 kDa großen N-terminalen Fragmenten kann auch ein 35 kDa Fragment, das 

aufgrund seines molekularen Gewichts die NC11-Domäne sein könnte, in 

Patientenseren nachgewiesen werden. Vergleiche mit Kontrollseren gesunder 

Individuen lassen eine verstärkte Abspaltung der NC11-Domäne von Kollagen XVI in 

Seren von OSCC Patienten vermuten. 
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I. Einleitung 

I.1. Das orale Epithel 
Als orales Epithel bezeichnet man die Oberfläche der oralen Mukosa. Dabei bildet 

dieses geschichtete Plattenepithel (englisch: squamous epithelium) die erste Barriere 

zwischen der Mundhöhle und den tiefer liegenden Geweben. Das Epithel garantiert 

seine strukturelle Integrität durch ständige Zellerneuerung, durch mitotische 

Zellteilung der Vorläuferzellen in den unteren Schichten (Stratum basale) des 

Epithels und Zellmigration zur Oberfläche um alternde, abgestorbene Zellen zu 

ersetzen.(Nanci, 2003).  

Vorläuferzellen befinden sich in dünnen Epithelien nur in der basalen Schicht und in 

dickeren Epithelien in den unteren zwei bis drei parabasalen Schichten. Dabei bilden 

sich teilende Zellen häufig Zellcluster. Die Vorläuferzellen lassen sich in zwei 

Populationen einteilen: die Zellen der ersten und kleineren Population besitzen eine 

geringe Teilungsrate und es wird angenommen, dass es sich bei ihnen um 

Stammzellen handelt. Dabei produzieren sie basale Zellen und erhalten so das 

Proliferationspotential des Gewebes. Die größere Population der sich teilenden 

Zellen sind Zellen mit einer hohen Teilungsrate. Ihre Aufgabe besteht darin, 

genügend Zellen für ständige Reifungsprozesse und Zellersatz zur Verfügung zu 

stellen. Diese postmitotischen Zellen reifen und differenzieren während ihrer 

Migration von der basalen zur apikalen Seite des Epithels (Nanci, 2003).  

Das orale Epithel besteht neben Langerhans-Zellen, Merkel-Zellen und Melanozyten 

hauptsächlich aus Keratinozyten mit unterschiedlichen Zellschichten, den 

sogenannten Strata. Die histologischen und morphologischen Unterschiede der 

Strata beruhen auf dem unterschiedlichen Differenzierungs- und Reifungsgrad der 

darin befindlichen  Keratinozyten. Strukturell lässt sich das orale Epithel in 

keratinisiert und nicht-keratinisiert unterteilen. Das keratinisierte Epithel findet man in 

der Mundhöhle vor allem im Bereich des Zungenrückens. Wie in Abb. 1A zu sehen, 

besteht das keratinisierte Epithel aus vier Schichten. Das untere Stratum basale 

grenzt an die Basalmembran. Seine Zellen besitzen eine kubische längliche Form. 

Nur Zellen dieser Schicht sind mitotisch aktiv, während sich die darüber liegenden 

Strata aus postmitotischen, differenzierenden Zellen zusammensetzen. Es folgt das 

mehrlagige Stratum spinosum, dessen elliptische bis sphärische Zellen über 
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Desmosomen miteinander verbunden sind. Die Keratinozyten des darüber liegenden 

Stratum granulosum sind groß und abgeflacht. Sie synthetisieren in großen Mengen 

Keratohyalin und reichern es in basophilen Keratohyalingranula an. Das obere 

Stratum corneum besteht aus ineinander verzahnten, verhornten Keratinozyten 

(Plättchen, Squames). Sobald die Zellen das Stratum corneum erreichen, zerfallen 

Zellkern und Organellen und die Zellen dehydrieren. Neben dem keratinisierten 

Epithel gibt es auch Epithelien in der Mundhöhle die sich teilweise aus keratinisierten 

und parakeratinisierten Zellen zusammensetzen. Die Zellkerne der Keratinozyten im 

Stratum corneum bleiben bei der Parakeratinisierung erhalten. Allerdings besteht der 

größte Teil der Mundhöhle (weicher Gaumen, Zungenunterseite, Mundboden, 

Innenseite der Wangen und der Lippe) aus einem mehrschichtigen, nicht-

keratinisierten Epithel. Auch das nicht-keratinisierte Epithel besteht aus 

verschiedenen Strata. Allerdings besitzt es kein Stratum granulosum und kein 

Stratum corneum, stattdessen findet man das Stratum intermedium und das Stratum 

superficiale. Da orale nicht-keratinisierte Epithelien häufig wesentlich dicker als 

keratinisierte Epithelien sind, besteht hier das Stratum spinosum aus mehr Zelllagen 

verglichen zum keratinisierten Epithel. Es folgt das Stratum intermedium, dessen 

Zellen abgeflacht sind. Die oberste Zellschicht wird als Stratum superficiale 

bezeichnet. Seine Keratinozyten sind noch flacher, besitzen aber im Gegensatz zu 

den Plättchen des keratinisierten Epithels noch einen Zellkern. Das mehrschichtige 

keratinisierte als auch das nicht-keratinisierte Epithel der Mundhöhle werden wegen 

ihrer abgeflachten, platt abschließenden Zellen auch als Plattenepithelien bezeichnet 

(Heinzeller and Büsing, 2001; Nanci, 2003). 
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I.2. Das orale Plattenepithelkarzinom 

I.2.1. Epidemiologie 

Das orale Plattenepithelkarzinom ist mit einem Anteil von mehr als 90% die häufigste 

Form aller oralen Tumoren (Feller, 2012). Jährlich werden weltweit um die 650.000 

Neuerkrankungen diagnostiziert (Argiris et al., 2008). Dabei erkranken Männer um 

1,5 fach häufiger als Frauen (Feller, 2012). Das Durchschnittsalter liegt bei einer 

Erkrankung bei Anfang 60, obwohl in den letzten Jahren ein Anstieg an Patienten 

unter 45 Jahre zu beobachten war. Die fünf Jahresüberlebensrate liegt trotz 

verbesserter Operationsmöglichkeiten, Chemotherapie und Strahlentherapie 

weiterhin bei nur 50% (Argiris et al., 2008). Das liegt zum einen an der schnellen 

Invasion von malignen Keratinozyten in zervikale Lymphknoten und die dadurch 

rasche Metastasierung (Baatenburg de Jong et al., 2001). Zum anderen werden 

OSCCs im Frühstadium und ihre Vorläuferläsionen wegen ihrer fehlenden 

Schmerzsymptomatik nur selten diagnostiziert (Bagan et al., 2010; Hullmann et al., 

2010). Die späte Diagnostizierung von OSCC verschlechtert die Prognose des 

Patienten dabei erheblich (Kowalski and Carvalho, 2001).  

 

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines mehrschichtigen keratinisierten oralen Platten-epithels (A) und 
eines mehrschichtigen nicht-keratinisierten oralen Plattenepithels (B) 
Zeichnung nach Nanci, 2003 
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I.2.2. Ätiologie und Risikofaktoren 

Die Hauptrisikofaktoren sind sowohl exzessiver Tabak- als auch Alkoholkonsum, die 

einen synergetischen Effekt besitzen (Blot et al., 1988; Leemans et al., 2011). In 75% 

aller OSCC Erkrankungen sind diese Faktoren beteiligt (Argiris et al., 2008). Tabak-

konsum beeinflusst  die Entstehung von OSCC vor der malignen Transformation 

stark (Morse et al., 2007). Die kanzerogenen Substanzen im Tabak induzieren im 

Gewebe die Bildung von freien Sauerstoffradikalen. Die von freien 

Sauerstoffradikalen hervorgerufenen DNA Schäden können in oralen Zellen zur 

Mutagenese führen (Zain, 2001). Zu den Hauptrisikofaktoren zählt auch eine 

antioxidantien- und vitaminarme Ernährung (Scully and Bagan, 2009; Bernier, 2011). 

Auch mangelnde Mundhygiene, vor allem in Verbindung mit Alkoholkonsum, erhöht 

das Risiko an OSCC zu erkranken (Meurman and Uittamo, 2008; Bernier, 2011). 

Dabei wird Alkohol durch Mikroorganismen in der Mundhöhle zum kanzerogenen 

Acetaldehyd metabolisiert. Dieses verursacht die Bildung von DNA-Addukten und 

fördert damit die Entstehung von Mutationen.  

Untersuchungen in den letzten Jahren weisen zudem auf eine Beteiligung humaner 

Papillomaviren (HPV) an der Entstehung des OSCCs. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass 25% aller Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich das Genom des 

onkogenen HPV-16 tragen. Zu der OSCC-Patientengruppe mit einer HPV Infektion 

gehören häufig Patienten, die weder Tabak konsumieren noch exzessiv Alkohol 

trinken (Argiris et al., 2008). Zudem sind Tumore dieser Gruppe häufig wenig 

differenziert. Bei einer Infektion mit HPV-16 kann es zur Inaktivierung der 

Tumorsuppressoren p53 und pRb (Retinoblastom-Protein) und folglich zur OSCC 

Entstehung kommen. Daher wird heutzutage eine HPV-Infektion zu den 

Hauptrisikofaktoren gezählt (Argiris et al., 2008; Leemans et al., 2011; Stransky et 

al., 2011).  

Zu den oben genannten exogenen Risikofaktoren können unter anderem genetische 

Prädispositionen (wie z. B.  das Li Fraumeni Syndrom, Plummer-Vinson Syndrom, 

Fanconi-Anämie) als auch chronische Immunsuppressionen das Risiko OSCC zu 

entwickeln, erhöhen (Argiris et al., 2008; Leemans et al., 2011). 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL I. EINLEITUNG 
 

10 
 

I.2.3. Tumorgenese 

Orale Plattenepithelkarzinome entstehen überwiegend aus präkanzerogenen 

Läsionen, die sich in Leukoplakie und Erythroplakie unterscheiden lassen (Hullmann 

et al., 2010; Bernier, 2011; Leemans et al., 2011). Die Leukoplakie ist eine weiße, 

nicht abwischbare Mundschleimhautveränderung, die sich klinisch und pathologisch 

keiner anderen Erkrankung zuordnen lässt. Das Risiko aus einer solchen 

Leukoplakie ein invasives Karzinom zu entwickeln liegt zwischen 3% und 16% 

(Bernier, 2011). Dagegen ist die Erythroplakie eine rote, nicht abwischbare 

Mundschleimhautveränderung mit einem 30 bis 50%igem Risiko sich zu einem 

invasiven Karzinom zu entwickeln. Auch diese Veränderung der Mundschleimhaut ist 

klinisch und pathologisch keiner anderen Erkrankung zuzuordnen. (Hullmann et al., 

2010; Bernier, 2011; Leemans et al., 2011).  

Während der Progression des OSCC wurden diverse Genveränderungen in den 

transformierten Zellen identifiziert. Dabei handelt es sich generell um die Aktivierung 

von Onkogenen durch Genamplifikation und Überexpression, sowie um die 

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, hervorgerufen durch Mutationen und 

Deletionen. Diese Genveränderungen führen zur Deregulation des Zellverhaltens (z. 

B. Zellproliferation) und damit zur Tumorentstehung (Hardisson, 2003). 

In der frühen Phase der Progression ist in OSCC Zellen am häufigsten der Verlust 

der chromosomalen Region 9p21 zu beobachten. In diesem Abschnitt liegt das  Gen 

p16, dessen Genprodukt p16INK4A ein wichtiger Inhibitor des Zellzyklus ist (Forastiere 

et al., 2001; Leemans et al., 2011). Cyclin D bildet mit den Cyclin-abhänigen Kinasen 

(englisch: Cyclin-dependent kinase, CDK) 4 und 6 Komplexe (D-CDK Komplexe), die 

während der frühen und mittleren G1 Phase aktiviert werden. Diese D-CDK 

Komplexe sind in der Mitose für die Transition von der G1- in die S-Phase von 

Bedeutung. Das Protein p16INK4A verhindert die Aktivierung der D-CDK4 und D-CDK6 

Komplexe (Weinberg, 2013).  

In der Hälfte aller OSCC kommt es zum Verlust der chromosomalen Region 17p13 

oder zu einer Punktmutation des darin enthaltenen Gens TP53 (Forastiere et al., 

2001; Argiris et al., 2008; Leemans et al., 2011). Diese Veränderung ist mit der 

Progression von einer präinvasiven zu einer invasiven Läsion assoziiert (Forastiere 

et al., 2001). Das Genprodukt des TP53 Gens ist der Tumorsuppressor p53. Das p53 
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Tetramer fungiert im Nucleus als Transkriptionsfaktor. Zum einen initiiert es den 

Zellzyklusarrest in der G1 Phase zur Reparatur von DNA-Schäden, zum anderen 

kann aktives p53 auch als Resultat von schwerwiegenden DNA Schäden die 

Apoptose einleiten (Weinberg, 2013). Der Verlust an aktiven p53 verhindert die 

Apoptose und verursacht dadurch genetische Instabilität entarteter Keratinozyten 

(Mannarini et al., 2009).  

Des Weiteren wurde in vielen OSCC eine Expression einer konstitutiv aktiven Form 

des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (englisch: epidermal growth factor 

receptor, EGFR) beobachtet. Die Rezeptor-Tyrosinkinase aktiviert verschiedene 

Signalkaskaden, die unter anderem die Zellproliferation, das 

Metastasierungspotential und die Angiogenese entarteter Zellen steigert (Argiris et 

al., 2008; Weinberg, 2013).  

In mehr als 90% aller OSCC Fälle kommt es zu einer Reaktivierung der Telomerase 

oder ihrer enzymatisch aktiven Untereinheit TERT. Die Telomerase ist bei der 

Aufrechterhaltung der Telomerlänge und der damit einhergehender Immortalisierung 

von Zellen beteilgt (Argiris et al., 2008; Leemans et al., 2011). 

Bei HPV induzierten Karzinomen kommt es zur Integration der doppelsträngigen 

Viren-DNA ins Genom der Wirtszelle. Anschließend werden die viralen Onkoproteine 

E6 und E7 von den infizierten Zellen exprimiert. Das Onkoprotein E6 interagiert mit 

dem Tumorsuppressor p53 und initiiert dessen Ubiquitinilierung und anschließende 

Degradation. Dadurch wird verhindert, dass die Wirtszelle in Apoptose geht. Das 

Onkoprotein E7 inhibiert den hypophosphorylierten Tumorsuppressor pRb. In dieser 

hypophosphorylierter Form inhibiert das pRb den Zellzyklus und ist essentiell für den 

G0-Phase Arrest in differenzierten Zellen (Leemans et al., 2011; Weinberg, 2013). 

Die Inhibierung von pRb in E7 produzierenden Zellen führt zur Unterbrechung des 

Zellzyklus, zur vermehrten Proliferation und malignen Transformation infizierter 

Keratinozyten (Marur et al., 2010).  
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I.3. Die extrazelluläre Matrix 

I.3.1. Funktion 

Die extrazelluläre Matrix ist ein komplexes und dynamisches Netzwerk aus 

Makromolekülen mit verschiedenen physikalischen und biochemischen 

Eigenschaften, das alle Arten von Zellen umgibt und mit ihnen in Kontakt tritt (Hynes, 

2009; Frantz et al., 2010; Watt and Huck, 2013; Gattazzo et al., 2014). Sie kommt als 

nicht-zelluläres Kompartiment in allen Geweben und Organen vor. Neben der 

Bereitstellung eines Gerüsts zur Stabilisierung der physikalischen Struktur spielt die 

ECM eine  komplexe Rolle in fundamentalen Aspekten der Zellbiologie wie z. B. 

Zellvitalität, Zellentwicklung, Zellmigration, Zellproliferation, Zellmorphologie und 

Funktion. (Frantz et al., 2010; Rovensky, 2011; Gattazzo et al., 2014). Dabei 

unterscheidet sie sich drastisch in ihrer Zusammensetzung und Topologie sowohl 

von einem Gewebe zum anderen (z. B. Lunge vs. Haut vs. Knochen) als auch 

innerhalb von Geweben (renaler Kortex vs. renale Medulla) und auch von einem 

physiologischen Status zum anderen (gesund vs. kanzerogen). Dazu unterliegt die 

ECM einem ständigen enzymatischen oder nicht-enzymatischen Umbau und nimmt 

direkt oder indirekt Einfluss auf die Zellen in ihrer Umgebung. 

 

Die physikalischen Eigenschaften der ECM wie Festigkeit, Porosität, Topographie 

und Löslichkeit beeinflussen viele Prozesse, die mit der Zellverankerung assoziiert 

sind, wie z. B Zellteilung, Zellpolarität und Zellmigration. Über die Bindung der Zellen 

an die ECM und die Bildung von fokalen Adhäsionskomplexen, bestehend aus 

Integrinen (siehe Kapitel I.6), Adaptor- und Signalproteinen, werden biomechanische 

Kräfte der Matrix in die Zelle übertragen (Mechanotransduktion)(Lu et al., 2012; 

Gattazzo et al., 2014). Der fokale Adhäsionskomplex fungiert dabei als 

Mechanosensor und verbindet physikalisch das Aktomyosin- Zytoskelett mit der 

ECM. Unter dieser Krafteinwirkung erfahren einige der an diesen Komplexen 

beteiligten Proteine (z. B. Talin) Konformationsänderungen. Diese Mechano-

transduktion hat Einfluss auf das Zellschicksal, Differenzierung und 

Gewebefunktionen (Lu et al., 2012). Zusätzlich beeinflusst die Zusammensetzung 

der ECM das Zellschicksal: Wachsen mesenchymale Stammzellen (englisch: 

mesenchmal stem cells, MSCs) auf einer Matrix, die in ihrer Konsistenz der des 
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Gehirns ähnelt, produzieren diese neuronale Marker. Kultiviert man dieselben MSCs 

auf ECM, die der von Knochen oder Muskel ähnelt, produzieren diese knochen- oder 

muskelspezifische Proteine (Hynes, 2009). 

Eine weitere wichtige Aufgabe der ECM ist die Präsentation von Wachstumsfaktoren 

(englisch: growth factor, GF). Wachstumsfaktoren binden unter anderem an Heparin 

und Heparinsulfat, Bestandteile der ECM. Damit bildet die ECM ein Reservoir an 

Wachstumsfaktoren. Zudem wird vermutet, dass durch die Verankerung der 

Wachstumsfaktoren an ECM-Proteine stabile Gradienten aufgebaut werden, an 

denen Zellen chemotaktisch entlang wandern können. Außerdem wurde festgestellt, 

dass Herparinsulfat auch als Co-Faktor für einige Wachstumsfaktoren fungieren kann 

(Shi and Massagué, 2003; Mohammadi et al., 2005). Auch durch die enzymatische 

Degradation der ECM Proteine werden sowohl gebundene Wachstumsfaktoren als 

auch Wachstumsfaktor-ähnliche Proteinbereiche freigesetzt und dadurch den Zellen 

kurzfristig zur Verfügung gestellt (Hynes, 2009). 

 

I.3.2. Zusammensetzung der extrazellulären Matrix 

Die ECM besteht neben Flüssigkeit aus einer Vielzahl unterschiedlicher 

Makromoleküle. Hauptsächlich werden diese Makromoleküle von Fibroblasten, 

Chondrozyten und Osteoblasten produziert. Eine große Gruppe der Makromoleküle 

bilden Proteine, wie beispielsweise Faserproteine und Glykoproteine. Aber auch 

Kohlenhydrate, vor allem Glykosaminoglykane, kommen in großen Mengen in der 

ECM vor.  

Glykosaminoglykane (GAGs) sind nicht verzweigte Polysaccharidketten bestehend 

aus Disaccharid-Einheiten. Einer der beiden Zucker ist ein Amino-Zucker 

(N-Acetylglukosamin oder N-Acetylgalactosamin), der meistens sulfatiert vorliegt (z. 

B. Heparansulfat). GAG-Ketten binden kovalent an spezifische Proteinkerne und 

bilden eine große Klasse der ECM-Makromoleküle: die Proteoglykane (PGs). GAGs 

sind hydrophil und sind wichtig für die Hydrogelbildung (Alberts et al., 2002; Frantz et 

al., 2010). PGs werden anhand ihrer Proteinkerne, Lokalisation und GAG–

Zusammensetzung klassifiziert. Dabei werden PGs in drei Familien unterteilt: kleine 

Leucin-reiche PGs, modulare PGs und Zelloberflächen PGs (Schaefer and Schaefer, 

2010). PGs besitzen eine hohe Variabilität in ihren Funktionen, die ihre einzigartigen 
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Puffer-, Hydratations- und Bindungseigenschaften und ihre Resistenz gegenüber 

Belastung widerspiegeln (Frantz et al., 2010; Schaefer and Schaefer, 2010). 

Die in der ECM am häufigsten vorkommende Proteinfamilie ist die der Kollagene 

(siehe Kapitel I.4). Kollagene setzen sich unter anderem aus verschiedenen Arten 

von Fasern zusammen und lassen sich anhand ihrer Struktur und Eigenschaften in 

unterschiedliche Subfamilien unterteilen. Beispielsweise bilden Kollagen I Fibrillen 

Kollagenfasern aus, die  dem Gewebe Zugfestigkeit verleihen. Dabei sind die 

Kollagenfasern in Geweben mit Zugbeanspruchung, wie z. B. Sehnen und Bändern, 

in Richtung der Belastung angeordnet. Neben den zugfesten Kollagenfasern 

existieren auch elastische Fasern. Sie sind für die Elastizität von Geweben enorm 

wichtig und ermöglichen die Kompression von Geweben nach wiederholter Dehnung. 

Dabei hängt der Dehnungsgrad der elastischen Faser mit ihrer engen Assoziation an 

Kollagenfibrillen zusammen. Die elastische Faser besteht hauptsächlich aus dem 

Protein Elastin. Elastin ist ein stark hydrophobes Protein und reich an Prolin und 

Glycin. Die elastischen Fasern sind mit einer Mikrofibrillenschicht, die aus dem 

Glykoprotein Fibrillin besteht, bedeckt. Diese sind wichtig für die Integrität der 

elastischen Fasern (Alberts et al., 2002; Frantz et al., 2010) 

Ein weiteres ECM Protein ist das Fibronektin. Fibronektin ist ein großes Glykoprotein, 

das sowohl an spezifische Zelloberflächenrezeptoren als auch an anderen 

Makromolekülen der ECM binden kann. Es ist daher an der Organisation und 

Ausrichtung der interstitiellen ECM als auch an der Adhäsion und Funktion von 

Zellen involviert. Das Fibronektindimer ist über Disulfidbrücken miteinander 

verbunden. Jede Untereinheit ist in eine Serie von funktionell unterschiedlichen 

Domänen unterteilt, die durch flexible Polypeptidketten verbunden sind. Fibronektin 

interagiert mit Zellen unter anderem über seine Arginin-Glycin-Asparaginsäure-

Peptidsequenz (RGD-Sequenz). Durch zelluläre Zugkräfte kann Fibronektin über ein 

mehrfaches seiner Eigenlänge hinaus auseinander gezogen werden. Diese 

Auseinanderfaltung resultiert in der Exposition kryptischer Integrin-Bindestellen 

(RGD-Sequenz) im Fibronektinmolekül und hat pleiotrope Änderungen im 

Zellverhalten zur Folge (Alberts et al., 2002; Frantz et al., 2010). 
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I.3.3. Der Einfluss der extrazellulären Matrix auf die Entstehung und 

Entwicklung von malignen Zellen 

Die ECM ist ein hoch dynamisches Kompartiment, das ständigen regulierten 

Umstrukturierungen unterliegt. Der Umbau wird vor allem durch die Kontrolle der 

Expression und Aktivierung spezifischer Proteasen, wie z. B. Matrix-

Metalloproteasen (MMPs), bewerkstelligt. MMPs spielen eine entscheidende Rolle in 

der Tumorprogression, da sie am Wachstum, der Invasion und der Metastasierung 

von malignen Tumoren beteiligt sind. Eine unkontrollierte Expression oder 

Aktivierung dieser Enzyme kann verheerende Folgen für die Integrität von Geweben 

haben und schließlich auch zum Tod des gesamten Organismus führen (Reunanen 

and Kähäri, 2000; Gialeli et al., 2011).  

Während einer Krebserkrankung kommt es zur Deregulierung und Umorganisation 

der ECM im Tumorgewebe. Eine aberrante ECM begünstigt die Progression und die 

maligne Zelltransformation. Dabei sind Zellen und ECM voneinander abhängig und 

jede Änderung der ECM beeinflusst unmittelbar angrenzende Zellen. In vielen 

Tumorerkrankungen kommt es zur Hochregulierung und Aktivierung verschiedener 

MMPs, was eine erhöhte Freisetzung von Wachstumsfaktoren und kryptischen ECM-

Fragmenten zur Folge hat (siehe Kapitel I.5). Zudem wird vermutet, dass durch die 

Degradation von ECM-Makromolekülen eine Invasion der Tumorzellen begünstig 

wird (Frantz et al., 2010; Lu et al., 2012; Gilkes et al., 2014).  

In Tumorgeweben sind neben den biochemischen Eigenschaften auch die 

Architektur und andere physikalische Eigenschaften der ECM verändert. 

Beispielsweise beobachtet man in Brustkrebs statt den üblicherweise ungeordneten 

Kollagen I Fibrillen stark linearisierte Fibrillen. Zudem kommt es in Tumorgeweben 

häufig zur Hochregulierung der Lysinoxidasen. Diese Hochregulierung bewirkt eine 

verstärkte Vernetzung der Makromoleküle und verursacht eine steifere ECM und  

somit  eine Festigung des Gewebes. Eine steifere ECM  begünstigt in der Maus 

wiederum die Invasion und Progression von Krebszellen. Dies zeigt, dass nicht nur 

die Makromoleküldichte sondern vor allem deren Organisation eine große Rolle bei 

der Entstehung von Tumoren spielt (Frantz et al., 2010; Lu et al., 2012; Gilkes et al., 

2014). 
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I.4. Kollagene 

I.4.1. Aufbau und Funktion von Kollagenen 

Kollagene sind eine Klasse von ECM Proteinen, die maßgeblich bei der Gerüst-

bildung der ECM beteiligt sind und von Bedeutung für die Adhäsion, Migration, 

Invasion, Angiogenese und die Gewebsmorphologie sind. (Lodish et al., 2000; Kadler 

et al., 2007; Fratzl, 2008; Shoulders and Raines, 2009; Gordon and Hahn, 2010). Im 

Menschen sind rund ein Drittel aller Proteine Kollagene und damit die am häufigsten 

vorkommende Proteinklasse. Bis heute sind 28 verschiedene Kollagene bekannt, 

bestehend aus mindestens 46 unterschiedlichen Polypeptidketten. Die 

Hauptproduzenten von Kollagenen sind mesenchymale Zellen und aus ihnen 

hervorgehende Fibroblasten, Osteoblasten, Chondrozyten, Odontoblasten und 

Cementoblasten. Zudem sind auch Epithel-, Endothel-, Muskel- und Schwann Zellen 

zur Kollagensynthese befähigt (Shoulders and Raines, 2009; V Sandhu et al., 2012). 

Jedes Kollagen besteht aus drei Polypeptidketten, den α-Ketten. Diese α-Ketten 

besitzen eine enge, linksdrehende helikale Primärstruktur mit drei Aminosäuren pro 

Windung. Jede α-Kette enthält eine unterschiedliche Anzahl an Wiederholungen des 

Gly-Xxx-Yyy Peptidtriplets, wobei es sich bei Xxx und Yyy um beliebige Aminosäuren 

handeln kann. Besonders häufig befinden sich Prolin (Pro) an der Xxx-Position und 

4-Hydroxyprolin (Hyp) an der Yyy-Position(Alberts et al., 2002; Kadler et al., 2007; 

Shoulders and Raines, 2009; Gordon and Hahn, 2010; Lauer and Fields, 2010; 

Adzhubei et al., 2013).  

Die Biosynthese von Kollagenen wurde hauptsächlich für fibrilläre Kollagene 

beschrieben. Diese Kollagene werden von Ribosomen in das Lumen des endo-

plasmatischen Retikulums translatiert. Dort kommt es zu einer Vielzahl an 

posttranslationalen Modifikationen der zentralen Gly-Xxx-Yyy Peptidsequenz: Unter 

anderem werden Prolin- und Lysinreste an der Yyy Position hydroxyliert, es kommt 

zur Glykosylierung von Hydroxylysinresten und Asparaginresten am C-terminalem 

Ende der Polypeptidketten. Anschließend wird das Kollagentrimer im Golgi-Apparat 

gebildet. Dabei verdrillen sich drei α-Ketten vom C-Terminus ausgehend zu einer 

rechtsdrehenden Tripelhelix (Superhelix). Die Triplehelix wird über Wasserstoff-

brücken der Hydroxyprolinreste und Disulfidbrücken stabilisiert. Anschließend kommt 

es zur Sezernierung in den extrazellulären Raum und Abspaltung der C- und N-
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terminalen Pro-Peptide. Die Abspaltung der Pro-Peptide führt zur Exposition von 

kurzen nicht-helikalen Peptidsequenzen, den Telopeptiden, die wichtig für die 

Fibrillogenese sind (Lodish et al., 2000; Alberts et al., 2002; Kadler et al., 2007; 

Fratzl, 2008; Shoulders and Raines, 2009; Gordon and Hahn, 2010). 

Proteindomänen, die die Gly-Xxx-Yyy Peptidsequenz enthalten, werden 

Kollagendomänen (englisch: collagenous domain, COL) genannt, Regionen ohne 

diese zentrale Peptidsequenz bezeichnet man als nicht-Kollagendomäne (englisch: 

non-collagenous domain, NC). Die Domänen werden vom C-Terminus des Proteins 

aus nummeriert. Kollagene können sowohl aus unterschiedlichen α-Ketten 

(heterotrimer), als auch aus drei identischen α-Ketten (homotrimer) bestehen (Kadler 

et al., 2007).   
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Kollagene lassen sich anhand ihrer Lokalisation und supramolekularen Strukturen in 

verschiedene Unterfamilien einteilen (siehe Abb. 2) (Ricard-Blum et al., 2005; Heino, 

Abb. 2: Einteilung der Kollagene in Unterfamilien aufgrund ihrer supermolekularen Struktur und 
Lokalisation 

Abbildung verändert nach Heino 2011 und Ricard-Blum 2011 
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2007; Ricard-Blum, 2011b). Die fibrillären Kollagene kommen dabei in Säugetieren 

am häufigsten vor. Ihnen ist eine große COL1 Domäne gemeinsam, die je von dem 

N- und C- Propeptid flankiert wird. Diese Propeptide werden nach der Sezernierung 

proteolytisch vom Prokollagen abgespalten. Das C-Pro-Peptid besteht aus der NC1 

Domäne, das N-Pro-Peptid besteht aus der NC2, der COL2 und der globulären NC3 

Domäne. Die fibrillären Kollagene unterscheiden sich vor allem durch ihre strukturell 

unterschiedlichen NC3 Domänen. Die NC3 Domäne enthält entweder eine 

cysteinreiche Wiederholungsdomäne (englisch: cystein-rich repeat, CRR) oder eine 

Thrombospondin N-terminal ähnliche (englisch:  Thrombospondin N-terminal-like, 

TSPN) Domäne (Ricard-Blum et al., 2005). Häufig existieren auch unterschiedliche 

Splice-Varianten der NC3-Domäne. Die Kollagenfibrillen können aus 

unterschiedlichen fibrillären Kollagenen bestehen (Ricard-Blum et al., 2005). 

Eine weitere Familie der Kollagene bilden die Fibrillen-assoziierten Kollagene mit 

unterbrochenen Triplehelices (englisch: fibril-associated collagens with interrupted 

triple helices, FACITs). Im Gegensatz zu den fibrillären Kollagenen bilden FACITs 

keine Fasern aus, sondern sind mit Kollagenfibrillen assoziiert. Dabei wird davon 

ausgegangen, dass FACIT Kollagene als molekulare Brücken zwischen 

Kollagenfibrillen und anderen ECM Komponenten fungieren können. Beispielsweise 

scheinen Kollagen XII und XIV über kleine Proteoglykane, wie Decorin und 

Fibromodulin mit Kollagenfibrillen zu interagieren und eine Rolle bei der 

Stabilisierung und Orientierung der Fibrillennetzwerke der ECM zu spielen. Zudem 

besitzen FACITs meist mehr, aber kürzere COL-Domänen als fibrilläre Kollagene. 

Die ersten entdeckten FACITs waren das Kollagen IX, XII und XIV. Alle drei können 

in unmittelbarer Nähe zu Kollagenfibrillen detektiert werden und wurden aus diesem 

Grund zu der Kollagenfamilie "Fibrillen-assozierte Kollagene" zusammengefasst. 

Heutzutage werden neben diesen ersten Mitgliedern der FACIT Familie auch 

Kollagen XVI, XIX, XX, XXI, und XXII zu den FACIT Kollagenen gezählt. Sie 

unterscheiden sich deutlich in ihrer Größe, Anzahl der NC-Domänen und der 

Zusammensetzung ihrer N-terminalen NC-Domäne. Trotz ihrer großen Diversität in 

Größe und Struktur, besitzen alle FACITs gemeinsame Struktureigenschaften, 

aufgrund derer sie zu einer Familie zusammengefasst werden: Alle FACITs besitzen 

zwei Cysteinreste in der NC1-COL1 Verbindungsregion, die voneinander durch vier 

Aminosäuren getrennt werden. Des Weiteren besitzen FACITs eine Fehlerstelle der 
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Gly-Xxx-Yyy Peptidwiederholungssequenz in der COL1 Domäne. Zusätzlich enthält 

die N-terminale NC-Domäne von FACITs normalerweise eine TSPN Domäne nahe 

der N-terminalen COL-Domäne. In einigen dieser NC Domänen findet man zudem 

die von Willebrand-Faktor A-ähnliche (vWA) Domäne (Kollagen XII, XIV und XX) 

oder eine Fibronektin Typ III Wiederholungsregion (Pan et al. 1992; Ricard-Blum et 

al. 2005).  

Neben den oben genannten Unterfamilien gibt es noch weitere Kollagenfamilien wie 

membranassoziierte Kollagene mit unterbrochenen Triplehelices (englisch: 

membran-associated collagens with interrupted triple helices, MACITs) und 

MULTIPLEXINe (englisch: multiple triple-helix domains and interruptions) (siehe 

auch Abb. 2).  

 

I.4.2. Kollagen XVI 

Aufbau und Funktion von Kollagen XVI 

Kollagen XVI gehört aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften zu der 

Kollagenunterfamilie der FACITs. Entdeckt wurde die 5,4 kb lange cDNA Sequenz 

von Kollagen XVI 1992 von Pan et al. und Yamaguchi et al.. Sie besteht aus einer 

4809 bp langen kodierenden Sequenz (Pan et al., 1992; Yamaguchi et al., 1992). 

Das Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1 lokalisiert und die native 

Kollagen XVI α1-Kette besteht aus 1604 Aminosäuren. Die drei α1-Ketten mit einem 

Molekulargewicht von je circa 210 kDa bilden ein Homotrimer. Bis heute sind keine 

Splice-Varianten, Isoformen oder weitere α-Ketten bekannt. Kollagen XVI besteht 

aus 10 COL-Domänen und 11 NC-Domänen, wobei die NC1- bis NC10-Domänen, 

im Gegensatz zur 312 Aminosäuren großen globulären NC11-Domäne, relativ klein 

sind. Des Weiteren besitzt die NC11-Domäne eine TSPN Domäne und eine Prolin-

Arginin-reiche Protein (PARP) Region. Untersuchungen von rekombinantem 

Kollagen XVI deckten eine verstärkte posttranslationale Prozessierung auf. 

Beispielsweise kommt es zur N-Glycosylierung an den zwei Konsensussequenzen 

(Asn-Xxx-Thr/Ser) der NC11-Domäne, eine N-Glycosylierung an der 

Konsensussequenz der NC1-Domäne ist dagegen nicht zu beobachten. Zudem 

konnte eine Abspaltung der NC11-Domäne an dem Sequenzmotiv für die Subtilisin-

verwandte Proprotein-Convertase (KARRD) zwischen der AS R256 und D257 
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gezeigt werden (siehe Abb. 3). Rasterkraft-Mikroskopieaufnahmen von 

rekombinantem Kollagen XVI zeigen einen flexiblen fadenförmigen Schwanz (NC1- 

bis COL10-Domänen), der mit der N-terminalen globulären NC11-Domäne 

verbunden ist (Pan et al., 1992; Yamaguchi et al., 1992; Tillet et al., 1995; Grässel et 

al., 1996; Kassner et al., 2004; Grässel and Bauer, 2013). 

Kollagen XVI ist im menschlichen Organismus weit verbreitet und wird von 

unterschiedlichen Zellen in verschiedenen Geweben exprimiert. Nicht nur dermale 

Fibroblasten produzieren Kollagen XVI, auch glatte Muskelzellen (Grässel et al., 

1996), dermale Dendrozyten der Haut (Akagi et al., 2002), artikuläre und kostale 

Chondrozyten (Kassner et al., 2003), endodermale Stromazellen (Tierney et al., 

2003), aus dem Knochenmark stammende mesenchymale Stammzellen (Grässel, 

2009), Neuronen des dorsalen Wurzelganglions (Hubert et al., 2007), Glioblastom- 

und Astrozytomzellen (Senner et al., 2008) und dermale und orale Keratinozyten 

(Grässel and Bauer, 2013).  

In gesunder Haut lagert sich Kollagen XVI an strukturell und funktional 

unterschiedlichen Matrixaggregaten an. Es ist epithelial in der dermal-epidermalen 

Übergangszone oder in unmittelbarer Nähe der Basalmembran von Blutgefäßen 

Abb. 3: Schematische Darstellung der molekularen Organisation von Kollagen XVI 
Zu sehen sind die 10 COL Domänen (dreifach Linien) und die 11 NC Domänen (weiße Kästen). 
Die NC11-Domäne enthält zwei N-Glykosilierungsstellen (AS47-48 und AS 327-329), die NC1 
Domäne eine potentielle N-Glykosilierungsstelle (AS 1578-1580). Die Integrinbindestellen sind 
in der COL2 Domäne lokalisiert. Kollagen XVI besitzt zwei Konsensussequenzen für Proteasen. 
Die Konsensussequenz für die Subtilisin-verwandte Proprotein-Convertase (KARRD) liegt im C-
terminalem Bereich der NC11-Domäne, das Sequenzmotiv für Matrix Metalloproteasen (AELG) 
liegt im C-terminalem Bereich der COL4 Domäne. Eine potentielle Vernetzungssequenz der 
Transglutaminase liegt in der N-terminalen Region der NC11-Domäne. Die Cs symbolisieren 
Cysteinreste, wobei die innen stehende Zahl die Anzahl der vorhandenen Cysteinreste in der 
Domäne angibt. 

Abbildung aus Grässel und Bauer, 2013. 
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lokalisiert (Kassner et al., 2003). Seine Lokalisation lässt vermuten, dass Kollagen 

XVI eine aktive Rolle bei der Verankerung von Mikrofibrillen an die Basalmembran 

einnimmt (Grässel et al., 1999). Zudem ist Kollagen XVI eine Komponente des 

mikrofibrillären Apparats der Haut. Dort kolokalisiert es mit Fibrillin-1, einem 

Hauptbestandteil der elastischen Fasern (Grässel et al., 1999; Kassner et al., 2003). 

Weitere Versuche von Kassner et al. mit einer rekombinanten Fibronektin-Isoform, 

die spezifisch während der Embryogenese und Organogenese exprimiert wird,  und 

Kollagen XVI konnten in vitro eine Interaktion beider Proteine belegen (Kassner et 

al., 2004). Dies konnte jedoch nicht in adultem Hautgewebe gezeigt werden (Grässel 

et al., 1999). Diese Befunde deuten auf einen möglichen Einfluss der Kollagen 

XVI/Fibronektin Interaktion während der humanen Entwicklung hin (Kassner et al., 

2004).  

An der dermal-epidermalen Übergangszone kann eine Kolokalisierung von Kollagen 

XVI mit α2 Integrin beobachtet werden; um Fettzellen der subdermalen Schichten 

kolokalisiert Kollagen XVI dagegen mit α1 Integrin (für weitere Informationen zu 

Integrinen siehe Kapitel I.6). Zudem können Zellen, die α1β1 oder α2β1 Integrin auf 

ihrer Zelloberfläche exprimieren, an rekombinantes Kollagen XVI binden und sich 

darauf ausbreiten. Dabei zeigen zellfreie Bindungsassays, dass Kollagen XVI 

wesentlich effektiver an α1β1 Integrine als an α2β1 Integrine bindet. Kollagen XVI 

enthält in seiner COL2 Domäne zwei Integrinbindestellen (siehe Abb. 3) und 

interagiert mit der A-Domäne der α Untereinheit der Integrine. Kollagen XVI induziert 

dabei die Rekrutierung dieser Integrine zu fokalen Adhäsionsplaques, einen 

grundlegenden Schritt in der Integrin-Signalweiterleitung. Folglich verankert 

Kollagen XVI möglicherweise nicht nur Zellen mit spezialisierten Fibrillen, sondern 

ermöglicht auch eine Signaltransduktion aus der ECM in die Zellen (Eble et al., 

2006). 
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Kollagen XVI und Karzinogenese 

Während der Tumorgenese von Glioblastomen und OSCCs kann eine hohe Überex-

pression von Kollagen XVI in distinkten Stadien beobachtet werden (Senner et al., 

2008; Bauer et al., 2011; Ratzinger et al., 2011a). Im OSCC kommt es während der 

Progression in hyperplastischen und dysplastischen Bereichen des Tumorgewebes 

zur Kollagen XVI Überexpression, während das Protein in Gewebeproben gesunder 

oraler Mukosa nur nahe der Basalmembran detektierbar ist. Für eine Kollagen XVI 

überexprimierende OSCC Zelllinie (PCI13) konnte gezeigt werden, dass die erhöhte 

Kollagen XVI Expression zur Hochregulierung des Integrin-assoziierten Proteins 

Kindlin-1 führt und eine verstärkte Interaktion zwischen β1 Integrin und Kindlin-1 zur 

Folge hat (Ratzinger et al., 2011). Vermutlich erklärt diese Interaktion die Aktivierung 

von β1 Integrin in diesen Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen. Des 

Weiteren bedingt die Kollagen XVI Überexpression in den OSCC Zellen einen β1 

Integrin vermittelten, früheren Eintritt in die S-Phase. Eine Blockierung der β1 

Integrine mit einem spezifischen Antikörper neutralisiert diesen Effekt (Ratzinger et 

al., 2011). 

Abb. 4: Die verschiedenen Interaktionspartner von Kollagen XVI und seine Funktionen 
Kollagen XVI ist ein physiologischer Agonist für α1β1 und α2β1 Integrine und dient dabei als 
Substrat zur Zelladhäsion und vermittelt Signaltransduktion in die Zelle. Zusätzlich bindet 
Kollagen XVI an Mikrofibrillen aus Fibrillin-1 und -2 und ist vermutlich bei der Verankerung 
dieser Mikrofibrillen an die Basalmembran beteiligt. Kollagen XVI bindet zusätzlich an 
Embryogenese-spezifisches Fibronektin. Des Weiteren kann eine Kolokalisierung von Kollagen 
XVI mit gebänderten Knorpelfibrillen beobachtet werden, was vermutlich zur Vernetzung und 
Stabilisierung dieser Fibrillen führt.  

Abbildung nach Grässel und Bauer, 2012. 
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Der Knockdown von Kollagen XVI mit siRNA in der humanen Glioblastomzelllinie 

U877MG führt zur signifikanten Reduktion von fokalen Adhäsionskontakten im 

Vergleich zu Kontrollzellen. Zudem kann nach diesem Kollagen XVI Knockdown eine 

Herunterregulierung der Kindlin-1 Expression zusammen mit einer Abnahme an 

aktiviertem β1 Integrin beobachtet werden. Auch weisen diese Zellen ein niedrigeres 

Invasionspotential auf. Interessanterweise sinkt in den Glioblastomzellen nach 

Kollagen XVI Knockdown  auch die Kindlin-2 Expression, während die 

Protocadherin-18 Expression ansteigt (Bauer et al., 2011). 

Zusätzlich kann in zwei Mausmodellen des hepatozellulären Karzinoms (englisch: 

hepatocellular carcinoma, HCC), den PDGFC (englisch: platelet-derived growth 

factor C) und Pten (englisch: Phosphatase and Tensin homolog) Mäusen, eine 

erhöhte Kollagen XVI Expression während der Tumorprogression beobachtet werden 

(Lai et al., 2011). In HCC Zellen konnte zudem durch die generelle Inhibtion der 

BMPs (englisch: bone morphogenic protein, BMP) gezeigt werden, dass Kollagen 

XVI ein Zielgen von BMPs ist. BMPs sind für die Smad-Signalgebung spezifisch 

(Maegdefrau and Bosserhoff, 2012). Der Smad-Signalweg ist wiederum wichtig bei 

der TGF-β (englisch: transforming growth factor β) Signalgebung und somit an der 

Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt (Grady, 2005).  

 

I.5. Matrikine und Matrikryptine 

I.5.1. Aufbau und Funktion 

Wie bereits erwähnt, unterliegt die ECM einem ständigen, streng regulierten Umbau. 

Dabei kommt es unter anderem zur kontrollierten Proteolyse von Makromolekülen 

der ECM. Dieser Vorgang setzt bioaktive Fragmente frei oder demaskiert kryptische 

Proteindomänen. Die spezifischen, bioaktiven Eigenschaften dieser Fragmente 

unterscheiden sich von den Eigenschaften ihrer korrespondierenden 

Volllängemolekülen. Sie werden entweder als Matrikine oder Matrikryptine 

bezeichnet (Ricard-Blum, 2011a; Ricard-Blum and Salza, 2014). Die Unterscheidung 

zwischen Matrikinen und Matrikryptinen gestaltet sich schwierig, da es in der 

Fachliteratur unterschiedlichste Definitionen beider gibt.  Marquart et al. 1999 

definiert Matrikine als „aus der ECM hervorgegangene Peptide, die die Fähigkeit 
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besitzen die Zellaktivität zu regulieren“ (Maquart et al., 1999; Ricard-Blum and Salza, 

2014). Davis et al. verwendete 2000 zum ersten Mal den Begriff „Matrikryptin“ und 

bezeichnete damit „enzymatische Fragmente der ECM, die exponierte, kryptische 

Stellen enthalten“ (Davis et al., 2000). Laut Tran et al. handelt es sich bei den 

„natürlichen“ Matrikinen um Liganden, die eine Domäne innerhalb eines ECM-

Proteins  darstellen,  nicht aus dem Markomolekül abgespalten sind und deren 

Rezeptoren entweder zur Familie der Zytokin-, Chemokin-, Ionenkanal- oder der 

Wachstumsfaktorrezeptoren gehören. „Kryptische“ Matrikine oder Matrikryptine 

bezeichnet Tran et al. dagegen als Liganden, die in den nativen, sezernierten ECM-

Makromolekülen nicht biologisch aktiv sind und erst nach strukturellen Änderungen 

und kontrollierter enzymatischen Abspaltung ihre funktionellen Eigenschaften offen 

legen (Tran et al., 2005).  

Die Mehrzahl bekannter Matrikryptine oder bioaktiver Peptide stammen aus 

Kollagenen, Proteoglykanen, Elastin und Lamininen. Manche ECM Proteine können 

in mehrere Fragmente mit ähnlichen bioaktiven Eigenschaften gespalten werden, wie 

z. B. die Kollagen IV Fragmente Arresten, Tumstatin und Canstatin. Es kommt 

allerdings auch vor, dass unterschiedliche Fragmente des selben ECM 

Makromoleküls gegensätzliche Aktivitäten besitzen,  wie z. B. die Fragmente des 

sezernierten, sauren und Cystein-reichen Proteins (englisch: secreted protein acidic 

and rich in cysteine, SPARC). Matrikryptine und Matrikine sind häufig Monomere, 

allerdings existieren auch Zink-abhängige Dimere von Endostatin (ein Fragment von 

Kollagen XVIII). Matrikryptine und Matrikine entstehen unter anderem durch 

enzymatischen Abbau, mechanische Belastungen und Denaturierung von ECM-

Makromolekülen. Die Abspaltung der bioaktiven Fragmente aus den 

Volllängeproteinen wird durch eine Vielzahl an Enzymen katalysiert, wie z. B. 

Cathepsine und MMPs. Des Weiteren werden die Ektodomänen von MACITs von 

ADAMs (englisch: A Disintegrin and Metalloproteinase) oder Proprotein-Konvertasen 

der Furin-Familie abgespalten, während Fibstatin aus Fibronektin möglicherweise 

durch Dispase freigesetzt wird. Zudem wird das Matrikryptin Endorepillin (ein 

Fragment des Proteoglykan Perlecan) vermutlich durch Metalloproteasen der  BMP-

1/Tolloid Familie weiter prozessiert, wobei ein weiteres Matrikryptin, die LG3-

Domäne, entsteht. Außerdem gibt es Hinweise, dass mechanische Kräfte die 

Freisetzung und Abspaltung von bioaktiven Fragmenten modulieren können (Davis 
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et al., 2000; Bellon et al., 2004; Maquart et al., 2005; Tran et al., 2005; Davis, 2010; 

Ricard-Blum, 2011a; Ricard-Blum and Salza, 2014).  

In vivo werden Matrikryptine in Körperflüssigkeiten und Geweben freigesetzt. Dabei 

könnten endogene ECM Fragmente, die in den Blutstrom freigesetzt werden als 

Hormon-ähnliche Proteine angesehen werden. Matrikryptine und Matrikine nehmen 

eine Schlüsselrolle in der Kontrolle einer Vielzahl von physiologischen und 

pathologischen Prozessen ein. So beeinflussen sie Entzündungen (Adair-Kirk and 

Senior, 2008), Autoimmunerkrankungen (Jha et al., 2009), Wundheilung (Davis, 

2010), Knorpelkalzifizierung, Angiogenese (Endostatin, Canstatin, Tumstatin, 

Vastatin) (Nyberg et al., 2005) und Tumorwachstum (Hornebeck et al., 2003) (siehe 

auch Tabelle 1). Auf zellulärer Ebene nehmen ECM Fragmente Einfluss auf Zellad-

häsion, Proliferation, Migration und Apoptose. Zudem sind einige Matrikine und 

Matrikryptine für Fibroblasten, Endothelzellen und Monozyten chemotaktisch aktiv 

(Heinz et al., 2010). Dabei interagieren sie mit Integrinen, Heparansulfat-

Proteoglykanen und Wachstumsfaktorrezeptoren auf der Zelloberfläche und 

regulieren darüber Signalwege und Genexpression. Matrikine und Matrikryptine 

besitzen zudem meist eine niedrigere Affinität zu ihren Rezeptoren als die 

Volllängeproteine. Zusätzlich können sie auch an viele unterschiedliche Rezeptoren 

binden, die keine Interaktionspartner ihrer Volllängeproteine sind. Beispielsweise 

kann Endostatin unter anderem an VEGFR-2 (englisch: vascular endothelial growth 

factor receptor 2) binden (Davis et al., 2000; Bellon et al., 2004; Maquart et al., 2005; 

Tran et al., 2005; Davis, 2010; Ricard-Blum, 2011a; Ricard-Blum and Salza, 2014). 

 

Tabelle 1 Matrikine und Matrikryptine, die aus Kollagenen hervor gehen  (Molekulare Masse nach Ricard-
Blum 2014)

 Ursprungsprotein 
Matrikryptin/ 

Matrikin 
Eigenschaften 

Molekulare 

Masse (kDa) 
Referenz 

Kollagen IV α1 Kette Arresten 
Angiogeneseinhibitor 
Inhibierung der Invasion von 
SCC 

26 
(Aikio et al., 

2012) 

Kollagen IV α2 Kette Canstatin 

Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 
Inhibiert Proliferation und 
Migration von Endothelzellen  
Induziert Apoptose von 
Endothelzellen 

24 
(Su and Zhu, 

2004) 

Kollagen IV α3 Kette Tumstatin 
Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 

27 
(Hamano and 

Kalluri, 2005) 

Kollagen IV α4 Kette  Tetrastatin Tumorsuppressor 25 (Brassart-Pasco 
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 Ursprungsprotein 
Matrikryptin/ 
Matrikin 

Eigenschaften 
Molekulare 
Masse (kDa) 

Referenz 

et al., 2012) 

Kollagen IV α5 Kette 

Pentastatin 1 

Pentastatin 2 

Pentastatin 3 

Tumorsuppressor 2,1 -2,5 
(Koskimaki et al., 

2010) 

Lamstatin 
Inhibiert Lymphangiogenese 
Proliferations- und Migrations-
inhibitor in vitro 

25 
(Weckmann et 

al., 2012) 

Kollagen IV α6 Kette 

Hexastatin 1 

Hexastatin 2 
Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 

2 

2,5 
(Mundel TM, n.d.; 

Gunda et al., 

2013) NC1 Domäne 
Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 

25 

Kollagen VI α3 Kette Endotrophin Fördert Tumorentstehung 
und -wachstum in Fettgewebe 

5,8 
(Park and 

Scherer, 2012) 

Kollagen XIII  α1 Kette Ektodomäne 
anti-adhäsive, anti-
migratorische, anti-proliferative 
Eigenschaften 

240 (Väisänen, 2005) 

Kollagen XV α1 Kette 

Restin 1 

Restin 2 

Restin 3 

Restin 4 

Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 

18,4 - 21 
(Ramchandran et 

al., 1999) 

Kollagen XVII α1 Kette Ektodomäne 
Nimmt Einfluss auf  
Zellablösung, Differenzierung 
und Motilität  

120 
(Zimina et al., 

2005) 

Kollagen XVIII α1 Kette 

Endostatin 
Angiogeneseinhibitor 
Tumorsuppressor 

21 
(O’Reilly et al., 

1997) 

Neostatin 7 
Angiogeneseinhibitor 
Inhibiert Lymphangiogenese 

28 
(Kojima et al., 

2008) 

Neostatin 14 - 23  

Kollagen XIX α1 Kette NC1 Domäne Tumorsuppressor 2,2 
(Ramont et al., 

2007) 

Kollagen XXIII α1 Kette Ektodomäne - 180 (Veit et al., 2007) 

Kollagen XXV α1 Kette 
Ektodomäne/ 

CLAC 
- 158 

(Hashimoto et al., 

2002) 

 

I.5.2. Die Rolle von Matrikryptinen und Matrikinen bei der Entstehung von 

Krebs  

Eine Vielzahl an Matrikryptinen und Matrikinen beeinflussen Wachstum und invasive 

Eigenschaften von Tumoren. So inhibieren viele aus Kollagen IV hervorgehende 

Matrikryptine (siehe Tabelle 1) das Tumorwachstum. Tumstatin mindert z. B. die 

Proliferation, Invasion und Migration von Melanomzellen indem es die Produktion 

und Aktivierung von MMPs inhibiert. Auch die NC1 Domäne der α6 Kette von 

Kollagen IV hemmt das Tumorwachstum von subkutan transplantierten Lewis-

Lungenkarzinomen sowie die Entstehung von spontanen Insulinoma in RIP1Tag2 
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(englisch: rat insulin promoter, RIP; T Antigen transgen, Tag) Mäusen (Mundel et al., 

2008). Während das Wachstum von Tumoren des Pankreas’ und von M21 

Melanomen durch Canstatin vermindert wird, inhibiert Pentastatin das 

Tumorwachstum von Xenografttransplantaten von Brust- und kleinen Lungentumoren 

(He et al., 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Endostatin die 

Proliferationrate einiger Tumorzelllinien (z. B. HT29 und C51) reduziert (Dkhissi et 

al., 2003). Endostatin wirkt sich auch negativ auf die Migration und Invasion von 

Kopf- und Hals-Plattenepithelkarzinomen aus, indem es die Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren NFκB und AP-1 induziert. Zudem inhibiert es die Invasion und 

Intravasation (Invasion von Krebszellen durch die Basalmembran in Blutgefäße und 

Lymphgefäße) von Zungenkarzinomzellen (Reymond et al., 2013). Endorepellin greift 

die Gefäßbildung von Tumoren an indem es deren Angiogenese und Metabolismus 

inhibiert. Wärend man von den meisten Matrikryptinen eine anti-tumorigene Wirkung 

kennt, gibt es auch welche, die eine Tumorprogression begünstigen. Beispielsweise 

können Laminin-Peptide, wie das A-13 der N-terminalen, globulären Domäne der α1 

Kette des Laminins-1, eine verstärkte pulmonale Invasion und Metastasierung von 

B16-F10 Melanomen fördern. (Tran et al., 2005; Ricard-Blum, 2011a) 

 

I.6. Integrine  
Integrine sind Adhäsionsrezeptoren und leiten Signale bidirektional durch die 

Plasmamembran. Über die Bindung von Liganden ermöglichen sie dabei die 

Informationsübertragung zwischen ECM und zytoskelettalen, signalgebenden 

Effektoren. Die physikalischen und chemischen Signale, die von Integrinen kon-

trolliert werden, sind essentiell für interzelluläre Kommunikation und haben einen 

Einfluss auf Entwicklung, Gewebeorganisation und pathologische Prozesse. Alle 

Integrine sind nicht-kovalent gebundene heterodimere Moleküle bestehend aus einer 

α und einer β Untereinheit. Sowohl die α als auch die β Untereinheiten besitzen eine 

einzelne Membran-durchspannende Helix, eine große extrazelluläre Domäne und 

meistens eine relativ kurze zytoplasmatische Domäne. Bis heute sind in Säugetieren 

18 verschiedene α und 8 verschiedene β Untereinheiten bekannt, allerdings wurden 

nur 24 unterschiedliche αβ-Kombinationen auf Proteinebene identifiziert. Jedes 

Integrin weist eine ihm eigene Ligandenspezifität und Gewebeverteilung auf. 
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(Humphries et al., 2006; Askari et al., 2009; Harburger and Calderwood, 2009; 

Barczyk et al., 2010; Campbell and Humphries, 2011; Calderwood et al., 2013).  

Die Ligandenspezifität der Integrine wird von ihrer α Untereinheit bestimmt. Sie 

besteht aus einem sieben-blättrigen β Propeller, der gemeinsam mit der Thigh-, 

Calf1- und Calf2-Domäne die Integrinkopf-unterstützende Beinstruktur bildet. Die 

letzten drei oder vier β Faltblätter des β Propellers enthalten Ca2+-bindende 

Domänen, welche die Ligandenbindung beeinflussen. Neun der 18 α Untereinheit 

besitzen zudem eine ungefähr 200 Aminosäuren lange αI-Domäne zwischen dem 

zweiten und dritten β Faltblatt des β Propellers. Diese αI-Domäne bindet Liganden 

über ein Mg2+-Ion an der Metallion-abhängigen Adhäsionsstelle (englisch: metal-ion-

dependent adhesion site, MIDAS)(Barczyk et al., 2010; Campbell and Humphries, 

2011; Calderwood et al., 2013). 

Die β-Untereinheit enthält eine Plexin-Semaphorin-Integrin (PSI) Domäne, eine 

Hybrid-Domäne, eine βI-Domäne und vier Cystein-reiche Wiederholungen der 

epidermalen Wachstumsfaktor-ähnlichen Domäne (englisch: epidermal growth 

factor-like domains, EGF-like domains). Auch die βI-Domäne verfügt über eine 

MIDAS-Region, an die ein Mg2+-Ion binden kann. Bei Integrinen, die eine α-

Untereinheit ohne αI-Domäne besitzen,  ist diese MIDAS-Region an der 

Ligandenbindung beteiligt. Zudem befindet sich angrenzend zur MIDAS-Region eine 

weitere Metallion bindende Stelle. Abhängig vom gebundenen Ion besitzt diese 

Region einen inhibitorischen (Bindung von Ca2+) oder aktivierenden (Bindung von 

Mg2+) Effekt. Die zytoplasmatische Domäne enthält das Bindungsmotiv NPX/Y, 

womit Proteine mit PTB-Domäne interagieren können (Barczyk et al., 2010; 

Campbell and Humphries, 2011; Calderwood et al., 2013). 

Integrine können in einer abgewinkelten oder gestreckten Konformation vorkommen. 

Die abgewinkelte Form repräsentiert dabei die inaktive Form, die gestreckte die 

aktive. Elektronenmikroskopische Aufnahmen konnten zudem Integrine in 

verschieden abgewinkelten Stadien zeigen, die eine fließende „Atem“–Bewegung 

vermuten lassen. Integrine scheinen sich also ständig zu bewegen, wobei sich ihre 

Konformation fortlaufend von der aktiven, gestreckten zur abgewinkelten, inaktiven 

Form und wieder zurück verändert (Askari et al., 2009). Zudem scheinen 

mechanische Zugkräfte zwischen ECM und zytoskeletalen Strukturen Integrine, die 

als Bindeglied zwischen diesen Strukturen dienen, zu strecken. Dadurch wird ihre 
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aktive Konformation stabilisiert und ihre Ligandenaffinität gesteigert. Allerdings 

scheint die abgewinkelte Konformation der Integrine nicht immer deren inaktive Form 

zu repräsentieren, besonders wenn kleine Liganden im Spiel sind (Askari et al., 

2009; Barczyk et al., 2010).  

Die Liste der bekannten Integrin-Liganden ist lang und beinhaltet Hauptbestandteile 

der ECM wie z.B. Kollagene aber auch Zelloberflächenrezeptoren wie E-Cadherin. 

Dabei werden verschiedene Erkennungssequenzen der Integrine erkannt. Als 

Prototyp eines Integrin-Liganden kann Fibronektin angesehen werden. Es enthält 

eine RGD-Peptid-sequenz. Diese Sequenz findet man z. B. auch in Vitronektin und 

Fibrinogen. Die Kollagen-bindenden Integrine erkennen dagegen die triple-helikale 

GFOGER Sequenz, oder Varianten dieser Peptidsequenz. Interessanterweise ist das 

im Knorpel vorkommende Kollagen IX ein guter Ligand für alle Kollagen-bindende 

Integrine, obwohl es keine prototypische Kollagen GFOGER-Erkennungssequenz 

besitzt. Ein weiteres Integrin-Bindungsmotiv ist die LDV-Erkennungssequenz, die in 

Varianten auch in den Adhäsionsmolekülen der ICAMs (englisch: intercellular 

adhesion molecule) und MadCAM (englisch: mucosal vascular addressin cell 

adhesion molecule) vorhanden ist. Neben den „klassischen“ Liganden gibt es auch 

durch Proteolyse von ECM Makromolekülen entstehende Liganden, wie z. B. 

Endostatin, Endorepellin und Tumstatin. Auch können Integrine an bestimmte Viren 

und Bakterien binden. (Humphries et al., 2006; Barczyk et al., 2010). 

Nachdem Integrine keine enzymatische Aktivität besitzen, findet die 

Signalweiterleitung durch die Gruppierung von Signalproteinkomplexen an der 

zytoplasmatischen Domäne des Rezeptors statt. Die Bildung dieser Komplexe kann 

einerseits über Anhäufung von Integrinen zu Integrinclustern und andererseits über 

Konformationsänderungen des Rezeptors erreicht werden. Durch die 

Konformationsänderungen werden Bindestellen der Signalproteinkomplexe maskiert, 

wodurch diese Komplexe nicht mehr an die Integrine binden können und somit keine 

Signale mehr weitergeleitet werden (Barczyk et al., 2010; Campbell and Humphries, 

2011).  

Für eine korrekte bidirektionale Signalweiterleitung muss die Lokalisation 

spezifischer Proteine räumlich und zeitlich exakt koordiniert werden. Die Bindung von 

Liganden an Integrine, aber auch die Bildung von Integrinclustern, bewirken die 

Rekrutierung Aktin-bindender Proteine sowie weiterer Zytoskelett- und 
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Signalproteine. Dadurch kommt es zur Übertragung von mechanischen und chemi-

schen Signalen in die Zelle. Eine wichtige Rolle bei der intrazellulär vermittelten 

Aktivierung von Integrinen spielen die Proteine Talin und Kindlin, die beide eine 

FERM-Domäne enthalten. Dabei binden sie an die zytoplasmatische Domäne der 

β-Untereinheit von Integrinen und bewirken dadurch eine erhöhte Ligandenaffinität 

der Integrine. Talin interagiert auch mit Aktin und zahlreichen anderen Zytoskelett- 

und Signalproteinen und verbindet aktivierte Integrine direkt mit dem intrazellulären 

Signalsystem und dem Zytoskelett. Die Integrinaktivierung mittels Talin und Kindlin 

ermöglicht die Bindung spezifischer Liganden, was eine Talin vermittelte Verbindung 

des Zytoskeletts mit der ECM zur Folge hat. Über diese Verbindung kommt es zur 

mechanischen Kraftübertragung zwischen der ECM und dem Zytoskellet, was die 

Rekrutierung weiterer Zytoskelett- und Signalproteine  zur Folge hat. Diese 

Multiproteinkomplexe verbinden Integrine zum einen noch stärker mit dem Aktin-

Zytoskelett, zum anderem übertragen sie Signale in die Zelle. Eines der ersten 

bekannten, daran beteiligten Signalmoleküle war die Fokale Adhäsionskinase (FAK). 

FAK ist sowohl eine mittels Phosphorylierung regulierte Signalkinase, als auch ein 

Adapter- und Gerüstprotein. Sie spielt eine wichtige Rolle bei Bildung und Umbildung 

von Adhäsionskontakten, bei der Aktivierung von GTPasen der Rho-Familie, bei 

Zellmigration und der Wechselwirkung zwischen Integrinen und Wachstumsfaktor-

Rezeptoren (Mitra et al., 2005; Critchley and Gingras, 2008; Harburger and 

Calderwood, 2009; Barczyk et al., 2010; Wang, 2012; Calderwood et al., 2013).  

Ein weiteres Schlüsselprotein in der Integrin-vermittelten Signalweitergebung ist die 

integrin-linked kinase (ILK). Die ILK bildet gemeinsam mit dem „LIM-domain“ Protein 

PINCH und dem Actin- und Paxillin-bindenden Parvin einen heterotrimeren Komplex. 

Entdeckt wurde ILK 1996 von Hanningan et al. in einem Screening nach Proteinen, 

die an die zytoplasmatische Domäne von β1 Integrin binden können. 

Untersuchungen zeigen, dass die ILK auch mit der zytoplasmatischen Domäne von 

β3 Integrin interagiert. Immunpräzipitationsexperimente legen zudem eine direkte 

Bindung der ILK an Akt/PKB (Akt/Proteinkinase B)  offen (Hannigan et al., 1996; 

Persad et al., 2001; Mitra et al., 2005; Harburger and Calderwood, 2009). 
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I.6.1. Der ILK/Akt Signalweg 

Integrin-vermittelte Zelladhäsion stimuliert unter anderem die Aktivierung der 

Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K). Diese phosphoryliert Phosphatidylinositol-(4,5)-

Diphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat (PIP3), welches 

wiederum an die Pleckstrin homology-like domain von ILK bindet und dabei die 

Aktivierung von ILK bewirkt (Hannigan et al., 2005). ILK interagiert neben vielen 

anderen Proteinen mit Akt/PKB. Die durch PIP3 aktivierte PI3K-abhängige Kinase 1 

(englisch: PI3K-dependent kinase1, PDK1) phosphoryliert das Threonin der Akt/PKB 

an Position 308. Zur vollständigen Aktivierung benötigt Akt/PKB eine weitere 

Phosphorylierung des Serinrestes an Position 473 durch PDK2. Persad et al. 

konnten zeigen, dass die ILK die Fähigkeit besitzt Akt/PKB an dieser Serinposition zu 

phosphorylieren und postulieren daher eine PDK2 Kinaseaktivität der ILK (Persad et 

al., 2001; Hannigan et al., 2005). Aktivierte Akt/PKB phosphoryliert eine Vielzahl an 

Proteinsubstraten, die bei der Regulierung der Zellproliferation, der Zellvitalität, des 

Zellwachstums, der Angiogenese und dem Zellmetabolismus beteiligt sind. Eines 

dieser Substrate ist die Glykogensynthase-Kinase 3 β (GSK3β), die durch die 

Phosphorylierung durch Akt/PKB inhibiert wird. GSK3β ist ein direkter Regulator des 

Aktivatorproteins 1 (AP-1). Dieser heterodimere Transkriptionsfaktor besteht aus 

einem Mitglied der Jun-Proteinfamilie und einem Mitglied der Fos-Proteinfamilie. AP-

1 bindet an die TRE-Nukleotidsequenz 5‘-TGAGTCT-3‘ der DNA und ist an einer 

Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt, wie z. B. Wachstum, Überleben und 

Tumorgenese. Die durch aktive GSK3β induzierte Phosphorylierung von c-Jun 

inhibiert die Bindung von AP-1 an seine Konsensussequenz. Aktives GSK3β inhibiert 

folglich die AP-1 Aktivität. Zusammenfassend kommt es durch die Aktivierung der 

ILK und der daraus resultierten Inaktivierung von GSK3β schließlich zur Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors AP-1 (siehe Abb. 5). Neben der indirekten Akt/PKB-

vermittelten Phosphorylierung von GSK3β interagiert ILK auch direkt mit GSK3β und 

besitzt die Fähigkeit sie zu phosphorylieren (Persad et al., 2001; Wu and Dedhar, 

2001; Eferl and Wagner, 2003; Hannigan et al., 2005; Legate et al., 2005; Tabe et 

al., 2007). 
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I.7. Angiogenese und vaskulogene Mimikry  
Mit Hilfe des kardiovaskulären Systems werden alle Organe und Gewebe mit Nähr-

stoffen, Sauerstoff, Blut und Immunzellen versorgt. Zusätzlich übernimmt es die 

Aufnahme und den Abtransport von Abfallmetaboliten aus den Organen und 

Geweben. Das vaskuläre System entwickelt sich aus zwei streng geregelten 

Prozessen: der Vaskulogenese und der Angiogenese. (Chung et al., 2010). Als 

Vaskulogenese bezeichnet man die Neubildung eines primären vaskulären 

Netzwerkes durch die Differenzierung von Vorläuferzellen (Angioblasten und 

Hämangioblasten) zu Endothelzellen und deren Organisation in ein primitives 

Netzwerk (Hendrix et al., 2003). Unter Angiogenese versteht man die Ausbildung von 

Kapillaren aus schon existierenden Blutgefäßen. Dabei kommt es zur Aussprossung 

Abb. 5: Der ILK/Akt Signalweg 
Durch Integrin-vermittelte Zelladhäsion kommt es zur Aktivierung der Phosphatidyl-inositol-3 
Kinase (PI3K). Die aktivierte PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-Diphosphat (PIP2) zu 
Phosphatidylinositol-Triphosphat (PIP3), das an ILK bindet und zu ihrer Aktivierung führt. 
Zudem aktiviert PIP3 die PI3K-abhängige Kinase 1 (PDK1). Die aktive ILK interagiert mit Akt/ 
PKB, agiert als PDK2 und phosphoryliert Akt/PKB an dem Serinrest 473. Die PDK1 
phosphorylisiert Akt/PKB an ihrem Threoninrest an Position 308. Die doppel-phosphorylierte 
Akt/PKB ist nun aktiv und besitzt damit die Fähigkeit die Glykogensynthase-Kinase 3 β (GSK3β) 
durch Phosphorylierung zu hemmen. Die Inhibition von GSK3β bewirkt eine verminderte 
Phosphorylierung-vermittelte Hemmung des Transkriptionsfaktors AP-1. Aktives AP-1 
transloziert in den Zellkern, bindet an seine Konsensussequenz (TRE-Sequenz: 
5‘-TGAGTCT-3‘) im Promotorbereich seiner Zielgene und es kommt zur verstärkten 
Genexpression.   

Abbildung vom Verfasser dieser Arbeit erstellt 
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des kapillaren Plexus, zu mikrovaskulärem Wachstum und zur Fusion mit ausge-

reiften, funktionellen Gefäßbetten. Zudem versteht man unter Angiogenese das 

Eindringen von Blutgefäßen in avaskuläre Regionen des Gewebes. Dieser Prozess 

ist auf eine korrekte Interaktion zwischen Endothelzellen, welche die innere Schicht 

der Blutgefäße bilden, Perizyten und Stromazellen, wie Fibroblasten, angewiesen. 

Des Weiteren hängt er von der Assoziation der beteiligten Zellen mit der ECM und 

der vaskulären Basalmembran ab. In adulten Geweben hält die Angiogenese 

während der Wundheilung, während Entzündungsreaktionen und des endometrialen 

Wachstums im menstrualen Zyklus die Homöostase und die Gewebeintegrität 

aufrecht (Chung et al., 2010). 

Auch Tumore benötigen sowohl für ihr Wachstum als auch zur Dissemination von 

Metastasen eine Blutversorgung. Neben der Versorgung mit Blut über Blutgefäße, 

die  durch Angiogenese entstanden sind, findet man in verschiedenen Tumoren auch 

Zellen, die Endothelzellen imitieren und vaskuläre Kanäle bilden. Dieser Vorgang 

wird als vaskulogene Mimikry bezeichnet und ermöglicht eine Angiogenese-

unabhängige Durchblutung von Tumoren (Folberg et al., 2000; Hendrix et al., 2003; 

Folberg and Maniotis, 2004; Chung et al., 2010; Paulis et al., 2010). Vaskulogene 

Mimikry wurde erstmals 1999 von Maniotis et al. vorgestellt und bezeichnete 

zunächst die Fähigkeit aggressiver Melanomzellen Endothelzellen-assoziierte Gene 

zu exprimieren und ECM-reiche Vaskulogenese-ähnliche Netzwerke in 3D-Zellkultur 

zur bilden (Maniotis et al., 1999). Heutzutage schreibt man vaskulogener Mimikry 

nicht nur aggressiven Melanomzellen zu, sondern auch anderen aggressiven 

Krebsarten, wie Karzinomen, Sarkomen, Glioblastomen und Astrocytomen. Aufgrund 

ihrer hohen Plastizität besitzen aggressive Tumorzellen die Fähigkeit zur 

vaskulogenen Mimikry. Darunter versteht man die de novo Bildung eines vaskulären 

Netzwerkes, das die Durchblutung des Tumorgewebes ermöglicht, den Transport 

von Flüssigkeiten aus undichten Gefäßen erlaubt oder/und die Verbindung des 

Tumors mit dem endothelial ausgekleideten vaskulären System bewerkstelligt 

(Hendrix et al., 2003; Seftor et al., 2012).  In Krebspatienten ist die vaskulogene 

Mimikry mit einer schlechten Prognose assoziiert (Hendrix et al., 2003; Seftor et al., 

2012; Cao et al., 2013). 

Während der vaskulogenen Mimikry kommt es zur Dysregulation von 

tumorspezifischen Phänotypen und zur Transdifferenzierung von aggressiven 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL I. EINLEITUNG 
 

35 
 

Tumorzellen in andere Zelltypen wie z. B. in Endothelzellen. Bespielsweise 

exprimieren aggressive, zur vaskulogenen Mimikry befähigte Melanomzellen 

verstärkt das Angiogenese-Vaskulogenese-spezifische Protein VEGFR1 (englisch: 

vascular endothelial growth factor receptor 1). In vitro Analysen zeigen, dass dieses 

Protein essentiell für die Bildung von Vaskulogenese-ähnlichen Netzwerken in 

dreidimensionalen Zellkulturen ist (Hendrix et al., 2001; Hess et al., 2001; Seftor et 

al., 2001; Frank et al., 2011). Weitere in vitro Experimente deckten den Einfluss der 

umgebenden ECM auf die Fähigkeit der vaskulogenen Mimikry von Tumorzellen auf: 

mit aggressiven Melanomzellen konditionierte ECM bewirkte bei nicht-aggressiven 

Melanomzellen die Ausbildung eines Vaskulogenese-ähnlichen Netzwerks (Seftor et 

al., 2001). 

Die Durchblutung von Tumoren kann auf unterschiedlichsten Wegen bewerkstelligt 

werden: Beispielsweise können in Tumorgewebe Blutgefäße aus angiogenen 

Gefäßen bestehen, die von schon existierenden Gefäßen vereinnahmt wurden. 

Zudem können  Blutgefäße in Tumoren aus intussuszeptivem, mikrovaskulogenem 

Wachstum, postnataler Vaskulogenese oder vaskulogener Mimikry hervorgehen. 

Des Weiteren existieren Mosaikgefäße, die aus Tumorzellen und Endothelzellen 

gebildet werden (Dome et al., 2007; Seftor et al., 2012). Auf Grund dieser Vielzahl an 

Vaskularisationsmechanismen, die während der Progression von Tumoren auftreten, 

gestaltet sich eine effektive Antivaskularisationstherapie bei Krebspatienten als 

äußert schwierig. Für eine wirkungsvolle Therapie wäre die Identifizierung des 

individuellen Vaskularisationsprofils nötig (Dome et al., 2007). 
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II. Material und Methoden 
Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgeführt, solange keine 

Reaktionstemperatur explizit angegeben wurde.  

II.1. Zellkultur 

II.1.1. Zelllinien und Kulturbedingungen 

Die humane OSCC Zelllinie PCI13 wurde freundlicher Weise von Prof. T. L. 

Whiteside der University of Pittsburgh Cancer Institute (PCI), (Pittsburgh, PA) zur 

Verfügung gestellt. Die Zellen der Zelllinie PCI13 wurden aus Tumorgewebe eines 

männlichen OSCC Patienten isoliert, der an einem geringgradig eingestuften Tumor 

des retromolaren Dreiecks litt. Das Tumorstadium war pT4pN1M0G3. Kultiviert 

wurden die PCI13 Zellen in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) (Pan-

Biotech, Aidenbach, Deutschland) mit 10% fötalem Kälberserum (FKS) (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 2mM L-Glutamin (Thermo Fisher 

Scientific) und 1% Penicillin/Streptomycin (Thermo Fisher Scientific) bei 37°C und 

5% CO2.  

Tabelle 2 Zusammensetzung der Kulturmedien für die verwendeten Zellen 
Zellen Mediumzusammensetzung Hersteller 

PCI13 DMEM  Pan-Biotech 

FKS 10% Thermo Fisher Scientific 

L-Glutamin 2 mM Thermo Fisher Scientific 

Penicillin/Streptomycin 1% Thermo Fisher Scientific 

tPCI13 COLXVI DMEM  Pan-Biotech 

FKS 10% Thermo Fisher Scientific 

L-Glutamin 2 mM Thermo Fisher Scientific 

Penicillin/Streptomycin 1% Thermo Fisher Scientific 

Puromycin 0,25 

µg/ml 

Biomol 

tPCI13 NC11-GFP 

 

 

 

 

DMEM  Pan-Biotech 

FKS 10% Thermo Fisher Scientific 

L-Glutamin 2 mM Thermo Fisher Scientific 

Penicillin/Streptomycin 1% Thermo Fisher Scientific 

Blasticidin 0,5 

µg/ml 

Millipore 
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II.1.2. 3D Kultivierung 

Kultivierung der Zellen auf GFR Matrigel zur Ausbildung von  Netzen  

Ein ThinCert Cell Culture Insert (Greiner BioONe, Frickenhausen, Deutschland) mit 

der Porengröße 8 µm für 24-Well-Kulturplatten wurde mit 60µl in serumfreiem 

Kulturmedium 1:2 verdünntem GFR Matrigel (Corning) beschichtet. Anschließend 

wurde dieses ThinCert in 24-Well-Kulturplatten so platziert, dass eine Kammer mit 

einem oberen und unteren Kompartiment entstand. In das untere Kompartiment 

wurde 600 µl des Kulturmediums mit 10% frisch aufgetautem FKS gegeben, 100.000 

Zellen wurden in Kulturmedium mit 1% FKS resuspendiert und in das obere 

Kompartiment ausgesät. Die Wachstumsstrukturen der Zellen wurde über 48h 

mikroskopisch beobachtet und anschließend RNA aus den Zellen isoliert (siehe 

Kapitel II.2.3) und mit Hilfe quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) (siehe 

Kapitel II.2.5) untersucht. 

 

II.1.3. Transfektion 

Stabile Transfektion 

A. Stabile Transfektion zur Expression von rekombinantem Kollagen XVI in OSCC 

Zellen 

Die Kollagen XVI defiziente OSCC Zelllinie wurde von Ratzinger et al. (Ratzinger et 

al., 2011) mit Hilfe des FuGene HD Transfektionsreagenzes (Roche, Penzberg, 

Deutschland) mit dem von Kassner et al. (Kohfeldt et al., 1997; Kassner et al., 2004) 

verwendeten Expressionsvektor pCEP-Pu BM40S C-StrepII stabil transfiziert. Die 

kodierende Sequenz der Kollagen XVI alpha1 Kette (siehe Tabelle 3) wurde 

zwischen die Restriktionsschnittstellen NheI und NotI in den Vektor kloniert.  Die 

entstanden Zellklone erhielten die Namen tPCI13 COLXVI C1-4. Kultiviert wurden die 

COLXVI Zellklone in DMEM (Pan-Biotech) mit 10% FKS (Thermo Fisher Scientific), 

2 mM L-Glutamin (Thermo Fisher Scientific), 1% Penicillin/Streptomycin (Thermo 

Fisher Scientific) bei 37°C und 5% CO2.  Als Selektionsantibiotikum wurde jeweils 

0,25 µg/ml Puromycin (Biomol, Hamburg, Deutschland) zugegeben. Stabile Mock 

Kontrollzellen wurden mit dem Expressionsvektor pCEP-Pu BM40S C-StrepII ohne 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL II. MATERIAL UND METHODEN 
 

38 
 

kodierende Kollagen XVI - Sequenz transfiziert. Die Mock Kontrollzellen wurden als 

mock1 und mock2 bezeichnet. 

Tabelle 3 Sequenzcode der Protein kodierende cDNA Sequenz von humanem Kollagen XVI 
cDNA Sequenz Volllänge Kollagen XVI 
Sequenzcode: >ENST00000373672 cds: KNOWN_protein_coding (Ensemble) 
Genname COL16A1 
Proteinname Collagen Alpha-1 (XVI) chain 
Länge des Transkripts: 5.736 bps 
Länge des Translationsprodukts:  1.604 Residues 
CCDS: CCDS41297 

 

B. Stabile Transfektion zur Expression des NC11-GFP Fusionsproteins  in OSCC 

Zellen 

Die Kollagen XVI defiziente OSCC Zelllinie wurde mit Hilfe von Xtreme	  Gene HP 

DNA Transfektionsreagenz (Roche) mit dem Expressionsvektor Vivid Colors™ 
pcDNA™ 6.2/EmGFP/TOPO Mammalian Expression Vector (Thermo Fisher 

Scientific; Katalognummer K359-20) transfiziert. Die kodierende Sequenz der NC11-

Domäne (siehe Tabelle 4) wurde nach Herstelleranweisungen in den TOPO-Vektor 

kloniert. Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Kulturplatten 

(Corning) in Medium ohne Antibiotika ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen 

stabil transfiziert. Zur Gewinnung von NC11-GFP exprimierenden Zellklonen wurden 

aus den transfizierten PCI13-Zellen einzelne Zellen unter Mikroskopkontrolle isoliert. 

Die auf diese Weise generierten NC11-GFP exprimierenden PCI13 Zellklone 

erhielten die Bezeichnung tPCI13 NC11-GFP C1-3. Kultiviert wurden die NC11-GFP 

Zellklone in DMEM (Pan-Biotech) mit 10% FKS (Thermo Fisher Scientific), 2 mM L-

Glutamin (Thermo Fisher Scientific), 1% Penicilin/Streptomycin (Thermo Fisher 

Scientific) bei 37°C und 5% CO2. Als Selektionsantibiotikum wurde jeweils 0,5 µg/ml 

Blasticidin (Millipore) zugegeben. Die NC11-GFP Klone exprimierten ein 

rekombinates NC11-GFP Fusionprotein, bei dem das GFP Protein ans C-terminale 

Ende der NC11-Domäne fusioniert wurde. Zur Gewinnung von stabil transfizierten 

Kontroll-Zelllinien wurden PCI13-Zellen mit Hilfe des Xtreme	   Gene HP DNA 

Transfektionsreagenzes (Roche) mit dem Leervektor transfiziert. Die 

Mockkontrollzellen wurden als GFP-mock1 und GFP-mock2 bezeichne 
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Tabelle 4 Sequenzcode der cDNA Sequenz der NC11-Domäne von Kollagen XVI 
cDNA Sequenz NC11-Domäne von Kollagen XVI 
Sequenzabschnitt des Volllänge 
Kollagen XVI: 

66-999 bp der >ENST00000373672 cds: KNOWN_protein_coding 
(Ensemble) 

Länge des Transkripts: 933 bps 
Länge des Translationsprodukts:  310 Residues 

 

Transiente Transfektion 

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Kulturplatten (Corning) 

mit  Medium ohne Antibiotika ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 

dem FuGene HD Transfektionsreagenz (Roche; Katalognr. 04709705001) nach 

Herstellerangaben transient transfiziert. Dabei wurde der Kontrollvektor pGL4.74 

(hRluc/TK) (Promega, Fitchburg, USA) in einem Verhältnis 1:30 mit dem jeweiligen 

Luciferase-Reporter-Vektor gemischt (siehe Tabelle 5 ). Nach zweitägiger Inkubation 

wurden die transient tansfizierten Zellen mit Hilfe des Luciferase-Aktivitäts-Assays 

(siehe Kapitel II.1.10) auf die jeweilige Promotoraktivität untersucht. 

Tabelle 5 Übersicht über die verwendeten Luciferase-Reporter-Vektoren 
Luciferase-Reporter-Vektor MMP9 Promotor Fragment Transfektionsreagenz Zellen 
pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9a  135 bp Fragment FuGene HD (Roche) tPCI13 COLXVI  
pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9b 570 bp Fragment FuGene HD (Roche) tPCI13 COLXVI  

pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9bD 570 bp Fragment Deletion der 
AP-1 Bindestelle FuGene HD (Roche) tPCI13 COLXVI  

pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9c 970 bp Fragment FuGene HD (Roche) tPCI13 COLXVI  

 

II.1.4. Gewinnung von rekombinantem Kollagen XVI 

Rekombinantes Kollagen XVI wurde aus Zellkulturüberständen von Kollagen XVI 

überexprimierenden Zellen mittels einer One-Step Gravity Flow Affinitäts-

chromatographie isoliert. Dazu wurden die Strep-Tactin Superflow Säulen der Firma 

IBA (Göttingen, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet (Ausbeute: 900µg 

pro 15 ml Zellkulturüberstand).  

 

II.1.5. Funktionelle Assays 

Migrationsassay 

Zur Untersuchung der Migration von OSCC Zellen wurde die Boyden-Kammer 

verwendet. Dabei nutzt man die Eigenschaft der Zellen entlang eines 
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chemotaktischen Konzentrationsgradienten von einem Kompartiment durch eine 

poröse Membran in ein anderes Kompartiment zu migrieren (Boyden, 1962).  

Zur Herstellung der Boyden-Kammer wurde ein ThinCert Zellkultureinsatz (Greiner 

BioONE) mit der Porengröße 8 µm in einer 24-Well-Kulturplatte (Corning) platziert. 

Dabei entstand eine Migrationskammer mit einem oberen und unteren 

Kompartiment. In das untere Kompartiment wurde 600 µl des Kulturmediums mit 

10% frisch aufgetautem FKS (Thermo Fisher Scientific) gegeben, 100.000 Zellen 

wurden in Kulturmedium mit 1% FKS (Thermo Fisher Scientific) resuspendiert und in 

das obere Kompartiment ausgesät. Nach 24 stündiger Inkubation bei 37°C und 5% 

CO2 wurden die zur Unterseite des ThinCerts migrierten Zellen mit Hilfe der 

Kristallviolettfärbung gefärbt. Dazu wurden die Zellen am ThinCert gewaschen, mit 

1% Glutaraldehyd (Sigma, St. Louis, USA) fixiert und anschließend mit einer 0,02% 

Kristallviolettfärbelösung (Sigma) gefärbt. Der Farbstoff wurde in 70%igem Ethanol 

gelöst. Die Farbintensivität der erhaltenen Ethanollösung, die relativ zur Zellzahl der 

migrierten Zellen war, wurde am Tecan GENios Microplate Reader (Tecan, 

Crailsheim, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 595 nm analysiert. 

Invasionsassay 

Zur Analyse der Invasivität der OSCC Zellen wurden 3D Micromass Pellets generiert. 

Dazu wurden 96-Well-Kulturplatten mit 1% Agarose (Biozym, Hessisch Oldenburg, 

Deutschland) beschichtet. 50.000 Zellen wurden in einem Milliliter Kulturmedium 

resuspendiert, davon jeweils 100µl in die Wells gegeben und 24h bei 37°C und 5% 

CO2 inkubiert. Zudem wurden die Wells einer 24-Well-Kulturplatte mit partiell 

degenerierter Kollagen I Matrix (PureCol, Advanced Biomatrix, San Diego, USA: 1 

mg/ml, pH 7,5) beschichtet. Die entstandenen Micromass Pellets wurden 

anschließend auf diese degenerierte Kollagen I Matrix (Advanced Biomatrix) platziert 

und für 48h kultiviert. Die Micromass Pellets wurden zu Beginn und nach der 48 

stündigen Kultivierung fotografiert. Die Fläche der Invasionszone wurde mit Hilfe des 

Programms Photoshop CS4 (Adobe, San Jose, USA) gemessen. 

Proliferationsassay 

BrdU Assay 

Der BrdU-Assay beruht auf dem Prinzip des Basenaustausches während der 

Replikation der DNA. Dabei wird das chemische Basenanalogon Bromdesoxyuridin 
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(BrdU) statt des Nukleotids Thymidin in die DNA der Zelle eingebaut. Der Einbau des 

BrdUs ist dabei proportional zur Zellzahl und wird mittels Antikörper nachgewiesen. 

Für die Messung der Zellproliferation wurden 2500 Zellen in 100 µl Kulturmedium pro 

Well einer schwarzen, nicht transluzenten, 96-Well-Kulturplatte (Corning) ausgesät. 

Am folgenden Tag wurden die adhärierten Zellen mit PBS gewaschen und zur 

Synchronisation 6h in Kulturmedium ohne FKS (Thermo Fisher Scientific) kultiviert. 

Anschließend fand ein Mediumwechsel mit Kulturmedium mit 10% FKS (Thermo 

Fisher Scientific) statt. Die Inkubation mit der BrdU-Labeling Solution des Cell 

Proliferation ELISA, BrdU (Roche; Katalognummer 11669915001) dauerte 16h. Das 

weitere Vorgehen wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Zunächst wurden das 

Medium abgenommen und die Zellen mit 200µl FixDenat pro Well für 30 min fixiert. 

Das in die DNA eingebaute BrdU wurde mittels eines Antikörpers nachgewiesen, an 

dem eine Peroxidase (POD) gekoppelt ist. Zur Bindung dieses Antikörpers wurde die 

Fixierlösung entfernt und die Zellen mit 100µl pro Well mit Anti-BrdU-POD Working 

Solution 90 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 200 µl Washing Solution 

für je 5 min, wurde 100 µl der Substrat-Lösung pro Well zugegeben und die 

Chemilumineszenz am Tecan GENios Microplate Reader (Tecan) gemessen. 

Colony Forming Assay 

Bei dem Colony Forming Assay handelt es sich um einen in vitro 

Zellüberlebensassay, basierend auf der Fähigkeit einer einzelnen Zelle sich 

unlimitiert zu teilen und zu einer Zellkolonie heran zu wachsen (Franken et al., 2006). 

Die Mindestgrösse einer Zellkolonie ist dabei 50 Zellen.  

Dafür wurden in 6-Well-Kulturplatten pro Well 2 ml Grundagar bestehend aus DMEM 

(Thermo Fisher Scientific) 0,5 % Agar Agar (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 20 % 

FKS (Thermo Fisher Scientific), 1 % Penicilin/Streptomycin (Thermo Fisher 

Scientific), 2mM L-Glutamin (Thermo Fisher Scientific) und 3,7g/l 

Natriumhydrogencarbonat (Merck, Readinton Township, USA) gegeben. 

Anschließend wurden 100.000 Zellen pro Well mit in 400µl Kulturmedium 

resuspendiert, 600 µl Grundagar dazu pipettiert und in die vorbereiteten 6-Wells 

ausgesät. Die Zellen wurden vier Wochen bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Während 

dessen wurde den Zellen in Form von 1 ml Topagar bestehend aus DMEM (Thermo 

Fisher Scientific) 0,3 % Agaragar (Roth), 20 % FKS (Thermo Fisher Scientific), 1 % 
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Penicilin/Streptomycin (Gibco), 2mM L-Glutamin (Gibco) und 3,7g/l 

Natriumhydrogen-carbonat (Merck) wöchentlich Nährstoffe zugeführt. Die 

Zellenkolonien wurden anschließend fotografiert (72 Pixel/Zoll) und mit Hilfe des 

Computerprogramms Photoshop CS4 (Adobe) ausgemessen und gezählt. Dabei 

wurden Zellhaufen größer als 200 Pixel (nach Vereinzelung 50-100 Zellen) als 

Kolonie bewertet. Die Anzahl der Koloniene pro well wurde auf die Anzahl der 

Kolonienen bei Mock Kontrollzellen pro well normalisiert. 

 

II.1.6. Inhibition der ILK 

Zur Hemmung der ILK wurden die tPCI13 COLXVI Zellen mit dem ILK Inhibitor 

Cpd22 (Millipore, Billerica, USA) 24 h lang behandelt. Der Inhibitor wurde in 

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma) zu einer 10 mM Stocklösung gelöst. Die 

Endkonzentration zur Inhibition der ILK war 300 nM. 

 

II.1.7. Inhibition fokaler Adhäsionskontakte 

Um fokale Adhäsionskontakte zu inhibieren, wurden tPCI13 COLXVI Zellen mit RGD-

Peptiden (Abbiotec, San Diego, USA) 24 h lang inkubiert. Die RGD-Peptide wurden 

in DMEM gelöst. Die Konzentration der Stocklösung betrug 2 mg/ml. 

 

II.1.8. Inhibition der VEGF Rezeptoren  

Zur Inhibition von VEGF Rezeptoren wurden tPCI13 NC11-GFP Zellen für 24h oder 

48h mit Axitinib (Tocris, Bristol, UK) mit einer Endkonzentration von 30 nM inkubiert. 

Axitinib wurde in DMSO (Sigma) zu einer 30 µM Stocklösung gelöst.  

 

II.1.9. Inhibition des AP-1 

AP-1 wurde bei tPCI13 COLXVI Zellen mit Tanshinone II A (Torcis) mit einer 

Konzentration von 100 ng/ml inhibiert. Gelöst wurde Tanshinone II A in DMSO 

(Sigma). Bei Tanshinone II A handelt es sich um eine in Salvia miltiorrhiza radix 

(Rotwurzel Salbei) natürlich vorkommende Substanz, die im klinischen Alltag zur 
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Prävention von Psoriasis (Schuppenflechte), atypischer Dermatitis und anderen 

entzündungsbedingten Erkrankungen Anwendung findet. Der Rotwurzel Salbei 

kommt auch in der traditionellen Chinesischen Medizin zur Anwendung (Li et al., 

2012).    

 

II.1.10. Luciferase-Assay 

Zur Messung der Promotoraktivität der MMP9 Promotorfragmente wurde ein Dual-

Luciferase® Reporter Assay (Promega) durchgeführt. Dafür wurden die tPCI13 

COLXVI Zellen, wie in Kapitel II.1.3 beschrieben, mit den induzierbaren Firefly-

Luciferase-Reporter Vektoren (siehe Kapitel II.2.1und II.2.2) und dem konstitutiv 

exprimierenden Renilla-Luciferase Kontrollvektor (Promega) transient transfiziert. Der 

Renilla-Luciferase Kontrollvektor diente zur Normalisierung der 

Transfektionseffizienz. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen zur 

Messung der Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktiviät geerntet. Nach Abnahme des 

Zellkulturmediums wurden die Zellen mit 1x Passive Lysis Buffer überschichtet und 

20 min inkubiert. Von dem Zelllysat wurde 20 µl in Luminometer-Röhrchen vorgelegt 

und mit Hilfe der Injektoren des Luminometers DLReady (Berthold Technologies, 

Bad Wildbad, Deutschland) zunächst 90 µl des Luciferase Assay Reagent II 

zugegeben und die Firefly-Luciferase-Aktivität in relative light units (rlu) gemessen. 

Anschließend wurde mit Hilfe der Injektoren 90 µl Stop&Glo Reagent zu der Probe 

zugegeben und die Renilla-Luciferase-Aktivität gemessen. 

 

II.2. Molekularbiologische Methoden 

II.2.1. Klonierung 

Der pcDNA™ 6.2/EmGFP/NC11-GFP Vektor 

Die kodierende Sequenz der NC11-Domäne (siehe Tabelle 4) wurde nach 

Herstelleranweisungen in den TOPO-Vektor pcDNA™ 6.2/EmGFP/TOPO (Thermo 

Fisher Scientific)  kloniert. Die Sequenz wurde mittels folgender Primer aus 

genomischer DNA (siehe Kapitel 0) in einer PCR amplifiziert: 5'-

GTCATGAATACAGGTGCACAATG-3' und 5'- AGAGGGAGCAAGTGTGACATT-3'. 
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Die kodierende Sequenz des GFPs wurde dabei C-terminal an die kodierende 

Sequenz der  NC11-Domäne  kloniert.   

Die MMP9-Promotor Reporter-Vektoren für den Luc-Assay 

Die verschiedenen Promotorfragmente von MMP9 wurden den Herstellerangaben 

folgend vor das Luciferase Gen in den pGL4.17 (luc2/Neo) Vektor (Promega; 

Katalognummer E6721) kloniert. Um die Primer zur Herstellung der MMP9 

Promotorfragmente zu designen, wurde die Gensequenz mit der 

Identifizierungsnummer ENST00000372330 (ensemble.org, 20. Dezember 2013) 

verwendet:   

Tabelle 6 Primersequenzen für die Herstellung der MMP9-Promotorfragmente 
Vektorname Promotor-

länge 

Primersequenz Schnittstelle  

pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9a  135 bp 5'-tacattGGTACCAGCACTTGCCTGTCAAGGA-3' 

5'-ttgataCTCGAGCCAGCACCAGGAGCACC-3' 

KpnI GGTACC 
XhoI CTCGAG 

pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9b 570 bp 5'-tacattGGTACCAAAGAGGACAGAGCCTGGA-3' 

5'-ttgataCTCGAGCCAGCACCAGGAGCACC-3' 

KpnI GGTACC 
XhoI CTCGAG 

pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9c 970 bp 5'-tacattGGTACCTCTTGGGTCTTGGCCTTAGT-3' 

5'-ttgataCTCGAGCCAGCACCAGGAGCACC-3' 

KpnI GGTACC 
XhoI CTCGAG 

 

II.2.2. Deletion der AP-1 Bindestelle im pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9b Reporter-

Vektor 

Zur Deletion der AP-1 Bindestelle wurde ein forward Primer erstellt, der am 3' Ende 

der gewünschten Deletionsstelle lag. Dazu wurde folgende Gensequenz von MMP9 

verwendet: transcript ENST00000372330 (ensembl.org, am 20. Dezember 2013). 

Der reverse Primer liegt am 5'-Ende der gewünschten Deletionsstelle. Diesem Primer 

wurde die Restriktionsschnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRI für einen späteren 

Kontrollverdau eingefügt. Beide Primer waren phosphoryliert. Anschließend wurde 

mittels der PhusionTM Hot Start Polymerase (Thermo Fisher Scientific) der 

Deletionsvektor mit den Primern in einer PCR amplifiziert. Als Matrizenstrang diente 

der aus E.coli isolierte und folglich methylierte pGL4.16 (luc2/Neo) MMP9b Vektor. 

Die Besonderheit der Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase war ihre 3’-

5’ Exonuklease Aktivität (Korrekturaktivität). Dadurch besaß sie eine 50-fach 

geringere Fehlerrate als die Taq-Polymerase. Sie konnte bis zu 20 kb lange DNA-

Stränge ohne Überhänge amplifizieren. Anschließend wurde das PCR Produkt mit 
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dem PCR Purification Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande; Katalognummer 28104) nach 

Herstellerangaben gereinigt und mit dem Enzym DpnI (Promega; Katalognummer 

R6231) nach Herstellerangaben 3h bei Raumtemperatur verdaut um den 

methylierten Matrizenstrang, das pGL4.17 (luc2/Neo) MMP9b Plasmid, abzubauen 

(Mülhardt, 2009). Nach der Ligation für 2h bei Raumtemperatur mit der NEB T4 

Ligase (NEB, Ipswich, USA) wurde der Deletionsvektor pGL4.17 (luc2/Neo) 

MMP9bD in chemisch kompetente E.coli NEB 5alpha (NEB; Katalognummer C2987) 

nach Herstellerangaben transfiziert. Dafür wurde die Ligase im Ligationsansatz 

zunächst hitzeinaktiviert (10 min 65°C) und die Probe anschließend für 15 min auf 

Eis herunter gekühlt. Zur Transfektion wurden zu den frisch aufgetauten 

kompetenten E.coli 5 µl des Ligationsansatzes gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. 

Es folgten ein Hitzeschock bei 42°C für 30 s und ein anschließender Kälteschock auf 

Eis für 30 s. Anschließend wurde zu den Zellen 950 µl SOC-Medium (NEB) gegeben 

und 60 min bei 37°C geschüttelt. Die transfizierten Zellen wurden auf LP-Agar 

Platten (Rezept siehe Tabelle 9) mit Ampicillin als Selektionsmarker ausgesät. 

Tabelle 7 Verwendete Primer zur Deletion der AP-1 Bindestelle im pGL4.17 (luc2/Neo) MMP9b Reporter-Vektor 
Primer Primersequenz Schnittstelle 
MMP9bD forward  5'-GCACTTGCCTGTCAAGGAGGGGTGG-3'  -  
MMP9bD Reverse  5'-GAATTC-GCAGCACCAGCATGAGAAAG -3' EcoRI GAATTC 

 

Tabelle 8 Temperaturprofil für die PhusionTM Hot Start PCR 
Zyklus-Schritt Temp. Zeit Anzahl 
Initiale Denaturierung 98°C 1 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Extension 

98°C 
 58°C  
72°C 

5-10 sec 
30 sec 

 92 sec 
5 

Denaturierung 
Annealing 
Extension 

98°C 
65°C  
72°C 

5-10 sec 
30 sec 

  92 sec 
25 

Final extension 
 

72°C 
4°C 

5-10 min 
For ever 

1 
 

 

Tabelle 9 Zusammensetzung von LB-Medium Agar Platten; pH 7 mit NaOH eingestellt 
Zusammensetzung Hersteller 
NaCl  1% VWR (Radnor, USA) 
Pepton 1% Sigma 
Hefeextrakt 0,5% Sigma 
Agar Agar 1,5% Roth 

 

II.2.3. RNA Isolierung 

Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben aus 

den Zellen isoliert. Dazu wurden die Zellen zunächst von der Kulturflasche (Corning) 
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mit einem Zellschaber (Sarstedt, Nürnberg, Deutschland) gelöst, bei 300 g für 5 min 

zentrifugiert und mit PBS (Sigma) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 

350 µl (T25 Kulturflasche) oder 600 µl (T75 Kulturflasche)  RLT-Lysis Buffers mit 

beta-Mercaptoethanol (1:100; Sigma) lysiert. Die Lyse wurde mit gleichen Volumen 

an 70%igen Ethanol (Roth) abgestoppt. Daraufhin wurde die Probe auf eine 

Zentrifugationssäule des Kits aufgetragen und für 30 sec bei 10.000 rpm mit der 

PerfectSpin 24 Plus Zentirfuge (VWR, Erlangen, Deutschland) zentrifugiert. Die 

Säule wurde anschließend mit 700 µl RW1 Wash Buffer (30 sec, 10.000 rpm), 500 µl 

RPE Wash Buffer sowie 500 µl RPE Wash Buffer (2 min, 10.000 rpm) gewaschen. 

Eluiert wurde die RNA mit 20 µl Wasser (1 min, 10.000 rpm) und bei -80°C gelagert. 

 

II.2.4. Reverse Transkription 

Zur Herstellung von cDNA wurde der Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

(Katalognummer: 05081963001; Roche) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei 

wurde 1 µg RNA in cDNA umgeschrieben. Den verwendeten Reaktionsansatz und 

das Temperaturprofil sind in Tabelle 10 angegeben. Die entstandene cDNA wurde 

bei -20°C gelagert. 

Tabelle 10 Reaktionsansatz und Temperaturprofil für die cDNA-Synthese 
Reaktionsansatz  Temperaturprofil 
Total RNA (1µg) x µl 

10 min 65°C  
50 µM Oligo(dT) Primer 1 µl 

600 µM Random Hexamer Primer 2 µl 

Wasser 13-x µl 

5x Reaction Buffer 4 µl 
10 min 25°C  

30 min 55°C  

5 min 85°C  

40 U/µl RNase Inhibitor  0,5 µl 

10 mM dNTPs 2 µl 

20 U/µl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 0,5 µl 

 

II.2.5. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) mit TaqMan-Sonden 

Die Quantitative PCR mit TaqMan-Sonden beruht auf der 5’-3’-Exonuklease-Aktivität 

der Taq-Polymerase. Bei der TaqMan-Sonde handelt es sich neben den Primern um 

ein weiteres Oligonukleotid, dass mit der gesuchten Sequenz zwischen den Primern 

hybridisieren kann. Sein 3‘-Ende ist durch ein Didesoxynucleotid oder eine 

Phosphatgruppe blockiert und kann folglich nicht als Primer fungieren. Des Weiteren 
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besitzt die Sonde an einem Ende einen Fluoreszenzfarbstoff, der als Reporter 

fungiert und am anderen Ende ein weiteres Fluorochrom, das als Quencher dient. 

Der Quencher absorbiert die Emission des Reporters solange er in seiner räumlichen 

Nähe ist. Während der Elongation baut die Taq-Polymerase aufgrund ihrer 5’-3’-

Exonuklease-Aktivität die TaqMan-Sonde ab. Dabei wird der Quencher vom Reporter 

getrennt und die Lichtemission des Reporters kann gemessen werden (Livak et al., 

1995; Mülhardt, 2009). 

Die quantitative PCR mit TaqMan-Sonden wurde mit dem Brilliant II Fast qPCR 

Master Mix (Stratagene Agilent Technologies, Santa Clara, USA) und mit TaqMan-

Sonden der Firma Roche durchgeführt. Der verwendete Reaktionsansatz und das  

Temperaturprofil sind in Tabelle 11 und  

Tabelle 12 gezeigt. 

Tabelle 11 Temperaturprofil der quantitativen TaqMan-PCR 
Zyklus-Schritt Temp. Zeit Anzahl 
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1 
Denaturierung 
Annealing 
Extension 

95°C 
 60°C  
72°C 

 12 sec 
30 sec 

 10 sec 

45 

 
Tabelle 12 Reaktionsansatz der quantitativen Taqman-PCR 

Reaktionsansatz  

2x Briliant II Fast Master Mix  

(Mg2Cl, Taq DNA-Polymerase, NTPs) 
10 µl 

Forward Primer (20 µM) 0,5 µl 

Reverse Primer (20 µM) 0,5 µl 

TaqMan-Sonde 0,5 µl 

Wasser 5,5 µl 

 
Tabelle 13 Für die quantitative PCR verwendete Primer und TaqMan-Sonden 

Gen Sequenzen 

Sonde 

(bei Roche 

erhältlich) 

Hersteller 

18 S 
GCAATTATTCCCCATGAACG 

GGGACTTAATCAACGCAAGC 
#48 Eurofins (Luxemburg) 

ITGA1 
CATGTAAAGTTGGATATCCCTTCC 

CATTTTCCATGAGATAGGATGTGTT 
# 35 Eurofins 

MMP-9 
TTCGACGATGACGAGTTGTG 

TCCAAACCGAGTTGGAACC 
# 61 Eurofins 

uPa Rezeptor 
ACACCACCAAATGCAACGA 

CCCCTTGCAGCTGTAACAC 
# 1 Eurofins 

VEGF A 
TGCCCGCTGCTGTCTAAT 

TCTCCGCTCTGAGCAAGG 
# 1 Eurofins 

VEGFR-1 
CAAGGCCTCGCTCAAGATT 

CAGCTGGAATGGCAGAAACT 
# 40 Eurofins 
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Gen Sequenzen 
Sonde 
(bei Roche 

erhältlich) 

Hersteller 

VEGFR-2 
CTGAACTAAATGTGGGGATTGAC 

TCGGTTTACAAGTTTCTTATGCTG 
# 48 Eurofins 

 

II.2.6. Isolierung genomischer DNA 

Zur Gewinnung genomischer DNA aus den OSCC Zellen wurde der High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Roche; Katalognummer 11796828001) nach 

Herstellerangaben angewendet. Dazu wurden die Zellen von der Kulturflasche 

(Corning) abgelöst und bei 300 x g 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 

anschließend in 200 µl PBS (Sigma) resuspendiert. Zu den resuspendierten Zellen 

wurde 200 µl Binding Buffer und 40 µl Proteinkinase K pipettiert und alles zusammen 

bei 70°C für 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von 100 µl Isopropanol (Merck) 

wurde die Probe in eine Zentrifugensäule überführt und bei 8.000 x g 1 min 

zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend mit 500 µl Inhibitor Removal Buffer (1 

min, 8.000 x g) und zweimal mit 500 µl Wash Buffer (1 min, 8.000 x g) gewaschen. 

Die genomische DNA wurde mit 200 µl Elution Buffer eluiert und bei -20°C gelagert. 

 

 

II.3. Proteinchemische Methoden 

II.3.1. Proteingewinnung aus Zellen 

Gesamtprotein-Zelllysate 

Zur Gewinnung von Gesamtprotein-Zelllysaten wurden die OSCC Zellen mit Hilfe 

eines Zellschabers (Sarstedt) von der Kulturflasche (Corning) gelöst, mit PBS 

(Sigma) gewaschen und bei 300 x g 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 

µl RIPA-Puffer (radioimmunoprecipitation assay buffer) (Sigma) mit EDTA-free 

Protease Inhibitor Ultra (Roche) resuspendiert und anschließend mit Ultraschall (2 

Zyklen, 20 sec, 45% power) behandelt. Danach erfolgte eine 10 minütige 

Zentrifugation bei 13.000 rpm (Sigma 3K30 Zentirfuge; Sigma Laborzentrifugen, 

Osterode am Harz, Deutschland) und einer Temperatur von 4°C. Der Überstand 

wurde bei -20°C bis zur Quantifizierung aufbewahrt.  



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL II. MATERIAL UND METHODEN 
 

49 
 

Proteinisolation nach ihrer subzellulärer Lokalisation 

Zur Gewinnung von Proteinen sortiert nach ihrer subzellulären Lokalisation wurde 

der ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit (; Millipore Katalognummer 

539790) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei konnten zytosolische Proteine, 

Membranproteine und Kernproteine getrennt voneinander isoliert werden. 

 

II.3.2. Proteinquantifizierung 

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde ein BCA Protein Assay (Millipore) 

durchgeführt. Der BCA Assay beruht auf der  alkalischen Reduktion des Cu2+-Ions zu 

Cu+ in Anwesenheit von Protein. Das reduzierte Cu+-Ion bildet zusammen mit der 

Bicinchoninsäure (englisch: bicinchoninic acid, BCA) einen violetten Farbkomplex, 

der durch photometrische Messung bei 562 nm quantifiziert werden kann. Für den 

BCA Protein Assay wurden 10 µl Zelllysat bzw. BSA-Standard (Albuminbovine 

Fraction V, Biomol) in die Wells einer 96-Well-Kulturplatte (Corning) vorgelegt und 

anschließend mit 200 µl BCA-Reagenz (50 Teile Lösung A + 1 Teil Lösung B) für 30 

min bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde darauf mit dem Tecan GENios 

Microplate Reader bei 562 nm gemessen. Mit Hilfe des BSA-Standards konnte die 

Proteinkonzentration der Zelllysate bestimmt werden. 

 

II.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine 

anhand ihres Molekulargewichts in einem SDS-Polyacrylamid (PAA)-Gel in einem 

elektrischen Feld aufgetrennt. Das anionische Tensid SDS denaturiert Proteine unter 

Bildung von SDS-Protein-Komplexen. Die Proteine weisen damit eine negative 

Gesamtladung auf und wandern proportional zu ihrem Molekulargewicht im 

elektrischen Feld vom Minus- zum Pluspol (Laemmli, 1970; Rehm and Letzel, 2009). 

Zur Auftrennung der Proteine wurden die Zelllysate vor Auftrag auf das SDS-Gel 

durch die Zugabe von Laemmli-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 14) 5 min 

bei 95°C denaturiert. Anschließend wurden die Proteinproben in einem SDS-

Polyacrylamid (PAA)-Gel (10%iges Trenngel und 4%iges Sammelgel siehe Tabelle 

14) mit einer Stromstärke von 20 mA pro Gel  aufgetrennt. Für die elektrische 
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Auftrennung wurde die Gelapparatur Mini-Protean® Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, 

California, USA) verwendet. 

Tabelle 14 Zusammensetzung der Trenn-, Sammelgele, des Elektronenpuffers und des 5xLaemmli-Puffers 
Gele und Puffer Zusammensetzung Hersteller 

10%iges Trenngel 

ention. H2O  3,6 ml  - 

Acrylamid (40%)  2,5 ml  Roth 

10 % SDS 100 µl  Roth 

1 M Tris pH 8.8  3,75 ml  
Affymetrix (Santa 

Clara, USA) 

10 % Ammonium Persulfat 50 µl  Sigma 

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine   10 µl  Sigma 

4%iges Sammelgel 

ention. H2O  2,85 ml  - 

Acrylamid (40%) 375 µl  Roth 

10 % SDS   37,5 µl  Roth 

1 M Tris pH 8.8   450 µl  Affymetrix 

10 % Ammonium Persulfat  25 µl  Sigma 

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine 3,5 µl  Sigma 

Elektrodenpuffer 

Tris pH 8.5 25 mM Affymetrix 

Glycin 192 mM Merck 

SDS 1% Roth 

5x Laemmli-Puffer 

SDS 10% Roth 

Glycerol 50% Applichem 

Tris pH 6,8 300mM Affymetrix 

Bromphenolblau 0,01% Applichem 

H2O   

 

II.3.4. Western Blot 

Die Proteine wurden nach der Gelelektrophorese durch elektrophoretischen Transfer 

(Mini Trans-Blot® Cell, (Bio-Rad) Tank-Blot, 140 mA, 1 h 10 min, siehe Tabelle 15) 

auf eine PVDF-Membran (Roche) übertragen. 

Tabelle 15 Zusammensetzung des Blotpuffers 
Puffer Zusammensetzung Hersteller 

Blotpuffer Tris/HCl pH 8.5 25 mM Affymetrix 

Glycin 192 mM Merck 

Methanol 10% Merck 
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II.3.5. Proteindetektion auf Western Blots 

Die Membran wurde nach dem Blotten 1h mit 5% BSA in TBST (siehe Tabelle 16) 

blockiert, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden. Die 

anschließende Inkubation mit dem Primärantikörper (3% BSA in TBST) erfolgte bei 

4°C über Nacht. Nach dreifachem Waschen mit TBST (3x10 min) wurde die 

Membran mit dem HRP-gekoppelten (horse radish peroxidase) Sekundärantikörper 

(in 3% BSA in TBST) 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran erneut gewaschen (3x10 min mit TBST), 5 min mit Roti-Lumin (Roth) oder 

SuperSignal® West Femto (Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Die Detektion des 

Chemilumineszenzsignals erfolgte mit Hilfe des Chemolumineszenzsystems Chemi-

Smart 500 der Firma PeqLab. Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind 

der Antikörperliste im Anhang zu entnehmen. Zur semiquantitaiven Analyse wurde 

die Bandenintesität des analysierten Proteins durch die Badenintensität der 

korrespondierenden Ladekontrolle geteilt. 

Tabelle 16 Zusammensetzung TBST 
Puffer Zusammensetzung Hersteller 

TBST 

Tris pH 7,5 20 mM Affymetrix 

NaCl 150 mM Merck 

Tween20 0,1 % Sigma 

 

II.3.6. Immunpräzipitation mit magnetischen Microbeads 

Die Immunpräzipitation mit den magnetischen Protein A/G Microbeads (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) und Hilfe der µMACS-Säulen (Miltenyi 

Biotec) wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurde 200 µg 

Gesamtprotein eines Zelllysats mit 2 µg eines monoklonalen Antikörpers bzw. 4 µg 

eines polyklonalen Antikörpers vermengt. Zusätzlich wurde, abhängig von der 

Spezies, aus der der Antikörper isoliert wurde (Protein A oder G) und Art: 50 µl 

(monoklonaler Antikörper) bzw. 100 µl (polyklonaler Antikörper) magnetische Protein 

A/G Microbeads zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Während dessen wurde die 

µMACS-Säule in einem magnetischen Feld angebracht. Anschließend wurde die 

Probe auf die Säule gegeben, die Säule viermal mit RIPA-Puffer (Sigma) gewaschen 

und einmal mit 1:100 in Wasser verdünnten RIPA-Puffer gewaschen. Eluiert wurde 

das Immunpräzipitat mit 50 µl auf 95°C erhitzten 1xLaemmli-Puffer (5xLaemmlipiuffer 
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1:5 mit Wasser verdünnt siehe Tabelle 14). Es folgte eine SDS- Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (siehe Kapitel II.3.3) 

 

II.3.7. Gelatine Zymographie 

Zur Detektion aktiver MMPs in Zellkulturüberständen wurde eine Gelatine 

Zymographie  durchgeführt. Dabei macht man sich die Eigenschaft einiger MMPs 

(vor allem MMP-2 und MMP-9) zu Nutze, Gelatine abzubauen. Für die Detektion 

aktiver MMPs wurden 70% konfluente OSCC Zellen 24h in FKS-freiem Kulturmedium 

kultiviert. Anschließend wurde das Medium abgenommen und deren Proteinmenge 

mittels der Zentrifugensäulen Amicon® Ultra 10K (Millipore) nach Herstellerangaben 

konzentriert. Nach anschließender Proteinquantifizierung (siehe Kapitel II.3.2), 

wurden 2 µg der Gesamtproteinmenge mit nicht reduzierendem 2x Lade-Puffer 

versetzt und auf ein gelatinehaltiges PAA Gel (siehe  

Tabelle 17) aufgetragen. Das Gel wurde während der folgenden Gelelektrophorese 

(20 mA pro Gel) auf 4°C gekühlt, damit es nicht zur Denaturierung der Proteasen 

kam. Danach wurde das Gel zwei mal 30 min mit Renaturierungspuffer gewaschen, 

dann vier mal 5 min mit Wasser. Nach der Inkubation zwischen 48h in Verdaupuffer 

bei 37°C, wurde das Gel mit der Coomassie Blue Färblösung 1h gefärbt, 15 min mit 

der Entfärber-Lösung I und anschließend über Nacht mit der Entfärber-Lösung II 

entfärbt.  

 

 
Tabelle 17 Zusammensetzung der gelatinehaltigen PAA Gele, Puffer und Lösungen 

Gele, Puffer und Lösungen Zusammensetzung Hersteller 

10%iges Trenngel  

ention. H2O     

40% Acrylamid 10%  Roth 

10% SDS 0,1% Roth 

Tris pH 8,8 250mM Affymetrix 

10% Ammonium Persulfat 0,07% Sigma 

1% Gelatine      0,1% Sigma 

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine 0,1% Sigma 

4,5%iges Sammelgel 

ention. H2O    

Acrylamid (40%) 4,5% Roth 

10 % SDS  0,1% Roth 

1 M Tris pH 8.8  250mM Affymetrix 
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Gele, Puffer und Lösungen Zusammensetzung Hersteller 

10 % Ammonium Persulfat  0,05% Sigma 

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine 0,33% Sigma 

2x Ladepuffer 

Tris/HCl pH 8 20 mM Affymetrix 

EDTA 2 mM Applichem 

SDS 2 % Roth 

Glycerol 20 % Applichem 

Bromphenolblau 0.02 % Applichem 

Renaturierungspuffer Triton X-100 2.5% Sigma 

Verdaupuffer 
Tris/HCl pH 8.5 50 mM Affymetrix 

CaCl2 5 mM Merck 

Coomassie Blue 

Färbelösung 

Coomassie Blue 0,25 % Applichem 

Essigsäure 10 % Merck 

Isopropanol p. a. 25 % Merck 

Entfärber-Lösung I 
Methanol p. a. 50 % Merck 

Essigsäure 10 % Merck 

Entfärber-Lösung I 
Methanol p. a. 5 % Merck 

Essigsäure 7,5 % Merck 

 

II.3.8. Immunfluoreszenz-Färbungen 

Nach dem Aussäen von 10.000 OSCC Zellen pro Kammer eines Glasobjekträgers 

(ChamberSlides von Millipore) und der Kultivierung für zwei Tage, wurden die Zellen 

10 min mit 4%igem Paraformaldehyd (Sigma) in PBS (Sigma) fixiert und dreimal 5 

min mit PBS mit 0,1% Tween20 (PBST) gewaschen. Es folgte die Permeabilsierung 

der Zellen mit Hilfe von 0,1% Triton X-100 (Sigma) 5 min in PBS. Nach nochmaligem 

Waschen (3x 5 min mit PBST) wurden die Zellen für 1h mit 3% BSA (Biomol) in PBS 

mit 0,1% Tween 20 (PBST) blockiert, anschließend über Nacht bei 4 °C mit dem 

Primärantikörper  (in 3% BSA in PBST) inkubiert und danach abermals mit PBST 

gewaschen (3x 5 min) Es folgte eine einstündige Inkubation mit dem Fluorochrom-

gekoppelten Sekundärantikörpers (3% BSA in PBST).  Zum Schluss wurden die 

Zellen mit Vectashield Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories, 

Peterborough, UK) eingedeckelt und damit gleichzeitig die Zellkerne mit DAPI 

angefärbt. Für Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahmen wurde das Mikroskop 

Olympus BX 61 (Olympus, Hamburg, Deutschland) verwendet. Zur Quantifizierung 

wurden der Mittelwert der Fluoreszenzintensität jeder einzelne Zelle eines Bildes mit 

Hilfe des Programmes ImageJ 1.6 (Wayne Rasband, National Institute of Health, 
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USA) gemessen und durch die Zellfläche geteilt. Die verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörper sind in der Antikörperlist (siehe Anhang) aufgelistet. 

II.3.9. Immunohistochemische Färbung 

Nach dem Aussäen von 20.000 OSCC Zellen pro Kammer eines Glasobjekträgers 

(ChamberSlides von Millipore) und der Kultivierung für zwei Tage, wurden die Zellen 

15 min mit 2%igem Paraformaldehyd (Sigma) in PBS (Sigma) fixiert und 

anschließend dreimal für 5 min mit PBS mit 0,1% Tween20 (PBST) gewaschen. 

Permeabiliert wurden die Zellen mit Hilfe von 0,1% Triton X-100 (Sigma) für 5 min in 

PBS. Nach nochmaligem waschen mit PBST (3x 5 min) wurden die endogenen 

Peroxidasen mit 3% Wasserstoff in einer 10%igen Methanollösung gehemmt. 

Anschließend wurden die Zellen 1h mit 5% normalen Ziegenserum (Sigma) in PBST 

blockiert. Nach der Inkubation mit Primärantikörper (in 3% normalen Ziegenserum in 

PBST) bei 4°C über Nacht, wurden die Zellen dreimal 5 min mit PBST gewaschen 

und 30 min mit dem HRP-Polymer Dako EnVision™+ Dual Link System-HRP (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) behandelt. Anschließend wurden die Zellen 

nochmals mit PBST gewaschen (3x 5 min) und mit Hilfe von SIGMAFAST™ 3,3′-

Diaminobenzidin (DAB) Substrat (Sigma), das nach Herstellerangaben hergestellt 

wurde, angefärbt. Durch Waschen mit PBS wurde die Färbeprozedur gestoppt und 

die Zellen wurden schließlich mit Dako Glycergel Mounting Medium (Agilent 

Technologies) eingedeckelt. Für und Durchlichtaufnahmen wurde das Mikroskop 

Olympus BX 61 (Olympus) verwendet. 

 

II.3.10. Proximity Ligation Assay 

Für die Analyse der Kindlin-1/ILK Interaktion wurde ein Duolink® proximity ligation 

assay (PLA) der Firma Olink (Uppsala, Schweden, Katalognummer: DUO92105) 

nach Herstellerangaben durchgeführt. Diese Methode verbindet eine 

Immunfluoreszenzfärbung mit einer DNA-Amplifikation. Dabei werden sekundäre 

Antikörper verwendet, die mit einem Plus- oder Minusstrang einer DNA-Sequenz 

gekoppelt sind. Befinden sich die gesuchten Proteine, also folglich auch die 

Antikörper, in räumlicher Nähe zueinander, hybridisieren die DNA-Stränge. Die 

Polymerase kann nun den Strang nach dem rolling circle Mechanismus amplifizieren. 
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Anschließend wird die amplifizierte DNA mit spezifischen fluoreszenzmarkierten 

Oligonukleotiden hybridisiert. Die Fluoreszenz ist als punktförmiges Signal unter 

einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar.  

Für den Nachweis der Kindlin-1/ILK Interaktion wurden die Antikörper der Tabelle 18 

verwendet. Als Negativkontrolle wurde der Anti-ILK Antikörper zusammen mit einem 

Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne von β1 Integrin (Millipore) verwendet. 

Die ersten Antikörper wurden in 3%igen BSA in TBST nach Herstellerangaben 

verdünnt und 1h in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Nach anschließender 

30minütiger Inkubation mit den PLA-Proben (1:5 verdünnt) bei 37°C fand die 

Amplifikation 2h lang bei 37°C in einer feuchten Kammer statt. Zur Quantifizierung 

der Kindlin-1/ILK Interaktion wurden alle Interaktionen eines Bildes mit Hilfe des 

Computerprogramms ImageJ V1.45 (Bethesda, USA) gezählt und durch die Anzahl 

der Zellen geteilt. 

Tabelle 18 Für den PLA verwendete Antikörper 
Antigen Spezies Sekundärantikörper Hersteller 

ILK Goat IgG Anti-Goat IgG (minus DNA Strang) SantaCruz (Dallas, USA) 

Kindlin-1 Rabbit IgG Anti-Rabbit IgG (plus DNA Strang) Abcam (Cambridge, UK) 

 

II.4. Statistische Auswertung 
Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Computerprogramms GraphPad 

Prism V6 (San Diego, USA) berechnet. Dazu wurde der Mann Whitney U Test 

herangezogen. Ein p-Wert gleich oder unter 0,05 wurde als signifikant angenommen. 

Die Fehlerbalken repräsentierten die Standardabweichung. 
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III. Ergebnisse 

III.1. TEIL1: 

Kollagen XVI induziert die MMP9 Expression über die Aktivierung 

des ILK/Akt/AP-1 Signalweges und fördert die Invasion von OSCC-

Zellen  

Im Verlauf der Tumorgenese von Glioblastomen und OSCC kommt es in distinkten 

Tumorstadien zu einer starken Überexpression von Kollagen XVI (Senner et al., 

2008; Bauer et al., 2011; Ratzinger et al., 2011a). So konnte während der 

Progression des OSCCs in hyperplastischen und dysplastischen Bereichen des 

Tumorgewebes eine Kollagen XVI Überexpression beobachtet werden, wohingegen 

Kollagen XVI in Gewebeproben gesunder oraler Mukosa nur nahe der Basal-

membran lokalisiert ist. Nach der Induktion einer Kollagen XVI Überexpression in 

einer humanen OSCC-Zelllinie (PCI13) konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte 

Kollagen XVI Expression zum Anstieg der Proteinexpression des Integrin-

assoziierten Proteins Kindlin-1 führt und eine verstärkte Interaktion von β1 Integrin 

mit Kindlin-1 zur Folge hat (Ratzinger et al., 2011).  

Ein Anstieg der MMP9 Expression und Sezernierung ist während der Progression 

einer Vielzahl von Tumoren zu beobachten. Zahlreiche Studien deuten auf eine 

MMP9 Beteiligung an der Angiogenese, der Ausbreitung, der Invasion und der 

Motilität von Krebszellen hin. Zudem scheint eine erhöhte MMP9 Expression bei der 

Entstehung der Krebsstammzellnische und der Metastasenbildung involviert zu sein 

und das Metastasenwachstum zu fördern (Farina and Mackay, 2014). 

 

 

III.1.1. Einteilung der Kollagen XVI überexprimierenden Zellklone anhand ihrer 

Kollagen XVI Expressionslevel  

Zur Untersuchung des Einflusses von Kollagen XVI während der Progression des 

OSCCs wurden Kollagen XVI überexprimierende OSCC-Zellen der Zelllinie PCI13 

verwendet. In Western Blot Analysen von Zellkulturüberständen mit einem 

Antikörper, der den N-Terminus des Kollagen XVI erkennt (Kollagen XVI Antikörper), 
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weisen diese Zellklone (COLXVI Klone) verschiedene Sezernierungslevel von 

Kollagen XVI auf, während Mock Kontrollklone kein Kollagen XVI sezernieren (Abb. 

6). Klon drei und vier zeigen im Vergleich zu Klon eins und zwei eine verstärkte 

Kollagen XVI Sezernierung  (Abb. 6). Um mögliche Dosis-abhängige Effekte von 

Kollagen XVI offenzulegen, wurde in weiteren Experimenten der COLXVI Klon 1 

exemplarisch für eine niedrige Kollagen XVI Sezernierungsdosis untersucht (COLXVI 

Low), während der COLXVI Klon 3 exemplarisch für eine höhere Dosis (COLXVI 

High) verwendet wurde. Bei allen COLXVI Klonen können in den 

Zellkulturüberständen neben Volllänge-Kollagen XVI, das ein molekulares Gewicht 

von circa 220 kDa hat, auch verschiedene N-terminale, trunkierte Formen von 

Kollagen XVI detektiert werden: Zu beobachten ist ein 80 kDa  Fragment, das bereits 

von Kassner et al. beschrieben wurde (Kassner et al., 2004). Zusätzlich findet man 

Fragmente mit einem Molekulargewicht von 60 kDa, 40 kDa und 35 kDa. Eine 

massenspektroskopische Untersuchung des 35 kDa Fragments identifizierte dieses 

als NC11-Domäne von Kollagen XVI, die bereits von Tillet et al. als proteolytisches 

Fragment von Kollagen XVI beschrieben wurde (Tillet et al., 1995). 

Abb. 6: Kollagen XVI im Überstand von  COLXVI Klonen und Mock Kontroll-
klonen 
Western Blot Analyse von Zellkulturüberständen der Kollagen XVI 
überexprimierenden Klone (COLXVI Klone 1-4) und der Mock Kontrollklone (1-2) mit 
einem Antikörper, der den N-Terminus von Kollagen XVI erkennt. Nur die COLXVI 
Klone sezernieren das Volllänge-Kollagen XVI (220 kDa; schwarzer Pfeil). COLXVI 
Klon 3 und 4 weisen eine stärkere Kollagen XVI Sezernierung auf als Klon 1 und 2. 
Zudem können bei allen Zellkulturüberständen der COLXVI Klone Fragmente mit 
einem molekularen Gewicht von 80, 60 und 40 kDa (geschweifte Klammer), als auch 
die 35 kDa schwere NC11-Domäne detektiert werden (weißer Pfeil). Als 
Ladekontrolle diente eine Coomassie Blue Färbung des Gels vor dem Blotten. 
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III.1.2. Kollagen XVI induziert eine erhöhte MMP9 Expression in oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen 

Quantitative Taqman® PCR Analysen weisen eine 5- bis 10-fache Induktion der 

MMP9 Genexpression der COLXVI Klone verglichen mit den Mock Kontrollklonen 

nach (Abb. 7A, weiße Balken). Die Zugabe von 1 µg/ml rekombinantem Kollagen XVI 

für 24 h zu den Zellen lässt die MMP9 Genexpression sowohl in COLXVI Klonen als 

auch in Mock Kontrollklonen weiter stark ansteigen. Dabei erhöht sich die MMP9 

Genexpression nochmals um das 10 bis 15 fache (Abb. 7 A, graue Balken). Dies legt 

abermalig den Einfluss von Kollagen XVI auf die Genexpression der MMP9 offen. 

Untermauert werden diese Ergebnisse durch Gelatinezymographie (Abb. 7 B). Im 

Vergleich zu Mock Kontrollklonen weisen COLXVI Klone weisen auch hier eine 

erhöhte MMP9 Sezernierung auf. Die COLXVI Klone zeigen eine klare Bande bei 92 

kDa, welches der Pro-Form von MMP9 entspricht. Im Gegensatz dazu besitzen Mock 

Kontrollklone nur eine sehr schwache MMP9 Bande. Zudem sezernieren sowohl 

COLXVI Klone als auch Mock Kontrollklone Pro-MMP2 mit einem molekularen 

Gewicht von 72 kDa. 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Kollagen XVI die Expression und 

anschließende Sezernierung von MMP9 in OSCC Zellen induziert. Diese Steigerung 

der MMP9 Expression und Sezernierung scheint über exogenes, von den COLXVI 

Zellen ins Kulturmedium sezerniertes Kollagen XVI induziert zu werden. Die exogene 

Wirkungsweise von Kollagen XVI auf die Steigerung der Genexpression von MMP9 

in COLXVI Zellen zeigt sich zudem nach Zugabe von rekombinantem Kollagen XVI in 

das Zellkulturmedium.   
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III.1.3. Kollagen XVI Überexpression führt zur Aktivierung der integrin linked 

kinase (ILK) 

Kollagen XVI übermittelt Effekte über die Aktivierung von β1 Integrinen und Kindlin-1 

(Ratzinger et al., 2011). Es ist bekannt, dass β1 Integrin Signale intrazellulär über ILK 

weiterleiten kann (Hannigan et al., 2005). ILK wird dabei unter anderem über 

Phosphorylierung (Thr 173) aktiviert. Tatsächlich zeigen Western Blot Analysen von 

Membranfraktionen eine verstärkte ILK Phosphorylierung in den COLXVI Klonen 

Abb. 7: MMP9 Genexpression und Sezernierung von COLXVI Klonen und Mock 
Kontrollklonen. 
A. Quantitative Taqman® PCR der MMP9 Genexpression von COLXVI Klonen 
verglichen mit Mock Kontrollen nach 24-stündiger Inkubation mit rekombinantem 
Kollagen XVI. Ohne zusätzliches Kollagen XVI zeigen COLXVI Klone (1-4), ver-
glichen mit den Mock Kontrollen, eine erhöhte MMP9 Expression (n=3; p < 0,01). Die 
Zugabe von rekombinantem Kollagen XVI (1 µg/ml) verursacht  einen deutlichen 
Anstieg der MMP-9 Expression in allen Zellen. B. Gelatine Zymogramm von 
Zellkulturüberständen der COLXVI Klone (1-4) und der Mock Kontrollen (1-2). Die 
COLXVI Klone weisen eine klare Bande bei 92 kDa auf, die der Pro-Form von MMP9 
entspricht. Im Gegensatz dazu zeigen Mock Kontrollklone nur eine schwache Bande 
bei 92 kDa. Des Weiteren sezernieren sowohl COLXI Klone als auch Mock 
Kontrollklone Pro-MMP2 mit einem molekularen Gewicht von 72 kDa.  
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verglichen mit den Mock Kontrollklonen (Abb. 8 A). Die ILK Gesamtproteinmenge der 

COLXVI Klone und Mock Kontrollklone unterscheidet sich dagegen kaum. Um 

festzustellen, ob die ILK Aktivierung für die Hochregulierung der MMP9 Expression 

verantwortlich ist, wurde die ILK Aktivierung in den COLXVI Klonen mittels einer 24-

stündigen Inkubation mit 300 nM des spezifischen ILK Inhibitors Cpd 22 gehemmt. 

Die quantitative Taqman® PCR weist eine 60-80%ige Reduktion der MMP9 

Genxpression nach 24-stündiger ILK-Inhibition nach (Abb. 8 B). Die Gelatine-

Zymographie zeigt auch eine deutliche Abnahme der MMP9 Sezernierung in 

Zellkulturüberständen von COLXVI Zellen nach ILK-Inhibition und untermauert diese 

Befunde. Zudem findet man eine starke Reduktion der MMP2 Sezernierung nach 

einer ILK-Inhibition (Abb. 8 C). Ein Luziferase Aktivitätsassay mit einem Vektor, der 

ein 530 bp langes MMP9 Promotorfragment vor dem Luziferase Reportergen enthält, 

bestätigt die Beteiligung der ILK an der Kollagen XVI abhängigen Regulation der 

MMP9 Expression: Es zeigt sich eine 40%ige Reduktion der MMP9 Promotoraktivität 

in COLXVI Klonen nach ILK-Inhibition (Abb. 8 D). Aus diesen Ergebnissen lässt sich 

schließen, dass Kollagen XVI in OSCC Zellen die Phosphorylierung und Aktivierung 

der ILK induziert. Schließlich kommt es in OSCC Zellen über die Aktivierung der ILK 

zur verstärkten MMP9 Expression und Sezernierung.  
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Abb. 8: Kollagen XVI Überexpression induziert MMP9 Genexpression und 
Sezernierung über ILK Aktivierung 
A. Western Blot Analyse von Membranfraktionen zum Nachweis von Gesamt-ILK und 
phosphorylierter ILK in COLXVI Klonen und Mock Kontrollklonen. Es zeigt sich eine 
ILK Aktivierung in COLXVI Klonen, während bei Mock Kontrollen nur eine sehr 
schwache ILK Aktivierung nachweisbar ist. B. Quantitative Taqman® PCR zum 
Nachweis der MMP9 Genexpression bei COLXVI Klon High nach 24-stündiger ILK 
Inhibition mit Cpd 22 (c=300 nM; ILKi). Die MMP9 Expression ist nach ILK Inhibition 
stark reduziert (n=3; p<0,05). C. Gelatinezymographie von Zellkulturüberständen 
nach 24-stündiger ILK Inhibition mit Cpd 22 (300nM; ILKi) des COLXVI Klons High. 
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III.1.4. Kollagen XVI Überexpression führt zur Aktivierung der Proteinkinase B 

(Akt/PKB) 

Aus der Literatur ist bekannt, dass die aktivierte ILK Akt/PKB an ihrem Serinrest an 

Position 473 phosphoryliert ist (Persad et al., 2001; Hannigan et al., 2005; McDonald 

et al., 2008). Da in den Membranen der COLXVI Klone verstärkt die phosphorylierte 

und damit aktivierte Form von ILK vorliegt, wurde untersucht, ob es in den COLXVI 

Klonen auch zur Aktivierung von Akt/PKB kommt. Tatsächlich zeigen Western Blot 

Analysen eine verstärkte Phosphorylierung der Akt/PKB am Serinrest 473 in COLXVI 

Klonen, Mock Kontrollklone weisen dagegen eine geringere Phosphorylierung auf 

(Abb. 9). Die Akt/PKB Gesamtproteinmenge der COLXVI Klone und Mock 

Kontrollklone unterscheidet sich dagegen nicht. Dieser Befund untermauert die 

bisherigen Ergebnisse der Kollagen XVI induzierten ILK Aktivierung, da Akt/PKB im 

Verlauf der ILK Signalkaskade aktiviert wird. Kollagen XVI verursacht wahrscheinlich 

über die Aktivierung der ILK die Phosphorylierung der Akt/PKB. 

Abb. 9: PKB/Akt Phosphorylierung  
Western Blot Analyse von Zelllysaten zum Nachweis von gesamt PKB/Akt und 
Ser473 phosphorylierter PKB/Akt bei COLXVI Klonen und Mock Kontrollklonen. Es 
zeigt sich eine verstärkte Ser473 Phosphorylierung in COLXVI Klonen verglichen mit 
den Mock Kontrollen. 
 
 

Nach ILK Inhibition ist ein deutlicher Rückgang der MMP9 (92kDa) und MMP2 (72 
kDa) Sezernierung zu beobachten. D. Luziferase Aktivitätsassay mit einem 
Reportervektor, der ein 530 bp langes MMP9 Promotorfragment enthält. Nach 24-
stündiger Inhibition der ILK Aktivität mit Cpd 22 (300nM; ILKi) zeigen Zellen des 
COLXVI Klons High eine deutliche Reduktion der MMP9 Promotoraktivität(n=3; 
p<0.001). 
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III.1.5. Kollagen XVI Überexpression führt zu vermehrter ILK/Kindlin-1 

Interaktion 

Kindlin-1 wird in COLXVI Klonen überexprimiert (Ratzinger et al., 2011). Des 

Weiteren ist ein Kindlin-1 verwandtes Protein, das Kindlin-2, ein bekannter 

Interaktionspartner der ILK (Böttcher et al., 2012). Zudem zeigen die bisherigen 

Experimente eine Beteiligung von ILK an der Kollagen XVI induzierten MMP9 

Expression. Aus diesem Grund wurde getestet, ob Kindlin-1 möglicherweise in 

Kollagen XVI überexprimierenden Zellen mit ILK interagiert. Der Proximity ligation 

assay weist eine klare Interaktion zwischen Kindlin-1 und ILK in COLXVI Klonen 

nach (Abb. 10). Dies wird durch Co-Immunpräzipitationsexperimente mit Kindlin-1 

und ILK in Abb. 11 D bestätigt. Quantitative Analysen der ILK/Kindlin-1 Interaktionen 

zeigen, dass diese Interaktion abhängig von der Kollagen XVI Dosis ist: In COLXVI 

Klonen mit hoher Kollagen XVI Dosis (COLXVI Klon High) ist eine höhere Anzahl an 

ILK/Kindlin-1 Interaktionen zu beobachten (1,5 Interaktionen/Zelle) als in COLXVI 

Klonen mit geringer Kollagen XVI Sezernierung (COLXVI Klon Low; 1 

Interaktion/Zelle) (Abb. 11 A). Bei Mock Kontrollen sind nur sehr schwache bis keine 

ILK/Kindlin-1 Interaktionen zu detektieren (0,3 Interaktionen/Zelle).  

Abb. 10: Kollagen XVI Überexpression induziert ILK/Kindlin-1 Interaktion  
Proximity ligation assay (PLA) von Kindlin-1 und ILK  in COLXVI Klonen und Mock Kontrollen zur 
Analyse der ILK/Kindlin-1 Interaktion (400x Vergrößerung). Die obere Reihe zeigt exemplarische 
Bildausschnitte aus Fluoreszenzaufnahmen mit 400x Vergrößerungen (Die Messskala entspricht 50 
µm). In der  unteren Reihe sind Fluoreszenzaufnahmen mit einer 200x Vergrößerung zu sehen 
(Messskala entspricht 50 µm). Jeder rote Punkt zeigt die Interaktion zwischen ILK und Kindlin-1. 
COLXVI Klone weisen eine höhere ILK/Kindlin-1 Interaktion auf als Mock Kontrollen. Nach Inhi-
bierung der fokalen Adhäsionsbildung mit löslichen RGD-Peptiden (c=0,1 mg/ml) ist eine deutliche 
Reduktion der Interaktionen zu sehen. 
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Die Lokalisierung der Interaktionen lässt vermuten, dass ILK und Kindlin-1 vor allem 

an fokalen Adhäsionskontakten miteinander interagieren. Diese Annahme wird durch 

Inhibierung der Bildung von fokalen Adhäsionskontakten durch lösliche RGD-Peptide 

bestätigt: Nach einer 24-stündigen Inhibition mit 0,1 mg/ml RGD-Peptiden lässt sich 

ein Rückgang der ILK/Kindlin-1 Interaktionen beobachten (Abb. 10 erste und zweite 

Spalte). Die Auswertung zeigt eine signifikante Abnahme der ILK/Kindlin-1 

Interaktion nach Inkubation mit löslichen RGD-Peptiden (Abb. 11 C; n≥9; p<0,01). 

Zusätzlich führt eine Inhibition der fokalen Adhäsionskontakte zu einer 

dosisabhängigen Reduktion der MMP9 Genexpression (Abb. 11 C). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die Kollagen XVI vermittelte MMP9 Expression in OSCC 

Zellen durch die verstärkte Bildung von fokalen Adhäsionskontakten hervorgerufen 

werden kann. Des Weiteren kommt es in Kollagen XVI überexprimierenden OSCC 

Zellen an fokalen Adhäsionskontakten zur gesteigerten ILK/Kindlin-1 Interaktion.   
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Abb. 11: ILK/Kindlin-1 Interaktion induziert MMP9 Expression 
A. Quantifizierung der ILK/Kindlin-1 Interaktionen aus Abb. 17. Es ist eine signifikante 
Erhöhung der ILK/Kindlin-1 Interaktionen bei COLXVI Klonen im Vergleich zu Mock 
Kontrollen messbar (n=100, *: p<0,05; **:p<0,01). B. Quantifizierung der ILK/Kindlin-1 
Interaktionen nach 24-stündiger Inhibition der fokalen Adhäsionskontakte mit löslichen 
RGD-Peptiden (c=0,1 mg/ml) bei COLXVI Klon High und Low. Nach Inhibition mit RGD-
Peptiden ist eine deutliche Reduktion der ILK/Kindlin-1 Interaktion nachweisbar (n≥9; 
p<0,01). C. Quantitative Taqman® PCR zum Nachweis der MMP9 Genexpression bei 
COLXVI Klon High und Mock Kontrollklon nach 24-stündiger Inhibition der fokalen 
Adhäsionsbildung mit löslichen RGD-Peptiden. Nach Inhibition mit RGD-Peptiden ist eine 
deutliche Reduktion der MMP9 Expression nachweisbar (n=3; p<0,05). D. Co-
Immunpräzipitation mit ILK und Kindlin-1. COLXVI Klone High und Low weisen eine 
stärkere ILK/Kindlin-1 Interaktion auf als der Mock Kontrollklon. 
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III.1.6. Die AP-1 Bindestelle bei -98 bp im Promotor ist wichtig für die Kollagen 

XVI induzierte MMP9 Expression 

Zur Identifikation der MMP9 Promotorregion, die eine wichtige Rolle bei der Kollagen 

XVI induzierten Hochregulierung spielt, wurden verschieden lange MMP9 

Promotorfragmente (90 bp, 530 bp, 930 bp) in einen Luziferase-Reportervektor vor 

das Reportergen kloniert (Abb. 12) und anschließend in COLXVI Klone und Mock 

Kontrollklone transfiziert. Die Promotoraktivität der verschiedenen Fragmente in den 

unterschiedlichen Klonen wurde mit Hilfe eines Luziferase Aktivitätsassays ermittelt. 

Im Allgemeinen lässt sich in allen durchgeführten Luziferase Aktivitätsassays bei 

COLXVI Klonen, verglichen mit Mock Kontrollen, eine erhöhte MMP9 

Promotoraktivität nachweisen (Abb. 12 B).  

Beim Vergleich der Promotoraktivität zwischen den Reportervektoren zeigen 

Luziferase Aktivitätsassays, in denen Reportervektoren mit den längeren MMP9 

Promotorfragmenten (530 bp und 930 bp) eingesetzt wurden, eine deutlich höhere 

MMP9 Promotoraktivität als Assays mit dem 90 bp MMP9 Promotorvektor. 

In COLXVI Klonen, die eine hohe Kollagen XVI Expression aufweisen (COLXVI 

High), werden Luziferase-Reportervektoren mit den MMP9 Promotorfragmenten der 

Länge  530 bp und 930 bp wesentlich stärker aktiviert als in den COLXVI Klonen mit 

niedriger Kollagen XVI Expression (COLXVI Klon Low). Die COLXVI Klonen besitzen 

eine vierfach erhöhte Promotoraktivität gegenüber den Mock Kontrollzellen, während 

COLXVI Low Klone nur eine zwei- bis dreifach erhöhte Promotoraktivität besitzen 

(Abb. 12 B).  

Das 930 bp lange Promotorfragment enthält zwei Bindestellen für den 

Transkriptionsfaktor AP-1 (Abb. 12, MMP9 c Promotor), das 530 bp lange eine AP-1 

Bindestelle (Abb. 12, MMP9 b Promotor) und das 90 bp lange Fragment enthält 

keine AP-1 Bindestelle (Abb. 12, MMP9 a Promotor). Da die Luziferase 

Aktivitätsassays mit Vektoren, die die zwei längeren MMP9 Promotorfragmente 

enthalten, eine deutlich höhere Aktivität aufweisen als Assays mit dem 90 bp MMP9 

Promotorvektor, liegt der Verdacht nahe, dass der Transkriptionsfaktor AP-1 an der 

Hochregulierung der MMP9 Expression beteiligt ist. Zusätzlich steigt die 

Promotoraktivität des Reportervektors, der das 930 bp lange Fragment enthält, 

verglichen mit der Aktivität des 530 bp MMP9 Promotorvektors nur gering an. Daraus 
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lässt sich schließen, dass vor allem die AP-1 Bindestelle im Promotorbereich 

bei -98 bp während der Kollagen XVI induzierten MMP9 Expression von Bedeutung 

ist. Zum Nachweis dieser Hypothese wurde die AP-1 Bindestelle im 530 bp langen 

MMP9 Promotorfragment deletiert (Abb. 12 C). Ein anschließender Luziferase 

Aktivitätsassay mit dem Deletionsvektor und seinem korrespondierenden intakten 

MMP9 Promotorvektor  (530 bp) verdeutlicht den Einfluss der AP-1 Bindestelle an 

Position -98 bp. So hat die Deletion der AP-1 Bindestelle eine deutlich geminderte 

Promotoraktivität zur Folge (Abb. 12 D). Dies weist darauf hin, dass die AP-1 

Bindestelle an Position -98 bp des MMP9 Promotors essentiell für die 

Hochregulierung der MMP9 Promotoraktivität nach Kollagen XVI Überexpression ist. 

Abb. 12: Promotoraktivität der jeweils unterschiedlich langen MMP9 Promotorfragmente 
A. Schematische Darstellung der unterschiedlich langen MMP9 Promotorfragmente. Das MMP9a 
Fragment ist 90 bp lang und enthält keine AP-1 Bindestelle, das MMP9b Fragment ist 530 bp lang 
und enthält eine AP-1 Bindestelle und das MMP9c Fragment ist 930 bp lang und enthält zwei AP-1 
Bindestellen. B. Luziferase Aktivitätsassay zum Nachweis der Promotoraktivität der verschiedenen, 
in Reportervektoren klonierten Promotorfragmente in COLXVI Klonen verglichen mit dem Mock 
Kontrollklon. COLXVI Klone zeigen bei allen drei Reportervektoren (weiß, hellgrau und dunkelgrau) 
eine höhere MMP9-Promotoraktivität als in den Mock Kontrollen (n=3; p<0,001). Der Vektor mit 
dem 530 bp langen MMP9 Promotorfragment weist in allen Zellen eine höhere Promotoraktivität auf 
als der Vektor mit dem  kurzen, 90 bp langen MMP9 Promotorfragment (n=3; p<0,001). C. 
Schematische Darstellung des 530 bp langen MMP9b Promotorfragments und dessen 
korrespondierendes MMP9b Deletionspromotorfragment. Im MMP9b Deletionspromotor wurde die 
AP-1 Bindestelle an Position -98 bp deletiert. D. Luziferase Aktivitätsassay zum Nachweis der 
Promotoraktivität der verschiedenen MMP9b Reportervektoren. Zellen transfiziert mit 
Reportervektoren, die den Deletionspromotor (MMP9b Deletionspromotor) besitzen, weisen in 
Luziferase Aktivitätsassays, im Vergleich zu Zellen mit intakten MMP9b Promotorvektoren eine klar 
reduzierte MMP9 Promotoraktivität auf (n=3; p<0,001). 
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III.1.7. Kollagen XVI überexprimierende OSCC Zellen weisen eine Interaktion 

von c-Fos und Dyskerin zusammen mit einer erhöhten JunB 

Lokalisation im Kern auf 

AP-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor. Eine seiner Untereinheiten wird 

häufig von Proteinen der Fos-Familie gestellt, die zweite Untereinheit gehört häufig 

zur Familie der Jun-Proteine (Eferl and Wagner, 2003). Es ist bekannt, dass c-Fos in 

Zusammenhang mit der MMP9 Expression steht (Crowe and Brown, 1999). Da 

unsere Promotoraktivitätsstudien auf eine Beteiligung von AP-1 an der durch 

Kollagen XVI induzierten MMP9 Expression in OSCC Zellen hinweisen, wurde die 

Proteinexpression von c-Fos zwischen COLXVI Klonen und Mock Kontrollen 

verglichen. Western Blot Analysen von Kernextrakten aus COLXVI Klonen und Mock 

Kontrollen zeigen keinen Unterschied in der c-Fos Expression (Abb. 13 A). Diesen 

Befund untermauern auch Immunfluoreszenzfärbungen; deren Quantifizierung zeigt 

ebenfalls keinen Unterschied in der nukleären Lokalisation von c-Fos zwischen 

COLXVI Klonen und Mock Kontrollklonen (Abb. 13 B).  

Weiterhin wurden c-Fos Interaktionspartner durch Immunpräzipitation mit 

anschließender reduzierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und 

Silbergelfärbung untersucht. Dabei unterscheiden sich COLXVI Klone von Mock 

Kontrollklonen durch eine deutlich erkennbare Proteinbande mit einem molekularen 

Gewicht von 58 kDa (Abb. 13 C). Massenspektrometrische Untersuchungen 

identifizierten diese Proteinbande als Isoform 3 von Dyskerin. Co-

Immunpräzipitationsexperimente bestätigten Dyskerin als Interaktionspartner von c-

Fos in COLXVI Klonen (Abb. 13 D). COLXVI Klone zeigen dabei, verglichen mit 

Mock Kontrollen, eine verstärkte c-Fos/Dyskerin Interaktion. Des Weiteren weisen 

Western Blot Analysen von Kernextrakten eine stark erhöhte nukleäre Lokalisation 

von Dyskerin in COLXVI Klonen nach. Im Vergleich dazu exprimieren Mock 

Kontrollen kaum nukleäres Dyskerin (Abb. 13 E). Immunfluoreszenzfärbungen von 

Dyskerin in COLXVI Klonen und Mock Kontrollen untermauern diesen Befund und 

zeigen die verstärkte Dyskerinlokalisation (rot) in Zellkernen von COLXVI Zellen 

verglichen mit Mock Kontrollzellen (Abb. 13 F). 

Die Analyse von Kernextrakten mittels Western Blot offenbart eine klar gesteigerte 

nukleäre Expression von JunB in COLXVI Klonen (Abb. 13 A). 
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Immunfluoreszenzfärbungen und deren Quantifizierung bestätigen diesen Befund 

(Abb. 13 G). So weisen COLXVI Klone auch hier eine signifikante Erhöhung der 

nukleären JunB Lokalisation gegenüber Mock Kontrollen auf. Diese Ergebnisse 

zeigen einen klaren Unterschied der AP-1 Expression und deren Interaktionspartnern 

zwischen COLXVI Klonen und Mock Kontrollen. 

Abb. 13: Kollagen XVI Überexpression führt zu einer Interaktion von c-Fos mit Dyskerin und induziert eine 
verstärkte nukleäre Lokalisation von JunB 
A. Western Blot Analyse von Kernextrakten zum Nachweis von c-Fos und JunB bei COLXVI Klonen und Mock 
Kontrollen. Es zeigt sich eine verstärkte nukleäre Expression von JunB bei COLXVI Klonen verglichen mit den 
Mock Kontrollen. Zwischen COLXVI Klonen und Mock Kontrollen ist kein Unterschied in der nukleären c-Fos 
Expression nachweisbar. B. Immunfluoreszenzfärbung von c-Fos in COLXVI Klonen und Mock Kontrollen (400x 
Vergrößerung, Messskala entspricht 50 µm, grün: c-Fos). Auch hier ist kein Unterschied in der c-Fos Expression 
sichtbar. Zur Quantifizierung wurde die Intensität der Fluoreszenz von je 100 Zellen von COLXVI Klonen und 
Mock Kontrollen gemessen. C. Silbergelfärbung einer Immunpräzipitation von c-Fos. Der COLXVI Klon weist eine 
deutliche 58 kDa Bande auf. Massenspektrometrische Untersuchungen identifizierten diese Proteinbande als 
Dyskerin. D. Co-Immunpräzipitation von c-Fos und Dyskerin aus Proteinextrakten von COLXVI Zellen und Mock 
Kontrollzellen. Es zeigt sich in COLXVI Klonen, verglichen mit Mock Kontrollklonen, eine verstärkte c-
Fos/Dyskerin Interaktion. E. Western Blot Analyse zum Nachweis von Dyskerin in Kernextrakten. COLXVI Klone 
weisen im Vergleich zu Mock Kontrollen eine erhöhte nukleäre Expression von Dyskerin auf. 
F. Immunfluoreszenzfärbung von Dyskerin in COLXVI Klonen und Mock Kontrollen (400x Vergrößerung, 
Messskala entspricht 50 µm, rot: Dyskerin, blau: DAPI). COLXVI Klone weisen eine erhöhte nukleäre Expression 
von Dyskerin auf. G. Immunfluoreszenzfärbung von JunB in COLXVI Klonen und Mock Kontrollen (400x 
Vergrößerung, Messskala entspricht 50 µm, rot: JunB). COLXVI Klone weisen eine erhöhte nukleäre JunB  
Expression auf. Die semiquantitative Analyse der Fluoreszenzintensität belegt eine signifikante Erhöhung der 
nukleären JunB Expression in COLXVI Klonen verglichen mit Mock Kontrollen (*: p <0,05; ***: p< 0,001). 
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III.1.8. Inhibition des AP-1 führt zur Reduktion der MMP9 Genexpression 

Zur Bestätigung der AP-1 Beteiligung an der Kollagen XVI induzierten MMP9 

Expression wurde die Dimerisierung von AP-1 mit Tanshinone II A verhindert und 

damit die AP-1 Aktivierung inhibiert. Wie in Abbildung Abb. 14 zu sehen ist, führt die 

24-stündige AP-1 Inhibition zu einer signifikanten Reduktion der MMP9 

Genexpression in COLXVI Klonen. Die MMP9 Genexpression der Mock Kontrolle 

sinkt dagegen nicht. 

 

 

III.1.9. Kollagen XVI Überexpression führt zu einer gesteigerten Invasion von 

OSCC Zellen 

Eine erhöhte MMP9 Expression ist in vielen Tumoren mit einer verstärkten Invasion 

der Tumorzellen assoziiert (Xu et al., 2010). Daher wurde anschließend analysiert, 

ob eine Kollagen XVI Überexpression zur gesteigerten Invasion von OSCC Zellen 

Abb. 14: Inhibition der AP-1 Dimerisierung 
Quantitative Taqman® PCR zum Nachweis der MMP9 Genexpression bei COLXVI 
Zellen und Mock Kontrollen nach 24-stündiger Inhibition der AP-1 Dimerisierung mit 
Tanshinone II A (TIIA). Nach Inhibition mit TIIA kommt es zu einer signifikanten 
Abnahme der MMP9 Genexpression in COLXVI Zellen (n = 3; p < 0,05). Dagegen ist 
keine signifikante Reduktion der MMP9 Gen-expression in Mock Kontrollen zu 
beobachten. 
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führt. Zur Analyse der Invasion wurden 3D Micromass Pellets von COLXVI Zellen 

und Mock Kontrollen in partiell degradiertes Kollagen I Gel eingebettet.  Nach 

48-stündiger Kultivierung zeigen COLXVI Zellen eine signifikant größere 

Invasionszone als Mock Kontrollklone (p < 0,001). Zudem erscheinen die 

Kernbereiche der 3D Micromass Pellets der COLXVI Klone, verglichen mit denen der 

Mock Kontrollklone, wesentlich diffuser (Abb. 15 A). Des Weiteren wurde untersucht, 

ob exogenes Kollagen XVI eine Invasion der OSCC Zellen begünstigt. Dazu wurde 

bei der Generierung der 3D Micromass Pellets der Mock Kontrollzellen 

rekombinantes Kollagen XVI in einer Konzentration von 500 ng/ml zugegeben. Nach 

48-stündigem Wachstum auf partiell degradiertem Kollagen I Gel weisen die in 

Kollagen XVI inkubierten 3D Micromass Pellets der Mock Kontrollklone eine größere 

Invasionszone auf als Mock Kontrollklone, die nicht mit rekombinantem Kollagen XVI 

behandelt wurden. Diese Ergebnisse belegen, dass sowohl die Überexpression von 

Kollagen XVI als auch exogen appliziertes rekombinantes Kollagen XVI die Invasion 

von OSCC Zellen begünstigt.  
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III.1.10. Zusammenfassung Teil I 

In diesem Teil der Dissertation wurde mit Hilfe der Überexpression von Kollagen XVI 

in der OSCC-Tumorzelllinie PCI13 (COLXVI Zellen) der Einfluss von Kollagen XVI 

auf die Invasion und das Zellwachstum des oralen Plattenepithelkarzinoms 

untersucht. Dabei führte eine Überexpression von Kollagen XVI in OSCC Zellen zu 

einer verstärkten MMP9 Genexpression und MMP9 Sekretion. Anschließend wurde 

der dafür verantwortliche Signalweg ermittelt und präzisiert: Nach der Kollagen XVI 

vermittelten Aktivierung der Zelloberflächenrezeptoren Integrin ß1 und ß2 (Ratzinger 

Abb. 15: Kollagen XVI Überexpression und Applikation von rekombinantem Kollagen XVI führen zur 
verstärkten Invasion von OSCC Zellen 
A. 3D Micromass Pellets von COLXVI Klonen verglichen mit 3D Micromass Pellets aus Mock Kontrollzellen nach 
24-stündigem Wachstum auf partiell degradiertem Kollagen I Gel. COLXVI Klone besitzen eine signifikant 
größere Invasionszone (orange Linie) als Mock Kontrollklone (n = 10; p < 0,01). Zusätzlich erscheinen die 
Kernbereiche der COLXVI-Micromass Pellets, wesentlich diffuser als die Kernbereiche der Mock Kontroll-
Micromass Pellets. B. Vergleich von Mock Kontroll-Micromass Pellets, die während der Bildung der Pellets mit 
500 ng/ml rekombinantem Kollagen XVI (+rek. COLXVI) behandelt wurden oder als Kontrolle ohne Zugabe von 
rekombinantem Kollagen XVI hergestellt wurden (-rek. COLXVI). Im Vergleich zu den Kontrollen weisen Mock 
Kontrollklone, die mit rekombinatem Kollagen XVI behandelt wurden (+rek. COLXVI), nach 24-stündiger 
Kultivierung auf partiell degradiertem Kollagen I Gel eine signifikant größere Invasionszone auf (orangene Linie; n 
= 8; p < 0,001).  
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et al., 2011) kommt es zur Aktivierung der ILK in den COLXVI Zellen und zur 

verstärkten Interaktion von ILK mit Kindlin-1 in Bereichen fokaler Adhäsionskontakte. 

Dies führt zur Phosphorylierung und Aktivierung der Akt/PKB. Des Weiteren deckten 

Promotoruntersuchungen eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1 bei der 

Kollagen XVI induzierten Hochregulierung der MMP9 Expression auf. Zu diesen 

Ergebnissen entstand bereits eine Publikation in einer international anerkannten 

wissenschaftlichen Fachzeitschrift (Bedal et al., 2014). Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass Kollagen XVI die Invasion der OSCC Zellen verstärkt.   
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III.2. TEIL 2: 

Die NC11-Domäne von Kollagen XVI induziert vaskuläre Mimikry in 

OSCC Zellen 

Wie schon im ersten Teil dieser Dissertation gezeigt wurde, findet man in 

Zellkulturüberständen von Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen neben 

anderen trunkierten Formen auch verstärkt die lösliche NC11-Domäne von Kollagen 

XVI. Die NC11-Domäne bildet den globulären Kopf von Kollagen XVI, ist verglichen 

mit den übrigen NC-Domänen von Kollagen XVI mit 312 Aminosäuren relativ groß 

und besitzt sowohl eine TSPN Domäne als auch eine PARP Region. Des Weiteren 

enthält sie zwei Konsensussequenzen für eine N-Glykosylierung. Zudem ist die 

NC11-Domäne resistent gegen den proteolytischen Abbau neutraler Proteasen wie 

beispielsweise Trypsin (Tillet et al., 1995; Kassner et al., 2004).  

Die kontrollierte Proteolyse von Makromolekülen der ECM setzt bioaktive Fragmente 

frei oder demaskiert kryptische Proteindomänen. Diese Fragmente besitzen meist 

spezifische, von ihren Ursprungsproteinen verschiedene, bioaktive Eigenschaften 

und werden entweder als Matrikine oder Matrikryptine bezeichnet. Eine Vielzahl 

dieser Matrikryptine und Matrikine beeinflussen Wachstum und invasive Eigen-

schaften von Tumoren (Tran et al., 2005; Ricard-Blum, 2011a; Ricard-Blum and 

Salza, 2014)(Tran et al., 2005; Ricard-Blum, 2011a)(Tran et al., 2005; Ricard-Blum, 

2011a)(Tran et al., 2005; Ricard-Blum, 2011). 

Aus diesem Grund wurde im zweiten Teil dieser Arbeit der Einfluss der NC11-

Domäne von Kollagen XVI auf die Progression des oralen Plattenepithelkarzinoms 

analysiert. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus dieser Untersuchung 

vorgestellt.  

 

III.2.1. Die Überexpression der NC11-Domäne von Kollagen XVI in der OSCC 

Zelllinie PCI13 

Um den Einfluss der NC11-Domäne auf die Progression des oralen 

Plattenepithelkarzinoms zu untersuchen, wurde die NC11-Domäne mit Hilfe eines 

Überexpressionsvektors mit kodierender Gensequenz der NC11-Domäne in der 

OSCC Zelllinie PCI13 überexprimiert. Da die Zelllinie PCI13 kein endogenes 
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Kollagen XVI exprimiert, wurde sie als Modell für unsere Analysen ausgesucht. Zur 

besseren Lokalisation und Detektion des Proteins wurde mit Hilfe eines GFP-

Reportersystems ein NC11-GFP Fusionsprotein generiert wobei GFP an das C-

terminale Ende der NC11-Domäne kloniert wurde. Es wurden drei NC11-GFP 

überexprimierende Zellklone (NC11-GFP Klon 1-3) und zwei Kontrollklone (Mock 1 

und 2) mit Leervektor hergestellt, die nur GFP exprimieren. Das Fusionsprotein 

NC11-GFP besitzt ein molekulares Gewicht von 64 kDa. Anschließende 

Proteinexpressionsanalysen weisen eine hohe endogene Expression des 

Fusionsproteins NC11-GFP und eine schwächere Sezernierung des NC11-GFP 

Proteins in den NC11-GFP Klonen 1 bis 3 auf (siehe Abb. 16). Mock Kontrollklone 

exprimieren dagegen nur GFP mit einem Molekulargewicht von 30 kDa (Abb. 16).  

Mit Hilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie konnte das Fusionsprotein NC11-

GFP in NC11-GFP Klonen und das GFP in den Mock Kontrollklonen detektiert 

werden. Das NC11-GFP Fusionsprotein ist vor allem an der Zellmembran (weißer 

Abb. 16: Proteinexpression und Sezernierung des Fusionsproteins NC11-GFP in der 
OSCC Zelllinie PCI13 
Western Blot Analyse von Zellkulturüberständen und Zelllysaten der NC11-GFP Zellklone 
mit einem GFP-Antikörper (Anti-GFP; erste Zeile) und mit Hilfe des Kollagen XVI  
Antikörpers (Anti COLXVI; zweite Zeile). In allen drei tPCI13 NC11-GFP Zellklonen kann 
sowohl in Zelllysaten als auch in Zellkulturüberständen GFP und die NC11-Domäne von 
Kollagen XVI nachgewiesen werden. In den Mock Kontrollklonen kann GFP mit einem 
molekularen Gewicht von 30 kDa in Zelllysaten und schwach in Zellkulturüberständen 
nachgewiesen werden.  
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Pfeil) und an zytoplasmatischen Strukturen (roter Pfeil) der NC11-GFP Klone 

lokalisiert. Im Gegensatz dazu sammelt sich das GFP-Protein der Mock Kontrollklone 

im Zellkern an (Abb. 17). 

III.2.2. Auswirkung der NC11-GFP Induktion in OSCC Zellen auf 

Zellmorphologie und zelluläre Wachstumsmuster 

In Untersuchungen von NC11-GFP Klonen in 2D Kultur zeigt sich im Vergleich zu 

den Mock Kontrollklonen ein differenzielles Wachstumsverhalten. Bei der 2D 

Kultivierung bilden NC11-GFP Zellen dichte Zellcluster, im Unterschied dazu 

wachsen Mock Kontrollzellen in einem zusammenhängenden Monolayer. 

Diese Beobachtungen legen einen Einfluss der NC11-Domäne auf die Zellform und 

das Wachstum der OSCC Zellen nahe. 

 

 

 

 

Abb. 17: Lokalisierung des Fusionsproteins NC11-GFP und des GFPs in OSCC Zellen 
Fluoreszenzaufnahme von NC11-GFP und GFP in NC11-GFP Zellen und Mock 
Kontrollzellen mit konfokaler Laserscanmikroskopie (400x Vergrößerung). Das 
Fusionsprotein NC11-GFP ist in den NC11-GFP Zellen sowohl im Zytoplasma an 
spezifischen Strukturen lokalisiert (roter Pfeil), als auch an den Zellmembranen der OSCC 
Zellen (weißer Pfeil). Im Gegensatz dazu befindet sich das GFP in den Mock Kontrollzellen 
größtenteils im Nukleus. 
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III.2.3. Einfluss der NC11-GFP Induktion in OSCC Zellen auf Zellgröße, 

Proliferation, Migration und die Fähigkeit Kolonien zu bilden 

Vergleicht man die Zellgröße zwischen NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen 

mit Hilfe von Durchlichtmikroskopie, erweisen sich die NC11-GFP Zellen als 

wesentlich kleiner als Mock Kontrollzellen. Die Quantifizierung zeigt eine signifikante 

Abnahme der Zellgröße um fast 50% nach der NC11-GFP Expressionsinduktion in 

OSCC Zellen (Abb. 19 A; p < 0,001).  

Vergleichende Untersuchungen der Zellproliferation von NC11-GFP Zellen und Mock 

Kontrollzellen mit Hilfe eines BrdU Assays deckten in NC11-GFP Zellen, im Vergleich 

zu Mock Kontrollzellen, eine signifikante, bis zu 50%ige Reduktion der 

Proliferationsrate auf (Abb. 19 B; p < 0,01). 

Mit Hilfe eines Boyden-Kammer Migrationsassays können die 

Migrationseigenschaften der NC11-GFP Zellen mit denen der Mock Kontrollzellen 

verglichen werden. Dabei zeigt sich, dass die chemotaktische, migratorische Aktivität 

der OSCC Zellen durch eine NC11-GFP Überexpression negativ beeinflusst wird. 

Die Migrationsfähigkeit der OSCC Zellen verringerte sich nach NC11-GFP Induktion 

signifikant um fast 70% (siehe Abb. 19 C; p < 0,05). 

Das Bild kann nicht angezeigt werden. Dieser Computer verfügt möglicherweise über zu wenig Arbeitsspeicher, um das Bild zu öffnen, oder das Bild ist beschädigt. Starten Sie den Computer neu, und öffnen Sie dann erneut die Datei. Wenn weiterhin das rote x angezeigt 
wird, müssen Sie das Bild möglicherweise löschen und dann erneut einfügen.

Abb. 18: Einfluss der NC11-GFP Induktion auf Wachstumsmuster von OSCC Zellen 
Durchlichtmikroskopie von NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen, die in 
Zellkulturflachen aus Polystyren kultiviert wurden (400x Vergrößerung). NC11-GFP Zellen 
bilden Zellcluster aus, Mock Kontrollzellen wachsen dagegen in einem 
zusammenhängenden Monolayer. 
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In einem Colony Forming Assay wurde die Fähigkeit der OSCC Zellen Kolonien zu 

bilden, untersucht. Der Colony Forming Assay dient unter anderem als Indikator für 

den Verlust der Kontaktinhibition und für verankerungsunabhängiges Wachstum. 

Durch eine NC11-GFP Überexpression bilden OSCC Zellen signifikant mehr 

Kolonien als Mock Kontrollzellen (p < 0,05). Die Anzahl der kolonienbildenden Zellen 

erhöht sich bei NC11-GFP überexprimierenden OSCC Zellen im Vergleich zu Mock 

Kontrollzellen um das 3-4 fach. (siehe Abb. 20 A). Allerdings zeigt sich, dass sich die 

Fähigkeit der Zellen große Kolonien zu bilden sich durch eine Überexpression von 

NC11-GFP signifikant erniedrigte (p < 0,05). Nur 9% aller NC11-GFP Kolonien sind 

größer als 1000 Pixel, wohingegen 28% aller Mock Kolonien größer sind als 1000 

Pixel (siehe Abb. 20 B und C). 

 

 

Abb. 19: Einfluss von NC11-GFP auf OSCC Zellen: Zellgröße, Proliferation und Migration  
A. Größenvergleich der Zelloberfläche in Pixel. NC11-GFP Zellen sind signifikant kleiner als Mock Kontrollzellen 
(n > 100; p < 0,001). B. Vergleich der Proliferationsrate durch BrdU Assays. Die Proliferationsrate sinkt signifikant 
nach NC11-GFP Überexpression (n > 5; p < 0,001). C. Analyse der Zellmigration mit Hilfe des Boyden-Kammer 
Migrationsassays. Nach NC11-GFP Überexpression sinkt die Fähigkeit der Zellen zu migrieren signifikant (n = 4; 
p < 0,05).  
 

 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL III. ERGEBNISSE 
 

79 
 

Die Ergebnisse zeigen, dass die NC11-Domäne von Kollagen XVI sich negativ auf 

die Zellgröße, die Proliferation und die Migrationseigenschaften von OSCC Zellen 

auswirken kann. Zudem verstärkt eine Überexpression der NC11-Domäne die 

Fähigkeit zur kontaktunabhänigen klonalen Expansion einer einzelnen OSCC Zelle. 

Dagegen scheinen NC11 exprimierende Zellen ihre klonale Expansion nach einer 

gewissen Zeit zu stoppen, was auf eine Kontaktinhibition oder auf eine 

Differenzierung der Zellen schließen lässt. 

 

Abb. 20: Einfluss von NC11-GFP auf die Fähigkeit von OSCC Zellen Kolonien 
zu bilden  
Colony Forming Assay zur Untersuchung des unkontrollierten,  
verankerungsunabhängigen Wachstums von Zellen und der Auflösung von 
Kontaktinhibition. A. Der Colony Forming Assay zeigt einen signifikanten Anstieg in 
der Anzahl der gebildeten Gesamtkolonien (> 200 Pixel) nach NC11-GFP 
Überexpression (n ≥ 4; p < 0,05). B. Beim Vergleich der Anzahl großer Kolonien 
(> 1000 Pixel), bilden OSCC Zellen nach NC11-GFP Überexpression signifikant 
weniger große Kolonien als Mock Kontrollzellen (n ≥ 4; p < 0,05). C. 
Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der OSCC Zellen nach dreiwöchigem 
Wachstum im Softagar in 20facher Vergrößerung. Auch hier ist deutlich zu sehen, 
dass die NC11-GFP Überexpression in OSCC Zellen die Bildung großer Kolonien 
verhindert (Maßstab entspricht 1000 µm).  
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III.2.4. NC11-GFP Induktion verursacht ein differenzielles Proliferationsmuster 

Neben der signifikanten Reduktion der Proliferationsrate von NC11-GFP Zellen, 

legen Immunfluoreszenzfärbungen des Proliferationsmarker Ki67 zudem 

Unterschiede im Proliferationsmuster zwischen NC11-GFP Zellen und Mock 

Kontrollzellen offen. NC11-GFP Zellen proliferieren im Inneren der Zellcluster kaum, 

während sich Zellen im Randbereich weiter teilen. Im Gegensatz dazu findet man 

keine differenzielle Proliferationsaktivität der Mock Kontrollzellen bezogen auf ihre 

Lokalisierung im kohärenten Monolayer. Die Proliferation der Mock Kontrollen ist 

gleichmäßig über den Monolayer verteilt (siehe Abb. 21). Dies deutet auf eine 

ortsspezifische Zellorganisation hin, welche durch NC11-GFP bewirkt wird. NC11-

GFP Zellen besitzen im Zellverband möglicherweise die Fähigkeit ihre Proliferation 

zu kontrollieren und sich anhand ihrer Lokalisation innerhalb der Zellcluster zu 

differenzieren. Diese Ergebnisse ergänzen sich zu denen des Colony Forming 

Assays aus Kapitel III.2.3. Auch hier stellen die Zellen durch Kontaktinhibition ihre 

Proliferation ein. 

 

Abb. 21: Vergleich der Proliferationsmuster zwischen NC11-GFP Zellen und Mock 
Kontrollzellen 
Immunfluoreszenzfärbung des Proliferationsmarkers Ki67 in NC11-GFP Zellen und Mock 
Kontrollzellen (200x Vergrößerung). NC11-GFP Zellen proliferieren lediglich in den äußeren 
Bereichen der Zellcluster. Im Unterschied dazu weisen Mock Kontrollzellen kein differenzielles 
Proliferationsmuster ausgehend von ihrer Lokalisation im kohärenten Monolayer auf. 
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III.2.5. NC11-GFP Überexpression beeinflusst das Wachstum in 3D Kultur auf 

GFR Matrigel 

Die Kultivierung auf GFR Matrigel® mit 1% FKC bewirkt nach 24 oder 48 h bei 

NC11-GFP Zellen ein Endothel-ähnliches, netzförmiges Wachstumsmuster, wobei 

das Netz nach 48 h ausgeprägter ist. Im Gegensatz dazu wachsen sowohl Mock 

Kontrollzellen als auch Kollagen XVI überexprimierende OSCC Zellen auf GFR 

Matrigel® in einem dichten, kohärenten Monolayer (siehe Abb. 22).  Dies deutet 

darauf hin, dass die NC11-Domäne von Kollagen XVI bei OSCC Zellen die Bildung 

von Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsmustern der Kultivierung auf GFR 

Matrigel induziert. Volllänge Kollagen XVI  ist dazu nur in geringem Maße in der 

Lage. Hier sind Netzstrukturen nur in den Randbereichen der 3D Kultur sichtbar 

(siehe Abb. 22, letzte Zeile).    
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Abb. 22: Vergleich der Wachstums-muster zwischen NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen kultiviert 
auf GFR Matrigel®  
Durchlichtmikroskopie von NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen nach 24-stündiger oder 48-stündiger 
Kultivierung auf GFR Matrigel® mit 1% FKC (20x Vergrößerung). NC11-GFP Zellen besitzen nach 24 h Endothel-
ähnliche netzförmige Wachstums-strukturen, die sich nach einer 48-stündigen Kultivierung auf GFR Matrigel® 
deutlich weiter entwickelt haben. Sowohl Mock Kontrollzellen als auch COLXVI Zellen wachsen dagegen in einem 
dichten, kohärenten Monolayer. Der Maßstab entspricht 1000 µm. 
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III.2.6. Veränderte Genexpression in OSCC Zellen nach NC11-GFP 

Überexpression 

Aufgrund der Ausbildung netzartiger Wachstumsstrukturen der NC11-GFP Zellen, 

welche auch Endothelzellen (z.B. HUVEC-Zellen) auf Matrigel aufweisen (siehe Abb. 

22), wurde als nächster Schritt die Genexpression einiger Faktoren untersucht, die 

mit Endothelzellen assoziiert sind. Dabei unterschieden wir zwischen Zellen, die in 

Zellkulturflaschen aus Polystyren wuchsen (2D Kultivierung) und Zellen, die auf GFR 

Matrigel® kultiviert wurden (3D Kultivierung). Des Weiteren sollte analysiert werden, 

ob es Unterschiede in der Expression dieser Endothelzell- assoziierten Marker 

zwischen NC11-GFP überexprimierenden OSCC Zellen gibt und OSCC Zellen, 

welche Volllänge-Kollagen XVI überexprimieren (COLXVI Zellen). Damit sollte 

untersucht werden, ob eventuell beobachtbare Unterschiede zwischen Mock und 

NC11-GFP Zellen spezifische Eigenschaften der NC11-Domäne sind oder ob sie 

auch durch das Volllänge-Kollagen  XVI hervorgerufen werden können.   

Analysiert wurde die Genexpression von VEGFR1 und VEGFR2 (englisch: vascular 

endothelia growth factor receptor, VEGFR), VEGF A, B und C (englisch: vascular 

endothelia growth factor, VEGF), des uPa Rezeptors (englisch: Urokinase-type 

plasminogen activator receptor, uPa receptor) und des vWF (von Willebrand-Faktor, 

vWF).  Bei alle untersuchten OSCC Zellen konnte keine VEGF B und C 

Genexpression detektiert werden. 

NC11-GFP Zellen zeigen nach 48-stündiger 2D Kultivierung (erste Spalte der Abb. 

23 auf Seite 85) eine signifikant erhöhte Genexpression ihres VEGFR 1 und uPa 

Rezeptors verglichen mit Mock Kontrollzellen. Außerdem wird die Genexpression 

des VEGF A und des vWF in NC11-GFP Zellen im Vergleich zu Mock Kontrollzellen 

herunter reguliert. Allerdings können keine Unterschiede zwischen NC11-GFP Zellen 

und Mock Kontrollzellen in der VEGFR 2 Genexpression nachgewiesen werden. 

Nach der 48-stündigen 3D Kultivierung (zweite Spalte der Abb. 23 auf Seite 85) 

zeigen NC11-GFP Zellen einen starken Anstieg der Genexpression der VEGFR 1, 

VEGFR 2 und uPa Rezeptoren verglichen mit der Genexpression der Mock 

Kontrollzellen. Dagegen ist zwischen NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen kein 

Unterschied mehr in der VEGF A Genexpression vorhanden. Die Genexpression des 
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vWFs in den NC11-GFP ist im Vergleich zu den Mock Kontrollzellen weiterhin 

signifikant reduziert. 

Nach 48-stündiger 2D Kultivierung (dritte Spalte der Abb. 23 auf Seite 85) zeigen die 

Volllänge-Kollagen XVI überexprimierenden Zellen (COLXVI Zellen) keine 

differenzielle Genexpression der Endothelmarker VEGFR 1 und 2, VEGF A, uPa 

Rezeptor und vWF im Vergleich zur  Genexpression der Mock Kontrollzellen.  

Wenn COLXVI Zellen 48 h lang 3D kultiviert werden (3D Kultivierung, vierte Spalte 

der Abb. 23 auf Seite 85), sind keine Unterschiede in der Genexpression der 

getesteten Marker nachzuweisen. Zudem konnte bei diesem Experimentaufbau 

sowohl in COLXVI Zellen als auch in Mock Kontrollzellen keine VEGF A 

Genexpression detektiert werden.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass Volllänge-Kollagen XVI die Genexpression des 

VEGFR 1 und 2, des VEGF A, des uPa Rezeptors und des vWF in OSCC Zellen 

nicht regulieren kann. Dagegen ist die NC11-Domäne des Kollagen XVI sehr wohl in 

der Lage die Genexpression dieser Endothelzellen-assoziierten Marker in OSCC 

Zellen zu beeinflussen. Dies scheint eine spezifische Eigenschaft der NC11-Domäne 

zu sein, die sich von denen des Volllänge-Kollagen XVI unterscheidet. 
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Abb. 23: Genexpression von Endothelzellen assoziierten Genen in 2D und 3D kultivierten NC11-GFP und 
Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen  
Quantitative Taqman® PCR zum Nachweis der Genexpression von Endothelzellen-assoziierten Genen in NC11-
GFP (NC11-GFP Zellen) und Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen (COLXVI Zellen) im Vergleich zu 
den jeweiligen Mock Kontrollzellen. 1. Zeile: NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen wurden 48 h in 
Zellkulturflaschen aus Polystyren kultiviert (2D Kultivierung). Im Monolayer weisen die NC11-GFP Zellen eine 
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signifikant erhöhte VEGFR 1 und uPa Rezeptor Genexpression auf. Dagegen erniedrigt sich die Genexpression 
von VEGF A und vWF signifikant im Vergleich zu den Mock Kontrollzellen. 2. Zeile: NC11-GFP Zellen und Mock 
Kontrollzellen wurden 48h auf GFR Matrigel® kultiviert (3D Kultivierung). Die NC11-GFP Zellen zeigen wieder 
eine Hochregulierung der VEGFR 1 und uPa Rezeptor Genexpression aber keine Herunterregulierung der VEGF 
A Genexpression. Zudem lässt sich nach NC11-GFP Induktion eine deitliche Zunahme der VEGFR 2 
Genexpression beobachten. Weiterhin findet man in den NC11-GFP Netzen eine signifikante Reduktion der vWF 
Genexpression. 3. Zeile: COLXVI Zellen zeigen nach 2D Kultivierung keine Unterschiede in der Genexpression 
der von uns getesteten Marker. 4. Zeile: COLXVI Zellen zeigen nach 3D Kultivierung keine differenzielle 
Genexpression der VEGFR 1 und 2, uPa Rezeptoren und des vWFs verglichen mit der Genexpression der Mock 
Kontrollzellen. Sowohl in COLXVI Zellen als auch in Mock Kontrollzellen ist keine Genexpression des VEGF A 
nachweisbar.                                                               (n ≥ 3; *: p< 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001) 
 

 

 

III.2.7. NC11-GFP Überexpression induziert eine erhöhte Proteinexpression 

des VEGFR 1, VERGFR 2 und des uPa Rezeptors in OSCC Zellen 

Nachdem eine erhöhte Genexpression des VEGFR 1 und des uPa Rezeptors nach 

einer  NC11-GFP Überexpression in OSCC Zellen sowohl in 2D als auch in 3D Kultur 

zu beobachten ist, sollte untersucht werden, ob auch eine erhöhte Proteinexpression 

des VEGFRs 1 und des uPa Rezeptors in den NC11-GFP Zellen zu detektieren ist. 

Tatsächlich kann in immunhistochemischen Färbungen von NC11 Zellen in 2D 

Monolayerkultur eine verstärkte Expression des VEGFR 1 und des uPa Rezeptors 

beobachtet werden. Dabei scheinen die Rezeptoren vor allem an den 

Zellmembranen exprimiert zu werden. NC11-GFP überexprimierenden OSCC Zellen 

exprimieren im Vergleich zu Mock Kontrollklonen zudem auch verstärkt das VEGFR 

2 Protein an ihrer Zellmembran (siehe Abb. 24). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 

NC11-Domäne des Kollagen XVI auch die Proteinexpression des VEGFR 1, VEGFR 

2 und des uPa Rezeptors in OSCC Zellen induzieren kann. 

 

 

 

 

 

 

 



 
DISSERTATION KONSTANZE B. BEDAL III. ERGEBNISSE 
 

87 
 

Immunhistochemischen Färbungen von der Zellen in 3D Kultur bestätigen diese 

Ergebnisse. Auch hier findet man eine erhöhte Proteinexpression der vaskulären 

Rezeptoren VEGFR1, VEGFR2 und des uPa Rezeptors. Dabei wird vor allem der 

VEGFR2 Rezeptor an den Ränder zu den Netzzwischenräumen verstärkt exprimiert. 

Dies zeigt, dass die NC11-Domäne bei Zellen in 3D Kultur die Proteinexpression des 

VEGFR1, VEGFR2 und des uPa Rezeptors induzieren kann. 

Abb. 24: NC11-GFP Überexpression führt in 2D Kultur zur erhöhten Proteinexpression des VEGFR 1, 
VEGFR 2 und des uPa Rezeptors  
Immunhistochemische Färbung der NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen (400x Vergrößerung, Messskala 
entspricht 50 µm) von VEGFR 1 (erste Zeile), VEGFR 2 (zweite Zeile) und vom uPa Rezeptor (dritte Zeile). 
NC11-GFP Zellen (zweite Spalte) weisen vor allem an den Zellmembranen eine höhere  VEGFR 1, VEGFR 2 und 
uPa Rezeptor Färbung auf als Mock Kontrollzellen (dritte Spalte). 
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Abb. 25: NC11-GFP Überexpression führt in 3D Kultur zur erhöhten Proteinexpression des VEGFR 1, 
VEGFR 2 und des uPa Rezeptors  
Immunhistochemische Färbung der NC11-GFP Zellen und Mock Kontrollzellen (100x Vergrößerung, Messskala 
entspricht 100 µm) von VEGFR 1 (erste Zeile), VEGFR 2 (zweite Zeile) und vom uPa Rezeptor (dritte Zeile). Die 
Zellen wurden 48h auf GFR Matrigel kultiviert. NC11-GFP Zellen (zweite Spalte) weisen höhere  VEGFR 1, 
VEGFR 2 und uPa Rezeptor Färbungen auf als Mock Kontrollzellen (dritte Spalte). 
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III.2.8. NC11-GFP vermittelte VEGFR Expression induziert Endothel-ähnliche, 

netzförmige Wachstumsmuster in OSCC Zellen 

In 2D Kultur konnte eine erhöhte Genexpression des VEGFR 1 und in 3D Kultur eine 

Hochregulierung der Genexpression von VEGFR 1 und 2 nachgewiesen werden. 

Zudem besitzen NC11-GFP Zellen in 2D und 3D Kultur im Bereich der 

Zellmembranen, verglichen mit Mock Kontrollzellen, eine erhöhte Proteinexpression 

beider Rezeptoren. Aus diesem Grund sollte im Folgenden überprüft werden, ob in 

NC11-GFP Zellen ein Zusammenhang zwischen der verstärkten VEGFR Expression 

und der Bildung der Endothel-ähnlichen Zellnetze besteht. Dazu wurden die VEGFRs 

durch die Zugabe von 30 nM Axitinib zum Zellkulturmedium während der 

48-stündigen Kultivierung inhibiert. Die Inhibition der VEGFRs führt dazu, dass die 

NC11-GFP Zellen keine Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsstrukturen 

mehr ausbilden (siehe Abb. 26). 

Die Ausbildung der Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsmuster der NC11-

GFP Zellen wird zudem auch  durch die Hitzeinaktivierung des im Kulturmedium 

enthaltenen FKC blockiert (siehe Abb. 26). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die NC11-GFP vermittelte VEGFR Expression für die 

Bildung von Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsstrukturen in OSCC Zellen 

verantwortlich ist. Zusätzlich deutet das Ausbleiben der Endothel-ähnlichen Netze 

durch die Verwendung von hitzeinaktiviertem FKS darauf hin, dass exogene 

Liganden, die im FKS enthalten sind, wichtig für die VEGFR vermittelte Netzbildung 

in NC11-GFP Zellen sein könnten.  
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Abb. 26: Blockierung der Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsstrukturen durch spezifische 
Inhibition der VEGFRs oder durch Hitzeinaktivierung des FKC 
Analyse des 3D Wachstums von NC11-GFP Klon 1 auf GFR Matrigel® nach spezifischer VEGFR Inhibition oder 
FKS Hitzeinaktivierung. In der ersten Zeile ist der Kontrollversuch zu sehen. Die Zellen des NC11-GFP Klons 1 
bilden nach 24 h erste zellfreie Bereiche aus, nach 48 h sind Endothel-ähnliche Netze zu beobachten. Durch die 
Zugabe des VEGFR Inhibitors Axitinib mit einer Endkonzentration von 30 nM kommt es zu keiner Bildung von 
Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstumsstrukturen mehr. Die Verwendung von hitzeinaktiviertem FKS 
verursacht ebenfalls die Blockierung des Endothel-ähnlichen, netzförmigen Wachstums. Stattdessen wachsen die 
Zellen des NC11-GFP Klons in einem kohärenten Monolayer. 
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III.2.9. Analyse von Patientenseren 

Zusätzlich wurden Seren von OSCC Patienten auf das Vorhandensein von Kollagen 

XVI und dessen Fragmente untersucht. Dazu wurden zuerst IgG Antikörper und 

Albumin aus allen Serenproben depletiert und anschließend die Seren eingeengt. In 

Western Blot Analysen mit dem Kollagen XVI Antikörper sollte Kollagen XVI und 

dessen spezifische, N-terminale Fragmente sowohl in Seren von OSCC Patienten 

als auch in Kontrollseren gesunder Individuen detektiert werden. Alle getesteten 

Patientenseren weisen Proteinbanden mit einem molekularen Gewicht von zirka 250, 

80, 60 und 35 kDa auf (siehe Abb. 27). Das 35 kDa Fragment stimmt in seiner Größe 

mit der NC11-Domäne von Kollagen XVI überein. Die oberste Bande des Western 

Blots mit einem Molekulargewicht von über 250 kDa (Abb. 27 Bande a) könnte die 

trimere Form des Kollagen XVI repräsentieren. Einige Patientenseren besitzen 

zudem das monomere Volllänge-Kollagen XVI (Abb. 27 Bande b; Patient 2, 3, 4 und 

5) und weisen weitere N-terminale Kollagen XVI Fragmente mit einem 

Molekulargewicht von 120 kDa (Abb. 27 Bande c; Patient 3, 4, und 5), 50 kDa und 40 

kDa (Abb. 28 Bande f und g; siehe Patient 5) auf. Nach Tillet et al. könnte es sich bei 

dem 40 kDa Fragment um eine noch nicht vollständig gespaltene Proform der 

NC11-Domäne handeln (Tillet et al., 1995). Im Vergleich zu den Kontrollseren 

gesunder Individuen, zeigen alle OSCC Patienten eine starke 35 kDa Bande (weißer 

Pfeil). Das 35 kDa Fragment ist zudem in Kontrollserum 1 und 2 nicht detektierbar. In 

allen Kontrollseren ist neben dem Kollagen XVI Trimer (Abb. 28 > 250 kDa; Bande a) 

das N-terminale Fragment mit einem molekularen Gewicht von 80 kDa nachweisbar. 

In dem Kontrollserum 3 ist die monomere α1-Kette des Kollagen XVI (Bande b) 

verstärkt vorhanden, während sie in den restlichen Kontrollseren nur schwach 

nachweisbar ist. Zusätzlich besitzen alle Kontrollseren schwache Banden bei 120 

(Abb. 27 Bande c), 60 (Abb. 27 Bande e), 50 (Abb. 27 Bande f) und 40 kDa (Abb. 27 

Bande g). Diese Ergebnisse zeigen, dass Kollagen XVI und seine N-terminalen 

Fragmente in Blutseren enthalten sind. Zudem deuten diese Western Blot Analysen 

darauf hin, dass Seren von OSCC Patienten, im Vergleich zu Seren von gesunden 

Individuen, verstärkt die NC11-Domäne enthalten. 
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Abb. 27: Nachweis von Kollagen XVI und seinen N-terminalen Fragmenten in Blutseren von OSCC 
Patienten und gesunden Individuen.  
Western Blot Analyse der Kollagen XVI Expression mittels eines Antikörpers, der den N-Terminus von 
Kollagen XVI erkennt. Alle Proben von Patienten zeigen Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von über 250 
(a), 80 (d), 60 (e) und 35 kDa (h). Zusätzlich besitzen Patient 2, 3, 4 und 5 Proteinbanden mit einem 
Molekulargewicht zwischen 250  und 150 kDa (b) und 120 kDa (c). Patient 5 zeigt zudem N-terminale Kollagen 
XVI Fragmente mit einem Molekulargewicht von 50 (f) und 40 kDa (g). Das 35 kDa Fragment stimmt in seiner 
Größe mit der NC11-Domäne überein (weißer Pfeil, Bande h). Bei der Bande b handelt es sichwahrscheinlich um 
die monomere, ungespaltene α1-Kette des Kollagen XVI. Die über 250 kDa große Bande a repräsentiert das 
Kollagen XVI Trimär. Alle Kontrollseren besitzen Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von über 250 kDa 
(a), zwischen 250 und 150 kDa (b), 120 kDa (c), 80 kDa (d), 60 kD (e), 50 kDa (f) und 40 kDa (g). Bei 
Kontrollserum 3, 4 und 5  ist eine 35 kDa Bande (h) nachweisbar. Bei der Isotypkontrolle wurde OSCC 
Patientenserum 1 verwendet, bei der Sekundärantikörperkontrolle das Kontrollserum 1. 
 

Anschließend sollte nachgewiesen werden, ob es sich bei den in den Western Blot 

Analysen beobachteten Fragmenten tatsächlich um Kollagenfragmente handelt. 

Dazu wurden Patientenseren mit einer Mixtur aus 0,1 U/ml Kollagenase D und 0,07 

U/ml Kollagenase 2 für 1h bei 25°C verdaut und im Anschluss mit Hilfe des Kollagen 

XVI Antikörpers in Western Blot Analysen untersucht. Da auch die NC11-Domäne 

Schnittstellen für Kollagenasen enthält, kommt es auch zum Abbau der 35 kDa 

Bande. Daher ist nach dem Verdau außer einer 60 kDa Bande keine Proteinbande 

mehr detektierbar (siehe Abb. 28). Zusammenfassend kann deshalb davon 

ausgegangen werden, dass es sich bei den anderen beobachtbaren Kollagen XVI 

Fragmenten aus dem vorrigen Experiment (<250, 210, 120, 80, 50, 40 und 35 kDa) 

tatsächlich um Kollagen Fragmente handelt. Vohingegen es sich bei der 60 kDa 

Bande wahrscheinlich um eine unspezifische Bande des Antikörpers handelt. 
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III.2.10. Zusammenfassung Teil II 

In diesem Teil der Dissertation wurde mit Hilfe der Überexpression der NC11-

Domäne des Kollagens XVI in der OSCC-Tumorzelllinie PCI13 (NC11-GFP Zellen) 

der Einfluss der NC11-Domäne auf Zellwachstum und Progression des OSCC 

untersucht. Dabei zeigt sich, dass eine Überexpression der NC11-Domäne in OSCC 

Zellen unter anderem zu einer Veränderung der Gen- und Proteinexpression 

verschiedener Tumor- und Endothelzellen-assoziierter Faktoren führt. Funktionell 

äußert sich dies in einer unterschiedlichen Differenzierung, einer reduzierten 

Zellgröße, einer gesenkten Proliferationsrate und einer Abnahme der 

Migrationsaktivität. Zudem verstärkt eine Überexpression der NC11-Domäne die 

Fähigkeit der OSCC Zellen zur klonalen Expansion. Des Weiteren beeinflusst eine 

Überexpression der NC11-Domäne in OSCC Zellen die Zellausbreitung und das 

Zellwachstum: 2D kultivierte NC11-GFP Zellen bilden ein fleckenförmiges 

Wachstumsmuster (Zellcluster), während Kontrollzellen in einem kohärenten 

Monolayer wachsen. Die Kultivierung auf GFR Matrigel® verursacht bei NC11-Zellen 

ein Endothel-ähnliches, netzförmiges Wachstumsmuster. Im Gegensatz dazu 

Abb. 28: Nachweis von Kollagen XVI in Blutseren 
von OSCC Patienten nach Kollagenaseverdau  
Western Blot Analyse der Kollagen XVI Expression nach 
einem einstündigen Kollagenverdau (0,1 U/ml 
Kollagenase D und 0,07 U/ml Kollagenase 2). Nach dem 
Kollagenase Vedau ist nur noch die 60 kDa Bande 
detektierbar. Die 120, 80, 50, 40 und 35 kDa Banden 
sind nach dem Kollagenaseverdau nicht mehr 
detektierbar. 
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wachsen Mock Kontrollzellen auf GFR Matrigel® in einem zusammenhängenden 

Monolayer.  

Genexpressionsanalysen von NC11-GFP Zellen und COLXVI Zellen zeigen, dass die 

NC11-Domäne im Gegensatz zum Volllänge-Kollagen XVI, die Expression 

verschiedener Endothelzellen-assoziierter Gene beeinflusst. NC11-GFP Zellen in 2D 

Kultur besitzen eine erhöhte VEGFR 1, uPa Rezeptor und vWF Genexpression. Des 

Weiteren wird die Genexpression von VEGF A in diesen NC11-Zellen, im Vergleich 

zu Mock Kontrollzellen, herunter reguliert. Dagegen unterscheiden sie sich nicht in 

ihrer VEGFR 2 Genexpression von Mock Kontrollzellen. Nach 3D Kultivierung zeigen 

NC11-Zellen, verglichen mit Mock Kontrollzellen, einen starken Anstieg der 

Genexpression von VEGFR 1, VEGFR 2, uPa Rezeptor und vWF. Allerdings ist kein 

Unterschied zwischen NC11-Zellen und Mock Kontrollzellen in der Genexpression 

des VEGF A zu detektieren.  

Nach Kollagen XVI Überexpression in OSCC Zellen sind keine Unterschiede in der 

Genexpression der getesteten Endothelzellen-assoziierten Gene sowohl in 2D als 

auch in 3D Kultivierung detektierbar. Die beobachtete Regulation der Endothelzellen-

assoziierten Gene in OSCC Zellen scheint daher eine spezifische, von Volllänge-

Kollagen XVI sich unterscheidende Eigenschaft der NC11-Domäne zu sein. 

Auch auf Proteinebene findet man in OSCC Zellen einen Anstieg der VEGFR 1, 

VEGFR 2 und uPa Rezeptor Expression nach NC11-GFP Überexpression. Eine 

Inhibition der VEGFR Aktivität verursacht ein Ausbleiben des Endothel-ähnlichen, 

netzförmigen Wachstumsmusters in 3D Kultur. Die über NC11-GFP Überexpression 

vermittelte VEGFR Expression ist vermutlich für die Bildung von Endothel-ähnlichen, 

netzförmigen Wachstumsstrukturen in OSCC Zellen verantwortlich. Zusätzlich deutet 

die durch die Inaktivierung des FKS verursachte Auflösung der Endothel-ähnlichen 

Netze darauf, dass  exogene Faktoren, die im FKS enthalten sind, wichtig für die 

VEGFR vermittelte Netzbildung in NC11-GFP Zellen sein könnten. 

Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass die NC11-Domäne des 

Kollagen XVI über die induzierte Expression des VEGFR 1 und VEGFR 2  zur 

vaskulogenen Mimikry der OSCC Zellen führt. 

Bei der Untersuchung von OSCC-Patientenseren kann neben dem Volllänge-

Kollagen XVI spezifische Kollagen XVI Trunkierungen detektiert werden, die 
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möglicherweise als Matrikryptine definiert werden können. Außer 120, 80, 60, 50 und 

40 kDa großen N-terminalen Fragmenten kann auch die 35 kDa große NC11-

Domäne von Kollagen XVI in Patientenseren nachgewiesen werden. Vergleiche mit 

Kontrollseren gesunder Individuen lassen eine verstärkte Abspaltung der NC11-

Domäne von Kollagen XVIin OSCC Patienten vermuten. 
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IV. Diskussion 
In der oralen Mukosa oder in der Haut wird Kollagen XVI von Fibroblasten und 

Keratinozyten produziert. Im gesunden Gewebe lagert es sich an strukturell und 

funktional unterschiedlichen Matrixaggregaten an. Dort ist es an der dermalen 

epidermalen Verbindungszone der papillären Dermis lokalisiert (Grässel et al., 1999; 

Kassner et al., 2003). Diese Lokalisation lässt vermuten, dass Kollagen XVI eine 

aktive Rolle bei der Verankerung von Mikrofibrillen an die Basalmembran spielt. 

Im oralen Plattenepithelkarzinom und im Gliom ist eine erhöhte Expression von 

Kollagen XVI zu beobachten (Senner et al., 2008; Bauer et al., 2011; Ratzinger et al., 

2011a). Um den Einfluss von Kollagen XVI auf die Progression des OSCCs zu 

untersuchen, sind daher im Rahmen dieser Dissertation Auswirkungen einer 

induzierten Kollagen XVI Expression in einer ursprünglich Kollagen XVI defizienten 

OSCC Zelllinie untersucht worden. Im ersten Abschnitt der Arbeit wurde die Wirkung 

von Volllänge Kollagen XVI auf die MMP9 Expression der OSCC Zellen analysiert 

und der dafür verantwortliche Signalweg herausgearbeitet. Der zweite Teil 

konzentrierte sich auf die funktionellen Aspekte der NC11-Domäne von Kollagen XVI 

bei der Progression des OSCC.  

 

IV.1. Kollagen XVI und die Induktion der MMP9 Expression über den 

ILK/Akt/PKB/AP-1 Signalweg 
Die Induktion von Kollagen XVI  in einer Kollagen XVI defizienten OSCC Zelllinie 

verursacht eine erhöhte MMP9 Genexpression und Sezernierung. Schon Daniel et 

al. konnten einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung von  Matrix 

Metalloproteasen und der Kollagen I Produktion in Fibroblasten beobachten. Durch 

die Inhibition der MMPs verringerte sich signifikant die Kollagenproduktion der 

Fibroblasten (Daniels et al., 2003). Ein weiteres Beispiel für einen Zusammenhang 

zwischen Kollagen Exposition und gesteigerter MMP Expression fanden Ronzière 

und Kollegen. Sie konnten zeigen, dass die Kultivierung von Chondrozyten der 

Zelllinie MC615 auf Kollagen I die MMP13 Expression induziert (Ronzière et al., 

2005).  

MMP9 nimmt Einfluss auf die Entstehung und Progression vieler Krebsarten. 

Beispielsweise kommt es während der frühen Tumorgenese des Melanoms zur 
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Aktivierung von MMP9. Die aktivierte MMP9 stammt dabei von Keratinozyten und 

nicht von den Melanomzellen selbst (Van Kilsdonk et al., 2010). Des Weiteren fördert 

MMP9 die Initiierung von Lebertumoren durch die proteolytische Freisetzung und 

Aktivierung des Matrix assoziierten TGFβ und VEGF (Thieringer et al., 2012). In 

humanen Epithelzellen der Brust induziert MMP9 die Expression des Onkoproteins 

HER2/Neu, inhibiert die Apoptose und fördert die maligne Transformation der 

Epithelzellen (Fatunmbi et al., 2012). Zusätzlich ist in neoplastischen Zellen an der 

Invasionsfront von Plattenepithelkarzinomen der Zunge eine erhöhte MMP9 

Expression zu beobachten (Henriques et al., 2012). Hu et al. konnten zudem zeigen, 

dass die MMP9 Expression in humanen Ovarialtumoren hochreguliert ist. Dabei ist 

die MMP9 Expression mit dem Fortschritt der Krebserkrankung assoziiert und kor-

reliert mit einer schlechten Prognose für die betroffenen Patienten. Der Inhibierung 

der MMP9 Expression mit Hilfe von siRNA hat in Ovarialtumorzellen eine Reduktion 

der Adhäsion und Invasion dieser Zellen in vitro zur Folge und legt nochmal den 

Einfluss von MMP9 auf die Progression von Tumoren offen (Hu et al., 2012). 

Zusätzlich reduziert sich das Invasionspotential von OSCC Zellen nach einer 

transkriptionellen Suppression von MMP9 durch ESE-1 (Iwai et al., 2008). Darüber 

hinaus hat die spezifische Inhibition der Gelatinaseaktivität von MMP9 und MMP2 in 

Plattenepithelkarzinomzellen der Zunge eine klare Reduktion der Invasion und der 

Migration dieser Karzinomzellen zur Folge (Heikkilä et al., 2006). In histologisch 

unauffälligen Resektionsrändern von OSCC Tumoren dient MMP9 als Anzeichen für 

das Wiederauftreten des Tumors (Ogbureke et al., 2012). Diese Befunde legen die 

entscheidende Rolle der MMP9 Expression während der Entstehung von OSCC und 

anderer Krebsarten und ihren Einfluss auf den Verlauf dieser Erkrankungen dar.  

Die Zugabe von rekombinantem Kollagen XVI zu OSCC Zellen führt zu einem 

weiteren Anstieg der MMP9 Genexpression. Wahrscheinlich interagiert dabei das 

exogene Kollagen XVI mit spezifischen Zelloberflächenrezeptoren, bewirkt deren 

Aktivierung und nimmt auf diesem Weg Einfluss auf intrazelluläre Signalwege, was 

letzlich das Verhalten der Karzinomzellen verändert. Diese Vermutung wird sowohl 

von Eble et al. als auch von Ratzinger et al. gestützt, die beide zeigen konnten, dass 

Kollagen XVI mit den Oberflächenrezeptoren α1β1 und  α2β1 Integrin interagiert und 

diese auch aktiviert. Diese Interaktion führt dabei zur Rekrutierung der Integrine in 

fokale Adhäsionsstellen, einem entscheidenden Schritt bei der Integrinaktivierung 
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und Signalweitergabe (Eble et al., 2006; Ratzinger et al., 2010). Zudem konnte 

nachgewiesen werden, dass eine Kollagen XVI Überexpression in OSCC Zellen eine 

gesteigerte Proliferation der Zellen zur Folge hat. Eine Blockierung der Integrine 

durch spezifische Antikörper bewirkt schließlich eine Abnahme der Proliferationsrate 

in Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen. Kollagen XVI induziert folglich 

über die Aktivierung von Integrinen einen schnelleren Eintritt in die S-Phase der 

Zellen (Ratzinger et al., 2011a). In Tumorzellen führt eine Expression oder 

Aktivierung von Integrinen häufig zur gesteigerten Migration, Invasion und 

Proliferation. Integrin-induziert kommt es dabei zur Expression von 

Schlüsselproteinen des Zellzykluses, wie beispielweise dem Cyclin D1 oder Proteine 

der Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitor-Familie. Diese wiederum regulieren den 

Eintritt der Zellen in die S-Phase des Zelllzyklus (Desgrosellier and Cheresh, 2010).   

Die verstärkte Aktivierung der ILK in Karzinomzellen nach Kollagen XVI Induktion 

stützt die Vermutung, dass Integrine an der Kollagen XVI vermittelten MMP9 

Expression in OSCC Zellen beteiligt sind: ILK kann mit den intrazellulären Domänen 

von β1 und β3 Integrinen interagieren und ermöglicht dadurch die Signalweitergabe 

von aktivierten Integrinen ins Innere der Zelle (Persad and Dedhar, 2003).  

Sowohl eine konstitutive Aktivierung als auch eine erhöhte Expression von ILK 

korreliert in vielen Krebsarten mit der Tumorprogression. Beispielsweise kann in 

vielen Tumoren und Tumorzelllinien ein Funktionsverlust des Tumorsuppressors 

PTEN beobachtet werden, der unter anderem die ILK Aktivierung in gesundem 

Gewebe negativ reguliert. Der Verlust von PTEN hat schließlich eine konstitutive 

Aktivierung der ILK in den Tumoren zur Folge (Dedhar, 2000; Persad and Dedhar, 

2003).  

Eine erhöhte ILK Expression korreliert in OSCC stark mit der Tumorinvasion, einem 

höheren Tumorgrad, einem fortgeschrittenen klinischen Stadium, einem positiven 

Lymphknotenstatus und einem erhöhten Risiko für das Wiederauftreten des Tumors 

(Zhao et al., 2012). 

In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen konnte Okamura et al. durch 

immunhistochemische Färbungen zeigen, dass  eine verstärkte Expression von 

β1 Integrinen mit einer erhöhten intrazellulären Expression der ILK und einem 

vermehrten Auftreten der aktivierten Proteinkinase B, die an Serin 473 phosphoryliert 
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vorliegt, assoziiert ist. Die gemeinsam auftretende Expressionsinduktion von β1 

Integrin, ILK und phosphorylierter Proteinkinase B steht dabei in direktem 

Zusammenhang mit einer schlechten Prognose für Patienten des nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinoms (Okamura et al., 2007). Des Weiteren kann eine Überexpression 

von ILK in humanen Gewebeproben von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und 

Halsbereich (englisch: squamous cell carzinoma of head and neck, SCCHN) 

beobachtet werden. Die Reduktion der ILK Aktivität mit Hilfe eines ILK Inhibitors 

vermindert die Phosphorylierung der Proteinkinase B, inhibiert das Zellwachstum und 

hat eine gesteigerte Apoptoserate in SCCHN Zelllinien zur Folge (Younes MN et al., 

2007).  

Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der nach einer 

Kollagen XVI vermittelten ILK Aktivierung auch eine Aktivierung der Proteinkinase B 

in OSCC Zellen beobachtet wurde. Die Inhibition der ILK Aktivität mittels eines 

spezifischen Inhibitors hatte in Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen eine 

Herunterregulierung der MMP9 Promotoraktivität, eine Abnahme der MMP9 

Genexpression und schließlich eine verminderte MMP9 Sezernierung zur Folge. 

Diese Ergebnisse deuten auf einen direkten Zusammenhang zwischen der 

Aktivierung der ILK und der MMP9 Expression hin. Untermauert wird diese 

Vermutung auch von Zhu et al.: Sie konnten in humanen Blasenkrebszellen zeigen, 

dass nach einem ILK Knockdown (Inhibierung mittels siRNA) eine verminderte Phos-

phorylierung der Proteinkinase B und eine Abnahme der MMP9 Expression zu 

beobachten ist. Zusätzlich weisen humane Blasenkrebszellen nach einem ILK 

Knockdown eine Reduktion der Zellproliferation, Migration und Invasion auf (Zhu et 

al., 2012). 

Es gibt zahlreiche Hinweise in der Literatur für eine Regulation der MMP9 Expression 

durch ILK. Beispielsweise inhibiert der ILK Knockdown in Zellen des 

Plattenepithelkarzinoms der Zunge die Phosphorylierung der Proteinkinase B, 

reduziert die MMP2- und MMP9 Expression und führt schließlich in vivo in 

Plattenepithelkarzinomen der Zunge zur Suppression der Tumorgenese und 

Metastasenbildung (Xing et al., 2013). In Podozyten induziert die ektopische 

Expression von ILK die MMP9 Expression und fördert die Zellwanderung (Kang et 

al., 2010). Des Weiteren führt eine Überexpression von ILK in Epithelzellen des 

Darms und der Brust zu einer Induktion der MMP9 Sezernierung und folglich zu 
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einem hoch invasiven Phänotyp der Zellen. Zudem kommt es nach ILK Inhibition in 

diesen Epithelzellen zu einer verminderten Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 

und zu einer reduzierten MMP9 Promotoraktivität (Toussard et al., 2000). 

Wie schon erwähnt, ist die Rekrutierung der Integrine in fokalen 

Adhäsionskontankten ein entscheidender Schritt bei der Integrinaktivierung. Ein 

weiterer Hinweis auf die Beteiligung der Integrine an der Kollagen XVI vermittelten 

MMP9 Expression in OSCC Zellen ist die in dieser Arbeit gefundene, verstärkte 

Interaktion von ILK mit Kindlin-1 in fokalen Adhäsionskontakten nach Kollagen XVI 

Überexpression.  

Die Interaktion von ILK mit Proteinen, die zur Familie der Kindline zählen, ist ein 

maßgeblicher Schritt in der Rekrutierung der ILK und der Kindline in fokale 

Adhäsionskantakte und somit im Allgemeinen von Bedeutung bei dem Aufbau von 

fokalen Adhäsionskontakten. In der Literatur lassen sich einige Hinweise auf eine 

Interaktion von ILK mit Kindlin-2, ein Kindlin-1 verwandtes Protein, finden: 

Beispielsweise konnte in Mausfibroblasten eine Interaktion von ILK mit Kindlin-2 

nachgewiesen werden. Kindlin-2 scheint dabei für die Lokalisierung von ILK an der 

fokalen Adhäsion wichtig zu sein (Montanez et al., 2008). Huet-Calderwood et al. 

konnten zeigen, dass die Bindung von ILK an Kindlin-2 entscheidend für die 

Rekrutierung beider Proteine in fokale Adhäsionskontakte ist und für die dortige 

Aktivierung von β1 Integrinen nötig ist. Dabei bindet Kindlin-2 mit seiner F2 Domäne 

an ILK (Huet-Calderwood et al., 2014). Zudem konnten Fukuda et al. erst vor kurzem 

aufdecken, dass die Interaktion von ILK und Kindlin-2 essentiell für die outside-in  

Signalgebung von Integrinen ist, nicht aber für das inside-out signalling. Während 

dessen bindet Kindlin-2 an die Pseudokinase Domäne von ILK. Diese Bindung ist 

entscheidend für den Aufbau von fokalen Adhäsionskontakten und die 

Zellenmorphologie (Fukuda et al., 2014). 

In dieser Arbeit wurde erstmals der Nachweis erbracht, dass ILK mit Kindlin-1 

interagieren kann. Sowohl Proximity Ligation Assays als auch Co-

Immunpräzipitationen deckten eine Interaktion von ILK mit Kindlin-1 in Kollagen XVI 

überexprimierenden OSCC-Zellen auf. Im Gegensatz zu Kindlin-2 wird Kindlin-1 nicht 

ubiquitär exprimiert, sondern hauptsächlich von Epithelzellen produziert (Böttcher et 

al., 2012). Daher ist es nicht unerwartet, dass auch entartete Plattenepithelzellen 

Kindlin-1 exprimieren. Allen Kindlinen ist eine C-terminale FERM Domäne (englisch: 
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4.1 protein, ezrin, radixin, moesin) gemein, die sich in die drei Subdomänen F0, F1, 

F2 und F3 unterteilen lässt. Ein Kennzeichen der Kindline ist die Unterbrechung der 

F2 Subdomäne durch eine PH (englisch: pleckstrin homolgy) Domäne. Wie Kindlin-2 

interagiert Kindlin-1 mit dem fokalen Adhäsionsprotein Migfilin. Zudem ist die 

Aminosäuresequenz von Kindlin-1 zu 62% mit der von Kindlin-2 identisch (Karaköse 

et al., 2010; Böttcher et al., 2012). Es wäre also denkbar, dass auch Kindlin-1 mit ILK 

über seine F2 Domäne interagieren kann. Weiterhin ist bekannt, dass die 

Überexpression von Kollagen XVI in OSCC-Zellen die Kindlin-1 Expression induziert 

und die Kindlin-1/β1 Integrin Interaktion verstärkt. Dies führt zu einer Aktivierung von 

β1 Integrinen und schließlich zu einer gesteigerten Zellproliferation (Ratzinger et al., 

2011). Mit diesen Ergebnissen im Einklang stehen die Befunde von Bauer et al., die 

nach einem Knockdown von Kollagen XVI in der humanen Glioblastomzelllinie 

U87MG eine Abnahme der Kindlin-1 und Kindlin-2 Expression beobachten und eine 

verringerte β1 Integrin Aktivierung nachweisen. Zudem hat der Knockdown von 

Kollagen XVI in U87MG Zellen eine Reduktion von fokalen Adhäsionskontakten pro 

Zelle zur Folge (Bauer et al., 2011).  

Interessanterweise führte die Blockierung von fokalen Adhäsionskontakten mit 

löslichen RGD-Peptiden zu einer Abnahme der ILK/Kindlin-1 Interaktionen in den 

Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen und hat eine verminderte MMP9 

Genexpression zur Folge. Dies legt nahe, dass die Interaktion von ILK mit Kindlin-1 

in Bereichen von fokalen Adhäsionskontakten bei der Hochregulierung der MMP9 

Expression in Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen von Bedeutung ist. 

Durch die Blockierung der fokalen Adhäsionskontakte wird die Integrinaktivierung 

inhibiert. Die Bildung von fokalen Adhäsionskontakten und Aktivierung von Integrinen 

scheint somit entscheidend für eine intakte ILK/Kindlin-1 Interaktion in Kollagen XVI 

überexprimierenden OSCC Zellen zu sein. 

Obwohl an Zellkulturoberflächen gebundene, immobilisierte RGD-Peptide sehr 

effektive Bindungspartner für Integrine sind, inhibieren RGD Peptide in löslicher Form 

die Bindung von Integrinen an ihr Substrat effektiv, verhindern auf diese Weise die 

Phosphorylierung der focal adhesion kinase (FAK) und folglich die Bildung von 

fokalen Adhäsionskontakten (Disatnik and Rando, 1999).  Laut Literatur besitzt 

Kollagen XVI zwei potentielle α1β1 Integrin Bindestellen in der zweiten kollagenen 

Domäne. Beide Bindestellen besitzen keine RGD-Sequenz (Eble et al., 2006). Daher 
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ist es unwahrscheinlich, dass der inhibitorische Effekt der löslichen RGD-Peptide in 

den Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen durch eine Verdrängung von 

Kollagen XVI von seinen Rezeptoren (kompetitive Hemmung) hervorgerufen wird.  

Die verstärkte Aktivierung des MMP9 Gens und die daraus resultierende gesteigerte 

MMP9 Genexpression ist eine Folge der Kollagen XVI vermittelten Aktivierung des 

MMP9 Promotors. Dabei ist die spezifische AP-1 (englisch: activator protein 1) 

Bindestelle des MMP9 Promotors 98 bp vor dem Startcodon entscheidend. Da 

Zellklone mit einer höheren Kollagen XVI Expression, im Vergleich zu Zellklonen mit 

einer niedrigeren Kollagen XVI Expression, einen stärker aktivierten MMP9 Promotor 

besitzen, scheint es auch hier einen Zusammenhang zwischen der Menge an 

vorhandenem Kollagen XVI und dem Aktivierungsgrad des MMP9 Promotors zu 

geben. Dies stimmt mit den vorigen Untersuchungen der MMP9 Genexpression und 

Sezernierung überein.  

AP-1 ist ein dimerer Transkriptionsfaktor und besteht aus Mitgliedern der 

Proteinfamilien Jun, Fos, ATF (englisch: activating transcription factor) und MFA 

(englisch: musculoaponeuric fibrosarcoma), wobei die Jun und Fos Proteinfamilie die 

am häufigsten vorkommenden Mitglieder der AP-1 Familie sind. Auf Grund der 

unterschiedlichen Proteinfamilien, die an der Zusammensetzung des AP-1 

Komplexes beteiligt sein können, existieren viele verschiedene Kombinationen des 

AP-1 Dimers. Diese vielen Kombinationsmöglichkeiten erhöhen zusätzlich die Anzahl 

von Genen, die von den AP-1 Dimeren reguliert werden (Eferl and Wagner, 2003).  

Experimente mit dem AP-1 spezifischen Inhibitor Tanshinone II A bestätigen die 

Beteiligung des Transkriptionsfaktors AP-1 an der Kollagen XVI vermittelten 

Aktivierung der MMP9 Genexpression. Nach der Inhibition der AP-1 Dimerisierung 

mittels Tanshinone II A und der daraus folgenden Inaktivierung von AP-1 sinkt die 

MMP9 Expression in Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen auf das Niveau 

der Kontrollzellen. Diese Ergebnisse werden von Untersuchungen Toussards et al. 

untermauert: Sie stellen in Epithelzellen des Darms und der Brust nach ILK 

Überexpression eine AP-1 vermittelte Induktion der MMP9 Expression fest. Zudem 

konnten sie zeigen, dass AP-1 in diesen Zellen die MMP9 Promotoraktivität steigert 

und es schließlich zur vermehrten Expression und Sezernierung von MMP9 kommt 

(Toussard et al., 2000). 
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Im Allgemeinen ist eine abnormale Jun und Fos Expression mit einer Vielzahl 

humaner Tumoren verknüpft (Lee and Kim, 2012). Mitglieder der AP-1 Proteinfamilie 

sind in oralen Plattenepithelkarzinomen häufig dereguliert. Dabei lässt sich eine 

konstitutive Aktivierung von AP-1 mit einer gleichzeitig verstärkten Expression 

bekannter Mitglieder der AP-1 Proteinfamilie (c-Jun, JunB, JunD, c-Fos, FosB, Fra-1 

und Fra-2) auf Protein- und RNA-Ebene beobachten und ist mit der malignen 

Transformation der Plattenepithelzellen assoziiert (Choi and Myers, 2008; Mishra et 

al., 2010). Zudem konnten Mishra et al. im OSCC zeigen, dass in Präkanzerosen vor 

allem JunD Homodimere vorkommen, wohingegen im fortgeschrittenen 

Krebsstadium überwiegend c-Fos/JunD Heterodimere zu finden sind (Mishra et al., 

2010). Dies lässt vermuten, dass nicht nur die Expression und Aktivierung der AP-1 

Proteine bei der malignen Transformation von Plattenepithelzellen eine Rolle spielen, 

sondern auch die Zusammensetzung der AP-1 Dimere entscheidend ist und sich in 

verschiedenen Krebsstadien unterscheidet. Interessanterweise können in den 

Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen keine Unterschiede in der 

Genexpression der AP-1 Untereinheiten beobachtet werden. Allerdings gibt es 

Unterschiede in der nukleären Proteinlokalisation. Dies ist nicht weiter erstaunlich, 

wenn man sich den Aktivierungsmechanismus des Transkriptionsfaktor vor Augen 

hält. Die AP-1 Aktivität wird nicht nur durch eine Erhöhung der Genexpression seiner 

Untereinheiten bewerkstelligt, sondern auch durch seine Phosphorylierung, 

Dimerisierung und schließlich durch seine Translokalisation in den Kern kontrolliert 

(Eferl and Wagner, 2003).   

Des Weiteren hat eine Kollagen XVI Überexpression in OSCC Zellen eine verstärkte 

nukleäre Lokalisation von JunB zur Folge und belegt nochmals die Bedeutung des 

Transkriptionsfaktors AP-1 in der Kollagen XVI vermittelten MMP9 Expression. Eine 

Deregulierung der JunB Expression ist in vielen Krebsarten zu beobachten. So ist 

laut Vallone et al. in der Ratte eine Überexpression von JunB mit der neoplastischen 

Transformation von Schilddrüsenzellen assoziiert (Vallone et al., 1997). Eine JunB 

Überexpression ist auch in Hodgkin Lymphomen, in anaplastischen großzelligen 

Lymphomen, in lymphomatoiden Papulosen (Mathas et al., 2002; Rassidakis et al., 

2005) und in kutanen Lymphomen (Mao et al., 2003, 2004) zu beobachten. 

Außerdem findet man eine signifikant erhöhte JunB Proteinexpression in humanen, 

kolorektalen Adenokarzinomen (Wang et al., 2000). Nach der Induktion von  
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Plattenepithelkarzinomen der Zunge in Ratten mittels 4-Nitroquinolin-1-Oxid (4NQO), 

kommt es zur gesteigerten Genexpression von JunB und schließlich zu vermehrter 

nukleärer Lokalisation von JunB in den Plattenepithelzellen (Ohyama et al., 2004). 

Interessanterweise konnten Robinson et al. in Keratinozyten aus 4NQO Ratten, 

einem Rattenmodel für aggressive orale Kanzerogenesen, einen Zusammenhang 

zwischen einer erhöhten JunB Expression und einem aggressiven, tumorösen 

Phänotyp der Keratinozyten herstellen. Nach einer Überexpression von JunB in 

Keratinozyten der 4NQO Ratte lässt sich eine deutlich gesteigerte MMP9 Aktivität 

nachweisen. Zudem steigert die Induktion einer JunB Überexpression die Invasivität 

der Keratinozyten (Robinson et al., 2001). Des Weiteren deckten Lee et al. auch in 

Magenkarzinomzellen eine JunB vermittelte Induktion der MMP9 Expression auf und 

vermuteten, dass eine Überexpression von JunB durch die Hochregulierung der 

MMP9 Expression mit einem malignen Phänotyp des Magenkarzinoms assoziiert ist 

(Lee and Kim, 2012). Diese Befunde ergänzen sich mit den in dieser Arbeit 

vorgestellten Ergebnissen.  

In Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen konnte auch eine Interaktion des 

AP-1 Proteins c-Fos mit Dyskerin, unter anderem ein wichtiger Bestandteil des 

Telomerasekomplexes, beobachtet werden. Diese c-Fos/Dyskerin Interaktion wurde 

bis heute in der Literatur nicht beschrieben und ihre Entdeckung stellt 

möglicherweise den ersten Schritt für ein neues Verständnis der Funktion des AP-1 

und des Dyskerins dar.  

Dyskerin ist ein Nukleusprotein, das zusammen mit anderen Faktoren für die 

Biosynthese von Ribonukleotidproteinen (RNPs), die H/ACA RNAs enthalten, 

zuständig ist. Während der Entstehung der RNPs bindet und stabilisiert Dyskerin die 

H/ACA RNAs. Bis heute sind mehr als 100 H/ACA RNAs bekannt. Eine dieser RNAs 

ist die Telomerase RNA (TERC), somit ist Dyskerin für die Funktionalität der 

Telomerase RNPs zuständig und wichtig für die Aufrechterhaltung der Telomerlänge 

(Alawi and Lin, 2011). Aufgrund seiner entscheidenden Rolle bei der 

Zusammensetzung von RNPs besitzt Dyskerin pleiotrope Eigenschaften, die 

wesentliche zelluläre Prozesse, wie beispielsweise Proteinexpression, Zellwachstum 

und Proliferation beeinflussen (Montanaro, 2010).  

Die Dimerisierungsdomäne von c-Fos ist eine basic leucin zipper Domäne (Eferl and 

Wagner, 2003). In Computer unterstützten Analysen möglicher Interaktionspartner 
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von Proteinen mit  basic leucin zipper  findet man mit Hilfe des Programmes von He 

et al. auch Dyskerin (He et al., 2009). Bei einer genaueren Untersuchung der 

Aminosäuresequenz von Dyskerin findet man sehr kurze Sequenzmotive, die einem 

basic leucin zipper Motiv ähneln (siehe Abb. 29, Analyse nach (Miller, 2009)). Daher 

wäre es möglich, dass Dyskerin mit c-Fos über diese Aminosäuresequenzen 

interagieren kann. 

Abb. 29: Möglicher Dimerisierungsmechanismus von c-Fos mit Dyskerin 
Die obere Abbildung ist eine schematische Darstellung der α-Helix des basic 
leucin zipper Motivs, wobei die Buchstaben die Position der Aminosäure 
darstellen. An Position d befindet sich immer Leucin. Die unteren 
Aminosäuresequenzen sind Ausschnitte aus der Aminosäure-sequenz von 
Dyskerin. Alle farbig markierten Aminosäuren entsprechen Aminosäuren, die 
mit der Sequenz eines basic leucin zipper Motivs übereinstimmen. Wobei die 
Aminosäuren an Position g und e gegenüber denen an Position a und d eine 
untergeordnete Rolle spielen.                            Analyse nach Miller et al, 2009 
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Mutationen des Gens Dyskerin sind mit Dyskeratosis congentia assoziiert. 

Dyskeratosis congentia Patienten, die eine Genmutation des Dyskerins aufweisen, 

besitzen ein hohes Risiko an Krebs zu erkranken, vor allem an Karzinomen im Kopf- 

und Nackenbereich, an Karzinomen der Haut und des Gastrointestinaltraktes als 

auch an Lymphomen und Leukämie (Alter et al., 2009). Aber auch eine erhöhte 

Expression von Dyskerin scheint eine Rolle bei der Tumorprogession zu spielen. So 

konnten Sieron et al. zeigen, dass Dyskerin im Prostatakarzinom überexprimiert wird 

und dabei mit der Progression des Tumors assoziiert ist. Ein Knockdown von 

Dyskerin mit Hilfe von siRNA in Prostatakarzinomzelllinien führt zu einer 

verminderten Proliferation der Zellen. Daher vermuten Sieron et al. eine Beteiligung 

des Dyskerins am schnellen Tumorwachstum von Prostatakarzinomzellen (Sieron et 

al., 2009). Im Leberzellkarzinom korreliert die Überexpression von Dyskerin mit 

einem weiter fortgeschrittenen Krebsstadium und einer schlechteren Prognose für 

die Patienten. Vergleiche zwischen Leberzellkarzinompatienten zeigen, dass 

Patienten mit einer hohen Dyskerinexpression eine signifikant niedrigere 

Fünfjahresüberlebensrate besitzen als Patienten mit einer geringen 

Dyskerinexpression (Liu et al., 2012). Laut Alawi et al. lässt sich auch in oralen 

Plattenepithelkarzinomen und in immortalisierten und transformierten Keratinozyten 

eine Überexpression von Dyskerin beobachten. Die Überexpression von Dyskerin 

korreliert dabei mit einer gesteigerten Proliferation der Zellen. Dieser Effekt ist 

unabhängig von der TERT (englisch: telomerase reverse transcriptase) oder der 

Telomerase Aktivität (Alawi et al., 2011). Diese Befunde stimmen mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit überein, denn neben der Interaktion von c-Fos mit 

Dyskerin induziert die Kollagen XVI Überexpression in OSCC Zellen auch eine 

gesteigerte nukleäre Proteinlokalisation von Dyskerin. Schon Ratzinger et al. konnten 

zeigen, dass eine Überexpression von Kollagen XVI in OSCC Zellen über 

Integrinaktivierung zu einem proliferativen Phänotyp der Zellen führt (Ratzinger et al., 

2011). Möglicherweise spielt bei der Steigerung der Proliferation auch die Kollagen 

XVI vermittelte Dyskerinexpression eine Rolle. Ob die Regulierung der 

Dyskerinexpression direkt über die Kollagen XVI/Integrin/ILK/AP-1 Achse oder über 

einen anderen Kollagen XVI/Integrin vermittelten Signalweg bewerkstelligt wird, 

muss in weiterführenden Untersuchungen beantwortet werden. 
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IV.1.1. Schlussfolgerung 

Zusammenfassend zeigt der erste Teil dieser Arbeit, dass eine Überexpression von 

Kollagen XVI in OSCC Zellen zur verstärkten Genexpression und Sekretion der 

MMP9 führt, wobei Kollagen XVI autokrin auf die Zellen einwirkt (siehe Abb. 30): 

Nach der Kollagen XVI vermittelten Aktivierung der Zelloberflächenrezeptoren 

Integrin ß1 (Eble et al., 2006; Ratzinger et al., 2011) kommt es zur Aktivierung der 

ILK. Dabei führt die Integrinaktivierung zunächst zur verstärkten Interaktion der ILK 

mit Kindlin-1 und der dadurch vermittelten Rekrutierung der ILK/Kindlin-1 Komplexe 

in fokale Adhäsionskontakte. Dort kommt es zur Aktivierung der ILK und der 

anschließenden Phosphorylierung und Aktivierung der Akt/PKB. Im Folgendem führt 

dies zur Aktivierung und Translokalisierung des Transkriptionsfaktors AP-1 in den 

Nukleus. AP-1 bindet im Nukleus an seine Konsensussequenz im MMP9 Promotor 

und steigert dadurch die MMP9 Genexpression. Schließlich führt dies zur vermehrten 

Proteinexpression und Sezernierung von MMP9 in Kollagen XVI überexprimierenden 

OSCC Zellen, was die Invasivität dieser Zellen steigert. 
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Abb. 30: Hypothtisches Modell des Kollagen XVI induzierten Signalweges, der zu MMP9 Genexpression 
und Sezernierung in OSCC Zellen führt 
Durch die Bindung von Kollagen XVI an α1β1 Integrine kommt es in der Zelle zur Interaktion der ILK mit Kindlin-1. 
Dies bewirkt die Rekrutierung des ILK/Kindlin-1 Komplexes in fokale Adhäsionskontakte. Dort kommt es zur PIP3 
vermittelten Aktivierung der ILK. Die aktive ILK interagiert mit Akt/ PKB, agiert als PDK2 und phosphoryliert 
Akt/PKB an dem Serinrest 473. Die PDK1 phosphorylisiert Akt/PKB an ihrem Threoninrest an Position 308. Durch 
die Doppelphosphorylierung wird Akt/PKB aktiv und es kommt folglich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktor 
AP-1. Aktives AP-1 transloziert in den Zellkern, bindet an seine Konsensussequenz (TRE-Sequenz: 
5‘-TGAGTCT-3‘) im Promotorbereich des MMP9 Gens, was zu einer verstärkten Genexpression und 
anschließenden Proteinexpression und Sekretion von MMP9 führt.  

Abbildung vom Verfasser dieser Arbeit erstellt 
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IV.2. Die NC11-Domäne und die vaskuläre Mimikry 
In Zellkulturüberständen von Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen 

(COLXVI Zellen) sind neben dem Volllänge Kollagen XVI auch verschieden große, 

N-terminale Fragmente von Kollagen XVI zu detektieren. In nicht unerheblicher 

Menge lässt sich vor allem die 35 kDa große NC11-Domäne in Zellkulturüberständen 

der COLXVI Zellen   nachweisen (nachgewiesen mit Hilfe massenspektrometrischer 

Untersuchung). In der Literatur lassen sich viele Hinweise auf fragmentierte 

Kollagene finden. Diese Fragmente gehören zu den Matrikryptinen, eine Klasse von 

Fragmenten aus extrazellulären Matrixproteinen, die bioaktiv sind. Eine Vielzahl 

dieser Matrikryptine beeinflussen Wachstum und invasive Eigenschaften von 

Tumoren (siehe Kapitel I.6. und (Ricard-Blum, 2011a; Ricard-Blum and Salza, 

2014)). Das bekannteste Beispiel für ein natürlich vorkommendes Kollagenfragment 

mit biologischer Aktivität ist Endostatin. Es wurde erstmals von O'Reilly et al. 1997 

beschrieben, der es in Kulturüberständen von Hämangio-endotheliomzellen 

entdeckte. Endostatin ist ein Fragment der NC1-Domäne von Kollagen XVIII und 

inhibiert die Proliferation und Migration von Endothelzellen, besitzt Angiogenese-

hemmende Eigenschaften und fungiert als Tumorsuppressor (O’Reilly et al., 1997; 

Bellon et al., 2004).  

In Untersuchungen von rekombinantem Kollagen XVI konnten Tillet et al. N-terminale 

Kollagen XVI Fragmente nachweisen, unter anderem auch die 35 kDa große NC11-

Domäne (Tillet et al., 1995). Zudem konnten auch Kassner et al. Trunkierungen von 

rekombinantem Kollagen XVI in Zellkulturmedium von stabil transfizierten HEK 293 

EBNA Zellen nachweisen (Kassner et al., 2004). Diese Ergebnisse stimmen mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit überein. 

Die NC11-Domäne ist im Vergleich zu den anderen NC Domänen von Kollagen XVI 

mit 312 Aminosäuren relativ groß und enthält eine TSPN Domäne  und eine Prolin-

Arginin-reiche Proteinregion. Zudem ist die NC11-Domäne gegenüber 

proteolytischem Abbau durch neutrale Proteasen wie beispielsweise Trypsin 

resistent (Tillet et al., 1995; Kassner et al., 2004). Daher scheint die NC11-Domäne 

von Kollagen XVI ein mögliches Matrikryptin zu sein. Um die funktionellen Aspekte 

dieses potentiellen Matrikryptins auf die Progression des oralen 

Plattenepithelkarzinoms zu untersuchen, wurde die Expression der NC11-Domäne 

von Kollagen XVI in OSCC Zellen induziert. Dabei wurde ein GFP-Reportersystem 
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verwendet, das zur genaueren intrazellulären Lokalisation der NC11-Domäne ein 

NC11-GFP Fusionsprotein generiert. Dieses Reportersystem ist in der Zellbiologie 

weit verbreitet und wird zur Analyse der subzellulären Proteinlokalisation in lebenden 

Zellen verwendet (Lippincott-Schwartz et al., 2001; Snapp, 2005). Die NC11-Domäne 

lagert sich vor allem an der Zellmembran der OSCC Zellen an und ist im Inneren der 

Zellen an zytoplasmatischen Strukturen lokalisiert. Interessanterweise können in 

Mock Kontrollzellen, die nur GFP exprimieren, vor allem grün fluoreszierende Signale 

im Zellkern detektiert werden. Diese nukleäre Lokalisation von GFP konnte auch von 

Seibel et al. beobachtet werden. Dabei scheint GFP nicht aktiv in den Kern 

transportiert zu werden, sondern passiv durch die Kernporen zu diffundieren (Seibel 

et al., 2007). Ob GFP im Nukleus zelluläre Eigenschaften beeinflussen kann, konnte 

bislang nicht gezeigt werden.   

Aufgrund der induzierten NC11 Expression in OSCC Zellen verändern die Zellen 

ihren Phänotyp: Sie sind wesentlich kleiner, proliferieren weniger und ihre 

migratorischen Fähigkeiten sind verringert. Im Allgemeinen nehmen Matrikryptine auf 

molekularer Ebene Einfluss auf die Proliferation, Migration, Adhäsion und 

Zellmorphologie von Zellen (Ricard-Blum and Salza, 2014). Väisänen et al. konnten 

beispielsweise zeigen, dass die abgespaltene Ektodomäne des membranständigen 

Kollagen XIII die Zelladhäsion, Migration und Proliferation von Fibrosarkomzellen 

negativ beeinflusst (Väisänen et al., 2004). Bei Keratinozyten verursachte eine 

verstärkte Abspaltung der Ektodomäne von Kollagen XVII eine verminderte 

Zellmotilität (Franzke et al., 2002). 

In Colony Forming Assays bilden NC11 überexprimierende OSCC Zellen eine 

wesentlich höhere Anzahl an Kolonien, allerdings  sind diese aber auch wesentlich 

kleiner als die der Kontrollzellen. Zum Einen zeigt dies, dass die NC11-Domäne von 

Kollagen XVI das Zellwachstum, das unabhängig von der Zellverankerung ist, fördert 

und folglich die klonale Expansion von OSCC Zellen beeinflusst. Zum Anderen 

scheinen NC11 exprimierende Zellen ihre klonale Expansion nach einer gewissen 

Zeit zu stoppen, was auf eine Kontaktinhibition oder auf ein höheren 

Differenzierungsgrad der Zellen schließen lässt. Dies würde auch mit dem 

beobachten Proliferationsmuster der NC11 exprimierenden Zellen in 2D Kultur 

übereinstimmen. Dort bilden NC11 exprimierende OSCC Zellen Zellpatches, deren 

Zellen im Inneren ihre Proliferation stoppen, während sich die Zellen im Randbereich 
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weiter ungehindert teilen. Einen Zusammenhang zwischen einem verstärkten 

Zellwachstum, das unabhängig von der Zellverankerung ist, und vaskulogener 

Mimikry konnten schon Hardy et al. in Melanomzellen feststellen (Hardy et al., 2010). 

Vaskulogene Mimikry bezeichnet einen Vorgang, in dem Tumorzellen Endothelzellen 

imitieren und vaskulogene Kanäle im Tumor bilden, um diesen mit Blut zu versorgen 

(Folberg et al., 2000; Hendrix et al., 2003; Folberg and Maniotis, 2004; Chung et al., 

2010; Paulis et al., 2010). Bei der Bildung solcher Gefäß-ähnlichen, von Zellen 

umgebenen Hohlräumen ist es unabdingbar, dass sich die Zellen in einem gewissen 

Maße differenzieren. Der Proliferationsstopp der Zellen, die einen intakten Gefäß-

ähnlichen Abschnitt bilden und somit im engen Kontakt miteinander stehen, wäre der 

Bildung gefäßahnlichen Hohlräumen förderlich. Würden diese Zellen sich weiterhin 

unkontrolliert teilen, käme es zu der Bildung eines unorganisierten Zellhaufens, der 

schließlich die neugebildeten vaskulogenen Kanäle wieder schließen würde. Zellen 

an den Rändern der neu gebildeten Gefäß-ähnlichen Abschnitte müssten, wie die 

Zellen an den Rändern der Zellpatches von NC11 exprimierenden OSCC Zellen, 

nach dieser Theorie weiterhin proliferieren, damit die vaskulären Kanäle weiter 

wachsen könnten (siehe Abb. 31).  
Das Bild kann nicht angezeigt werden. Dieser Computer verfügt möglicherweise über zu wenig Arbeitsspeicher, um das Bild zu öffnen, oder das Bild ist beschädigt. Starten Sie den Computer neu, und öffnen Sie dann erneut die Datei. Wenn weiterhin das rote x angezeigt wird, müssen Sie das Bild möglicherweise 
löschen und dann erneut einfügen.

Abb. 31: Theoretisches Modell zur Bildung vaskulärer Kanäle während der vaskulogenen Mimikry 
Im mittleren, intakten Kanalabschnitt stoppen die Zellen ihre Proliferation durch Kontaktinhibition. An den 
äußeren Rändern des Kanalabschnittes sind die Zellen nicht vollständig von anderen Zellen umgeben, 
folglich findet keine Kontaktinhibition statt und die Zellen teilen sich. Dadurch wächst der Kanal weiter. 

Abbildung vom Verfasser dieser Arbeit erstellt 
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Mittlerweile ist es weitgehend anerkannt, dass die proteolytische Spaltung von 

Makromolekülen der extrazellulären Matrix ein essentieller Schritt in der Initiierung 

von Tumorinvasion und Angiogenese ist. Während der Neubildung von 

vaskulogenen Kanälen spielen Matrikryptine eine wichtige Rolle. Beispielsweise 

konnte gezeigt werden, dass Matrikryptine wichtige Funktionen von Endothelzellen 

wie Zelladhäsion, Migration und Proliferation beeinflussen können (Bellon et al., 

2004). Daher könnten Matrikryptine auch einen Einfluss auf die Ausbildung der 

vaskulogenen Mimikry in Tumoren haben. Aus diesem Grund wurde getestet, ob die 

NC11-Domäne von Kollagen XVI, ein mögliches Matrikryptin, bei OSCC Zellen die 

vaskulogene Mimikry induzieren kann. 

Tatsächlich führte die NC11 Expression zur Bildung von Endothel-ähnlichen, 

netzförmigen Wachstumsmustern bei OSCC Zellen, die auf GFR Matrigel kultiviert 

wurden. Matrigel besteht aus einer Anzahl von ECM Proteinen, die aus Engelbreth-

Holm-Swarm-Maus-Sarkom extrahiert wurden. Hauptsächlich besteht es aus 

Laminin, Kollagen IV und Enactin und dient als Ersatz für die Basalmembran zur 

Kultivieung von Zellen (Hughes et al., 2010). Ursprünglich diente die Kultivierung auf 

GFR Matrigel als Assay um die angiogene Aktivität von vaskulären Endothelzellen in 

vitro zu testen und wurde als Tube Formation Assay bezeichnet. Mittlerweile wird der 

Assay auch zur Bestimmung des vaskulären Potentials von Tumorzellen verwendet. 

Die Bildung von netzförmigen Wachstumsmustern und Kanälen in vitro korreliert 

dabei mit der beobachteten vaskulogenen Mimikry in Xenografttransplantaten, die 

aus den selben Tumorzellen bestehen. Daher dient der Tube Formation Assay 

heutzutage als Test für die vaskulogene Aktivität von Tumorzellen und als Indikator 

für das Potential dieser Zellen, den Prozess der vaskulogenen Mimikry zu vollziehen 

(Francescone et al., 2012). Folglich scheint die NC11-Domäne von Kollagen XVI die 

vaskulogene Aktivität der OSCC Zellen zu steigern und schließlich die vaskulogene 

Mimikry in Plattenepithelkarzinomen zu fördern. Während NC11 überexprimierende 

OSCC Zellen nach der Kultivierung auf GFR Matrigel Netzte ausbildeten, waren 

Zellen, die das Volllänge Kollagen XVI  überexprimierten, nur in geringem Maße 

dazu in der Lage.  Hier konnten nur in den Randbereichen Netzstrukturen beobachtet 

werden. Dies lässt sich erklären, wenn man bedenkt, dass auch in den 

Zellkulturüberständen von Kollagen XVI überexprimierenden OSCC Zellen das NC11 

Fragment in niedriger Konzentration vorhanden ist.  
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Ein weiterer Hinweis auf die Induktion der vaskulogenen Mimikry durch die NC11-

Domäne geben Analysen der Genexpression verschiedener endothelzell-assoziierter 

Marker in OSCC Zellen. Sowohl während der Kultivierung der OSCC Zellen in 

Zellkulturflaschen aus Polystyren (2D Kultivierung) als auch währen der Kultivierung 

der OSCC Zellen auf GFR Matrigel (3D Kultivierung) bewirkt die Expression der 

NC11-Domäne eine erhöhte Genexpression des VEGFR1 und des uPa Rezeptors. 

Die 3D Kultivierung bewirkt zudem in NC11 überexprimierenden OSCC Zellen eine 

verstärkte VEGFR2 Genexpression. Diese Ergebnisse werden durch 

Proteinexpressionsanalysen bestätigt: Nach der 2D Kultivierung wird auch hier eine 

deutlich erhöhte Proteinexpression des wichtigen vaskulären Rezeptors VEGFR1 

und des uPa Rezeptors in NC11 exprimierenden OSCC Zellen beobachtet. VEGFR2 

ist auf Proteinebene in 2D Kultur auch erhöht. Zudem zeigen Färbungen von 3D 

Netzen eine deutlich erhöhte Proteinexpression der vaskulären Rezeptoren 

VEGFR1, VEGFR2 und des uPa Rezeptors in NC11 exprimierenden OSCC Zellen. 

Die Diskrepanz zwischen der Genexpression und der Proteinexpression des 

VEGFR2 in 2D Kultur lässt sich durchaus erklären. In zahlreichen Studien zeigt sich, 

dass die Proteinexpression nicht immer proportional zur Genexpression ist. In 

Säugetieren ist die Proteinkonzentration in 60% aller Fälle nicht allein durch die 

Quantität der kodierenden mRNA erklärbar. Vielmehr spielen regulatorische, 

posttranskriptionelle Prozesse eine wesentliche Rolle an der Endkonzentration eines 

Proteins (Vogel and Marcotte, 2012). Beispielweise beeinflussen die Stabilität der 

mRNA, die Sekundärstruktur der mRNA und die Verfügbarkeit von Ribosomen die 

Translationsrate. Zudem nehmen auch die Proteinhalbwertszeit und -stabiltät 

Einfluss auf die Endkonzentration von Proteinen (Maier et al., 2009). Bei 

membranständigen Rezeptoren kommt noch häufig der Recyclin-Zyklus hinzu, der 

dazu führt, dass Rezeptoren im Innerem der Zellen von gebundenen Liganden gelöst 

werden und wieder als ungebundene, recycelte Rezeptoren an die Zelloberfläche 

gelangen (Maxfield and McGraw, 2004).   

Während der vaskulogenen Mimikry spielen die VEGFRs eine entscheidende Rolle. 

Beispielsweise bewirkt der Knockdown des VEGFR1 in Melanomzellen eine 

vollständige Aufhebung der netzartigen Wachstumsstruktur im Tube Formation 

Assay (Vartanian et al., 2011). Auch Frank et al. beschreiben VEGFR1 als kritischen 

Regulator der vaskulogenen Mimikry im Melanom. Melanomzellen, die zur 
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vaskulogenen Mimikry befähigt sind, exprimieren verstärkt VEGFR1. Zusätzlich 

konnten sie zeigen, dass die Entstehung der vaskulogenen Mimikry in vivo durch den 

Knockdown von VEGFR1 verhindert wird (Frank et al., 2011). Zudem scheint 

VEGFR1 auch an der vaskulogenen Mimikry von Merkelzellkarzinomen beteiligt zu 

sein. Sowohl in experimentell induzierten Tumoren als auch in histologischen 

Untersuchungen von Tumoren, die aus Patienten isoliert wurden, findet man ein 

Netzwerk, das den vaskulogenen Mimikrynetzwerken von Melanomen sehr ähnelt 

und mit einer VEGFR1 Expression assoziiert ist (Lezcano et al., 2014). Des Weiteren 

kommt es in Glioblastomzellen zur vaskulogenen Mimikry durch die Aktivierung des 

VEGFR2 (Francescone et al., 2012). Ergänzend dazu zeigen Yao et al., dass der 

Knockdown von VEGFR2 in Glioblastomzellen, die normalerweise zur vaskulogenen 

Mimikry befähigt sind, die Fähigkeit dieser Zellen Gefäß-ähnliche Hohlräume und 

Netzwerke zu bilden, signifikant reduziert (Yao et al., 2013). Auch unsere Ergebnisse 

deuten auf die Beteiligung der VEGFR an der vaskulogenen Mimikry. Nach 

genereller Inhibition der VEGFR sind die NC11 überexprimierenden OSCC Zellen 

nicht mehr zur vaskulogenen Mimikry befähigt. Interessanterweise können in den 

NC11 überexprimierenden OSCC Zellen durch Genexpressions- und 

Proteinexpressionsanalysen nur sehr wenig bis keine Liganden der Rezeptoren 

nachgewiesen werden. Die erforderlichen Liganden der VEGFR stammen in unseren 

Experimenten wahrscheinlich aus dem fötalen Kälberserum. Die hohe Sensitivität der 

Netzbildung bezüglich der Lagerung des fötalen Kälberserums spiegelt dies deutlich 

wieder. Je läger das fötale Kelberserum aufgetaut ist, desto weniger ausgeprägt ist 

die Netzbildung der Zellen.  Zudem verhindert eine Hitzeinaktivierung des fötalen 

Kälberserums die Ausbildung der vaskulogenen Netze.  

Neben VEGFR1 und VEGFR2 gibt es auch Hinweise für die Beteiligung des uPa 

Rezeptors an der Tumorangiogenese. Das uPa-uPa Rezeptor System fördert 

beispielsweise die Angiogenese des Glioblastoms. Die Aktivierung dieses Systems 

bei Glioblastomzellen an der Invasionsfront führt zur Initiierung einer von Integrinen 

vermittelten Signalkaskade. Zudem hat die Interaktion von uPa mit seinem Rezeptor 

die Aktivierung von Plasmin zur Folge. Diese Protease ist in die Degradierung der 

extrazellulären Matrix involviert. An den uPa Rezeptor können auch Komponenten 

der extrazellulären Matrix, wie Vitronektin, binden, was wiederum eine Aktivierung 

von anderen Signalkaskaden zur Folge hat (Kanse et al., 1996; Waltz et al., 1997). 
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Durch die Initiierung dieser Signalkaskaden kommt es schließlich zur Hochregulation 

von proangiogenen Faktoren (Lakka et al., 2005). MacDonald et al. konnten zeigen, 

dass eine erhöhte Expression des uPa Rezeptors auf der Zelloberfläche 

verschiedener humaner Gehirntumorzelllinien mit einer verstärkten Invasivität der 

Zellen korreliert (MacDonald et al., 1998). Die Blockierung des uPa Rezeptors führt 

in vivo im humanen Mammakarzinom zu einer Reduktion des Tumorwachstums und 

der Tumorangiogenese (Tressler et al., 1999). Sowohl in vitro als auch in vivo 

vermindert der Knockdown des uPa Rezeptors mit Hilfe eines hp-RNA 

Expressionsplasmids die angiogene Aktivität von Gliomzellen (Gondi et al., 2007). 

Da der uPa Rezeptor eine entscheidende Rolle in der Angiogenese von Tumoren 

spielt und auf unterschiedlichste Weise diese Angiogenese fördert, könnte die durch 

die NC11-Domäne von Kollagen XVI hochregulierte Expression des uPa Rezeptors 

durchaus die vaskulogene Mimikry im Plattenepithelkarzinom begünstigen.  

Neben der gesteigerten Genexpression verschiedener Endothel-assozierter Gene 

(VEGFR1, VEGFR2 un uPa Rezeptor) kann in NC11 exprimierenden OSCC Zellen 

auch eine reduzierte Genexpression des von Willebrand Faktors (vWF) 

nachgewiesen werden. Der vWF) ist ein Glykoprotein, das vor allem von 

Endothelzellen produziert wird. Zusammen mit dem Blutgerinnungsfaktor VIII spielt 

der vWF eine wichtige Rolle in der Blutstillung. Kommt es zu einer Verletzung der 

Innenwand des Endothels, kann der vWF an Proteine der subendothelialen ECM, vor 

allem Kollagen I, binden. Dadurch wird der vWF aktiviert und Thrombozyten können 

an ihm haften. Der vWF ist somit das Bindeglied zwischen Thrombozyten und 

verletzter Gefäßwand (Ruggeri, 2007). Da es sich bei den vaskulogenen Kanälen im 

Tumorgewebe nicht um Gefäße handelt, die mit Endothelzellen ausgekleidet sind, 

sondern um Tumorzellen umgebene Hohlräume, könnte die Expression des vWF 

sich negativ auf die Entwicklung des vaskulären Systems des Tumors auswirken. 

Höchstwahrscheinlich würde der vWF an Proteine der extrazellulären Matrix des 

Tumors binden. Kommt es anschließend zum Anschluss der vaskulogene 

Tumorzellen-ungebene Kanäle mit dem vaskulärem System des Patienten, würden 

die im Blut enthaltenen Thrombozyten an den gebundenen vWFs haften bleiben. 

Dies würde die neuen, von Tumorzellen gebildeten Kanäle verstopfen. Die 

Durchblutung des Tumorgewebes wäre damit nicht gewährleistet. Folglich würde 

eine erhöhte vWF Expression der vaskulogenen Mimikry entgegen wirken. 
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Während man in 2D kultivierten NC11 exprimierenden OSCC Zellen eine verringerte 

VEGF A Genexpression beobachten kann, unterscheiden sich nach 3D Kultivierung 

NC11 exprimierende OSCC Zellen nicht von den Kontrollzellen in ihrer VEGF A 

Genexpression. Somit gleicht sich die VEGF A Genexpression in NC11 

exprimierenden OSCC Zellen bei der 3D Kultivierung wieder den Kontrollwerten an. 

Dies könnte darauf hindeuten, dass die Bildung von Endothel-ähnlichen Netzen die 

NC11 vermittelte Expressionsreduktion von VEGF A in 3D Kultur auf hebt. Offen 

bleibt, ob die Sezernierung von VEGF A daraufhin in NC11 exprimierenden OSCC 

Zellen auch steigt. Dies wäre ein Indiz eine indirekte vaskulogene Wirkung der 

NC11-Domäne. Denn damit würde nicht nur die Expression der wichtigen vaskulären 

Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 durch die NC11-Domäne induziert werden, 

sondern durch die Bildung der vaskulogene Netze auch deren Aktivierung durch die 

autokrine Sekretion eines ihrer Liganden, des VEGF A.  

Im Allgemeinen scheint die NC11-Domäne von Kollagen XVI die vaskulogene 

Mimikry von OSCC Zellen zu begünstigen. Dabei ist zu erwähnen, dass die 

vaskulogene Mimikry in Krebserkrankungen mit einer schlechten Prognose für die 

Patienten assoziiert ist: Im Gliom korreliert ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit 

dem Auftreten der vaskulogenen Mimikry. Zudem weisen Patienten, bei denen ein 

Gliom mit vaskulogener Mimikry diagnostiziert wurde, eine geringere Überlebensrate 

auf als bei Gliompatienten ohne vaskulogener Mimikry (Liu et al., 2011). Cao et al. 

konnten 2013 in einer Studie zeigen, dass die Ausbidung von vaskulogener Mimikry 

die Prognose von Patienten verschiedener Krebsarten entscheidend verschlechtert 

(Cao et al., 2013). Die 5-Jahresüberlebensrate bei Patienten mit vaskulogener 

Mimikry liegt im Durchschnitt bei nur 31%. Im Vergleich dazu liegt die 5-

Jahresüberlebensrate von Krebspatienten bei denen keine vaskulogene Mimikry 

nachgewiesen werden kann, bei etwa 56%. Weitere Analysen legen einen 

Zusammenhang zwischen der vaskulogenen Mimikry und der Metastasenbildung 

offen. Melanompatienten, bei denen Metastasen nachgewiesen werden, zeigen mit 

einer Wahrscheinlichkeit von 45,3% auch vaskulogene Mimikry, während Patienten 

ohne Metastasen nur zu 23,1% vaskulogene Mimikry aufweisen.  

Neben anderen Kollagen XVI Fragmenten konnte in dieser Arbeit auch ein Fragment 

in Seren von Plattenepithelkarzinompatienten nachgewiesen werden, das in seinem 

molekularen Gewicht mit der NC11-Domäne von Kollagen XVI korrespondiert. Da es 
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sich um ein N-terminales Fragment handelt und die NC11-Domäne die N-terminale 

NC Domäne von Kollagen XVI ist, vermuten wir, dass es sich bei diesem Fragment 

um die NC11-Domäne von Kollagen XVI handelt. Zudem bestätigte ein Kollagenase 

Verdau, dass es sich bei den beobachten Fragmenten tatsächlich um 

Kollagenfragmente handelt. Dabei ist zu bedenken, dass auch die N-terminale NC11-

Domäne Kollagenaseschnittstellen besitzt und somit durch Kollagenasen abgebaut 

werden kann. Die Seren von OSCC Patienten enthalten im Vergleich zu Seren von 

gesunden Individuen verstärkt die NC11-Domäne. Dies ist ein Indiz für die 

Fragmentierung von Kollagen XVI in vivo. Möglicherweise könnte die NC11-Domäne 

als prognostischer Faktor dienen. Allerdings bleibt abzuwarten, ob das Auftreten der 

NC11-Domäne in Blutseren von Plattenepithelkarzinompatienten mit der Ausbildung 

von vaskulogener Mimikry und damit mit einer schlechten Prognose für die Patienten 

korreliert.  

Auch die Wirkungsweise der NC11-Domäne bleibt offen: Interagiert die NC11-

Domäne  exogen mit Zelloberflächenrezeptoren oder bindet die NC11-Domäne 

schon im Innerem der Zelle an Effektoren? Möglicherweise spielen dabei die 

Thrombospondin N-terminal-ähnliche (TSPN) Proteinregion und Prolin-Arginin reiche 

Proteinregion (PARP) der NC11-Domäne eine Rolle. Li und Kollegen konnten zum 

Beispiel zeigen, dass das Prolin-Arginin reiche Peptid PR39 ein Regulator der 

Angiogenese ist. Dabei fördert PR39 in vitro die Bildung von vaskulären Strukturen 

und erhöht in Mäusen die myokardiale Vaskularisation (Li et al., 2000). Die pro-

angiogene Wirkung des PR39 wurde auch von Gaczynska et al. bestätigt 

(Gaczynska et al., 2003). Zudem besitzt auch die TSPN Domäne einige pro-

angiogene Eigenschaften. Sie vermittelt die Aufnahme und damit den Abbau des 

anti-angiogenen Thrombospondin-1 und Thrombospondin-2 und besitzt anti-

adhäsive Aktivität (Tan et al., 2006).   

IV.2.1. Schlussfolgerung 

Zusammenfassend beschreibt der zweite Teil dieser Arbeit die vaskulogene Wirkung 

der NC11-Domäne von Kollagen XVI auf OSCC Zellen (siehe Abb. 32). Dabei zeigt 

sich, dass die Überexpression der NC11-Domäne eine Induktion der Gen- und 

Proteinexpression des Tumor- und Endothel-assoziierten VEGFR1  und VEGFR2 

und des uPa Rezeptors die vaskulogene Mimikry der OSCC Zellen bewirkt. 
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Funktionell äußert sich die Überexpression der NC11-Domäne in einem 

unterschiedlichen Proliferationsmuster, einer kleineren Zellgröße, einer verminderten 

Proliferationsrate und einer Abnahme der Migrationsaktivität der OSCC Zellen. 

Zudem verstärkt eine Überexpression der NC11-Domäne die Fähigkeit der OSCC 

Zellen zur klonalen Expansion. Des Weiteren werden die Wachstumsstrukturen der 

OSCC Zellen beeinflusst. Durch die NC11 Überexpression besitzen die OSCC Zellen 

die Fähigkeit zur vaskulogenen Mimikry und bilden bei der 3D Kultivierung auf GFR 

Matrigel Endothel-ähnliche Netze aus. Nach Inhibition der VEGF Rezeptoren zeigt 

sich, dass die vaskulogene Mimikry der NC11 überexprimierenden OSCC Zellen 

VEGFR vermittelt ist. 

Bei der Untersuchung von OSCC-Patientenseren können neben dem Volllänge-

Kollagen XVI spezifische Kollagen XVI Trunkierungen detektiert werden, die 

möglicherweise als Matrikryptine definiert werden können. Außer 120, 80, 60, 50 und 

40 kDa großen N-terminalen Fragmenten kann auch ein 35 kDa Fragment, das 

Aufgrund seines molekularen Gewichts die NC11-Domäne sein könnte, in 

Patientenseren nachgewiesen werden. Vergleiche mit Kontrollseren gesunder 

Individuen lassen eine verstärkte Abspaltung der NC11-Domäne von Kollagen XVI in 

Seren von OSCC Patienten vermuten. 

Abb. 32: Hypothetisches Modell zur NC11 induzierten vaskulogenen Mimikry in OSCC Zellen 
NC11 induziert die Genexpression des Tumor- und Endothel-assozierten VEGFR1, VEGFR2 und des uPa 
Rezeptors und reduziert die Genexpression des vWF. Dadurch kommt es zur Proteinexpression des VEGFR1, 
VEGFR2 und des uPa Rezeptors. Dies führt bei der 3D Kultivieurng auf GFR Matrigel zur Bildung von Endothel-
ähnlichen Netzen, der vaskulogenen Mimikry. 

Abbildung vom Verfasser dieser Arbeit erstellt  
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Anhang 

A.I. Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bedeutung 

AFT englisch: activating transcription  factor 

Akt/PKB Akt/Proteinkinase B 

AP-1 Aktivatorprotein 1 

Asn Asparagin 

BCA Bicinchoninsäure  
englisch: bicinchoninic acid 

BMP  englisch: bone morphogenic protein 

BrdU Bromdesoxyuridin 

BSA Bovines Serumalbumin 

CDK Cyclin-abhänigen Kinase 
englisch: Cyclin-dependent kinase 

COL Domäne Kollagendomäne  
englisch: collagenous domain 

COLXVI Kollagen XVI 

CRR Domäne cysteinreiche Wiederholungsdomäne  
englisch: cystein-rich repeat 

DAB 3,3′-Diaminobenzidin  

D-CDK Cyclin D - Cyclin-abhänigen Kinase - Komplex 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

ECM extrazelluläre Matrix 
englisch: extracellular matrix 

EGF  epidermalen Wachstumsfaktor  
englisch: epidermal growth factor 

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 
englisch: epidermal growth factor receptor 

FACITs Fibrillen-assoziierte Kollagene mit unterbrochenen Triplehelices  
englisch: fibril-associated collagens with interrupted triple helices 

FAK Fokale Adhäsionskinase  

FERM englisch: 4.1 protein, ezrin, radixin, moesin 

FKS fötales Kälberserum 

GAGs Glykosaminoglykane 
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Abkürzung Bedeutung 

GF Wachstumsfaktor  
englisch: growth factor 

GFP englisch: green fluorescent protein 

GFR Wachstumsfaktor reduziert 
englisch: growth factor reduced  

GSK3β Glykogensynthase-Kinase 3 β 

HCC Hepatozellulären Karzinoms  
englisch: hepatocellular carcinoma 

HOKs humane orale Keratinozyten  

HPV humaner Papillomviren 

Hyp 4-Hydroxyprolin  

ILK englisch: integrin-linked kinase  

luc Luziferase 

MACITS Membran-assoziierte Kollagene mit unterbrochenen Triplehelices  
englisch: membran-associated collagens with interrupted triple helices 

MFA englisch: musculoaponeuric fibrosarcoma 

MIDAS  Metallion-abhängigen Adhäsionsstelle  
englisch: metal-ion-dependent adhesion site 

MMP Matrix-Metalloprotease 

MSCs mesenchymale Stammzellen 
englisch: mesenchmal stem cells 

MULTIPLEXINs englisch: multiple triple-helix domains and interruptions  

NC Domäne nicht-Kollagendomäne  
englisch: non-collagenous domain 

Neo Neomycinresistenz 

OSCC orales Plattenepithelkarzinom  
englisch: oral squamous cell carcinoma 

PARP Prolin-Arginin-reiche Protein  

PBS phosphatgepufferte Salzlösung 
englisch: phosphate buffered saline 

PCI University of Pittsburgh Cancer Institute  

PDK1 PI3K-abhängige Kinase 1  
englisch: PI3K-dependent kinase1  

PGs Proteoglykane  

PH englisch: pleckstrin homolgy 

PI3K Phosphatidylinositol-3 Kinase  
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Abkürzung Bedeutung 

PIP2 Phosphatidylinositol-(4,5)-Diphosphat  

PIP3 Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat 

PLA englisch: proximity ligation assay  

POD Peroxidase 

pRb  Retinoblastom-Protein 

Pro Prolin  

PSI Domäne Plexin-Sempahorin-Integrin Domäne 

Pten englisch: Phosphatase and Tensin homolog 

qPCR quantitativer Polymerase-Kettenreaktion  

RGD-Sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsäure -Peptidsequenz  

rlu englisch: relative light units  

RNP Ribonukleotidproteinen 

SCCHN Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Nackenbereich  
englisch: squamous cell carzinoma of head and neck  

SDS englisch: sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Ser Serin 

SPARC sezernierte saure und Cystein-reiche Protein  
englisch: secreted protein acidic and rich in cysteine 

TERC Telomerase RNA 

TERT englisch: telomerase reverse transcriptase 

TGF-β transformierender Wachstumsfaktor 
englisch: transforming growth factor 

Thr Threonin 

TSPN Domäne Thrombospondin N-terminal ähnliche Domäne  
englisch:  Thrombospondin N-terminal-like 

uPa englisch: Urokinase-type plasminogen activator  

VEGF  vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 
englisch: vascular endothelia growth factor 

VEGFR vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor 
englisch: vascular endothelial growth factor receptor 

vWA Domäne von Willebrand-Faktor A-ähnliche Domäne 

vWF von Willebrand-Faktor 

WST englisch: water soluble tetrazolium 
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A.IV. Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 
Antigen Spezies Hersteller Katalognummer Konzentration Verwendung 

Akt/PKB Kaninchen,  
polyklonal SantaCruz sc-1618-R 0,2 mg/ml WB  1:200    16h 4°C 

c-Fos Kaninchen,  
polyklonal SantaCruz sc-52 0,2 mg/ml WB  1:200    16h 4°C 

IF    1:100     16h 4°C 

Dyskerin Maus,  
monoklonal SantaCruz sc-365731 0,2 mg/ml WB  1:200    16h 4°C 

IF     1:100    16h 4°C 

GFP Kaninchen,  
polyklonal Thermo Fisher A11122 2 mg/ml WB  1:1000   16h 4°C 

Histon H3 Kaninchen,  
monoklonal Cell Signalling 4620 0,1 mg/ml WB  1:100     16h 4°C 
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Antigen Spezies Hersteller Katalognummer Konzentration Verwendung 

ILK Ziege,  
polyklonal SantaCruz sc-7516 0,2 mg/ml 

WB  1:200     16h 4°C 
PLA 1:100       1h 
37°C 

JunB Maus,  
monoklonal SantaCruz c-8051 0,2 mg/ml WB  1:200     16h 4°C 

IF     1:100     16h 4°C 

Ki67 Rabbit,  
polyklonal Thermo Fisher PA5-19462 1 mg/ml IF     1:500     16h 4°C 

Kindlin-1 Kaninchen,  
polyklonal Abcam ab68041 1 mg/ml WB  1:200    16h 4°C 

PLA 1:100      1h 37°C 

Kollagen XVI Kaninchen,  
polyklonal Sigma HPA027237 0,2 mg/ml WB  1:1000   16h 4°C 

P-Akt/PKB Kaninchen,  
polyklonal SantaCruz sc-7985_r 0,2 mg/ml WB  1:500     16h 4°C 

P-ILK Kaninchen,  
polyklonal SantaCruz sc-130196 0,2 mg/ml WB  1:200     16h 4°C 

uPa Rezeptor Kaninchen,  
monoklonal Cell Signalling 12713 0,1 mg/ml IHC  1:50      16h 4°C 

VEGFR1 Kaninchen,  
polyklonal Sigma HPA014290 0,05 mg/ml IHC  1:12,5   16h 4°C 

VEGFR2 Kaninchen,  
monoklonal Cell Signalling 9698 0,1 mg/ml IHC   1:1600   16h 4°C 

β-Aktin Kaninchen,  
monoklonal Abcam ab8227 1 mg/ml WB  1:10.000 16h 4°C 

WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenzfärbung; PLA: Proximity Ligation Assay; IHC: Immunhistochemische 

Färbung 

 

Sekundärantikörper Hersteller Katalognummer Verwendung Konjungat 

Anti-Kaninchen IgG Thermo Fisher 32460 WB 1:1000 1h RT HRP 

Anti-Kaninchen IgG Thermo Fisher A21069 IF    1:500   1h 37°C Alexa Fluor 568 

Anti-Maus IgG Thermo Fisher A11019 IF    1:500   1h 37°C Alexa Fluor 568 

Anti-Maus IgG Thermo Fisher A11017 IF    1:500   1h 37°C Alexa Fluor 488 

Anti-Maus IgG Thermo Fisher 32430 WB 1:1000 1h RT HRP 

Anti-Ziege IgG SantaCruz sc-2033 WB 1:1000 1h RT HRP 
WB: Western Blot; IF: Immunfluoreszenzfärbung 

 

A.V. verwendete Proteasen 
Protease Hersteller Katalognummer 
MMP9, aktiv Millipore PF024 
Pro-MMP2 Millipore PF023 
Kollagenase D Roche 11088866001 
Kollagenase 2 PAA (Cölbe, Deutschland) K21-240 
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