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1 EINLEITUNG 

1.1 KOLOREKTALES KARZINOM 

1.1.1 Definition 

Beim kolorektalen Karzinom (KRK) handelt es sich um eine maligne Neoplasie, die von 

Epithelzellen ausgeht. Von rektaler Herkunft werden diejenigen Tumore bezeichnet, die in 

einem Bereich bis 16cm aboral der Anokutanlinie auftreten. Kolonkarzinome machen 60% 

aller kolorektalen Tumore aus, wobei 40% davon im Sigma lokalisiert sind. Rektale Karzi-

nome haben einen Anteil von 40% an allen KRK (Crysandt, 2010).  

1.1.2 Epidemiologie 

Das KRK ist bei beiden Geschlechtern der dritthäufigste Tumor der westlichen Welt (Jemal, 

2011). Siegel et al. prognostizierten für die USA 132.700 Neudiagnosen des KRK im Jahr 

2015 und 49.700 Todesfälle durch diese Erkrankung (Siegel, 2015). Im Jahr 2010 wurden in 

den USA 142.570 neue Fälle von Darmkrebs diagnostiziert (Dietel, 2012). In Deutschland 

gab es 2013 etwa 63.000 Neuerkrankungen. Bei 26.000 Todesfällen pro Jahr handelt es sich 

beim KRK um einen der häufigsten malignen Tumore in Deutschland (Pox, 2013). Mit stei-

gendem Alter erhöht sich das Risiko, an einem Karzinom des Darms zu erkranken. Etwa die 

Hälfte der Patienten hat das siebzigste Lebensjahr bereits überschritten. Es sind mehr Männer 

als Frauen betroffen, wobei die Gründe hierfür noch nicht umfassend geklärt sind (Meissner, 

2006; Murphy, 2011). 
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2013 

1) je 100.000 Personen, altersstandardisiert nach Europastandard 

 Männer Frauen 

Neuerkrankungen 34.050 28.360 

standardisierte Erkrankungsrate¹ 56,6 36,3 

Sterbefälle 13.608 12.085 

standardisierte Sterberate¹ 21,6 13,0 

5-Jahres-Prävalenz 114.190 95.120 

relative 5-Jahres-Überlebensrate 63% 63% 

Tabelle 1: Darmkrebs-Statistik, modifiziert nach Robert-Koch-Institut, Zentrum für Krebsre-

gisterdaten 

 

1.1.3 Pathogenese 

Fearon und Vogelstein haben 1990 die Adenom-Karzinom-Sequenz postuliert. Sie konnten 

nachweisen, dass verschiedene Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen zu-

sammen zur Tumorentstehung führen (Fearon und Vogelstein, 1990). Diese Veränderung 

vom normalen Epithel bis zum Karzinom dauert nach heutiger Erkenntnis in etwa zehn Jahre. 

Das ursprüngliche Konzept von Fearon und Vogelstein wird kontinuierlich weiterentwicke lt 

und es werden stetig neue Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen entdeckt 

(Leslie, 2002; Vogelstein, 2013; Giannakis, 2014). Mikroskopisch tritt das Adenokarzinom 

am häufigsten (70%) auf. Doch tragen nicht alle polypösen Adenome das gleiche Risiko, zu 

einem Karzinom zu entarten. Villöse Polypen tendieren wesentlich häufiger zur Degenera-

tion als tubuläre Polypen (Muto, 1975; Shussman und Wexner, 2014). 
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Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz 

Dargestellt sind der Allel-Verlust im Bereich des APC-Gens, die Punktmutation im K-Ras-

Protoonkogen und der Allel-Verlust im Tumorsuppressorgen auf den Chromosomen 18q und 

17p. Letzteres geht mit einer Mutation des p53-Gens einher (Fearon und Vogelstein, 1990). 

 

1.1.4 Symptome 

Die Symptome des KRK treten meist erst in einem späten Krankheitsstadium auf und sind 

oft unspezifisch. Allgemeinsymptome wie Abgeschlagenheit, Müdigkeit und Fieber werden 

oft beschrieben, zudem sind lageabhängige Beschwerden wie Angina pectoris, abdominale 

Krämpfe, Obstruktion und eine hypochrome, mikrozytäre Anämie möglich. Jede Verände-

rung der Stuhlgewohnheiten ist verdächtig, sowie ungewollter übermäßiger Gewichtsverlust. 

Rektal gelegene Tumore können zu Tenesmen und „Bleistiftstühlen“ führen, wobei weiter 

proximal gelegene Karzinome eher Teerstühle verursachen (Dietel, 2012). 

1.1.5 Risikofaktoren 

Als Risikofaktoren für das KRK gelten unter anderem bestimmte Lebensweisen: Überge-

wicht (BMI > 25kg/m2), mangelnde Bewegung, unzureichender Konsum von Obst und Ge-

müse und der Verzehr von rotem Fleisch sind Wegbereiter des Kolonkarzinoms. Im selben 

Zusammenhang wird auch der Konsum von Zigaretten, besonders in Kombination mit Alko-

hol, diskutiert (Ghadirian, 1997; Giacosa, 1999; Friedenreich, 2002; Johnson, 2013; Rasool, 

2013). Das Übergewicht spielt Studien zufolge bei Männern eine größere Rolle bei der Kar-

zinomentstehung als bei Frauen (Larsson, 2007). 2-5% der kolorektalen Karzinome sind er-

blich bedingt (Pox, 2015). Als erblicher Faktor ist die familiäre adenomatöse Polyposis coli 
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(FAP) bekannt, eine autosomal-dominant vererbte, relativ seltene Erkrankung, bei der sich 

im gesamten Dickdarm adenomatöse Polypen ausbilden (Kastrinos und Syngal, 2011). Bei 

dieser Patientengruppe fehlt durch eine Deletion des langen Arms des Chromosoms 5 das 

APC-Gen und somit ein Tumorsuppressorgen. Unbehandelt führt die Krankheit mit fast hun-

dertprozentiger Sicherheit zum kolorektalen Karzinom, meist vor dem fünfzigsten Lebens-

jahr (Galiatsatos und Foulkes, 2006).  

Bei dem hereditären nicht polypösen Kolonkarzinom (HNPCC) handelt es sich um eine au-

tosomal-dominant vererbte Präkanzerose. Die Mikrosatelliteninstabilitäten sind auf den 

Chromosomen 2 und 3 in den Genen hMSH2 und hMLH1 gelegen und verursachen Fehler 

bei der DNA-Replikation, was zu einem abnormen Zellwachstum führt (Lynch, 2009). Neben 

dem Kolonkarzinom tritt das Endometriumkarzinom ebenfalls häufig bei den Patienten mit 

HNPCC auf. Ob eine Person an der Erbkrankheit leidet, kann anhand der Amsterdam-Krite-

rien eruiert werden (Steinke, 2013). Chronisch entzündliche Darmerkrankungen wie die Co-

litis ulcerosa oder der Morbus Crohn stellen weitere Risikofaktoren für die Entstehung des 

Darmkrebses dar (Rogler, 2014; Yashiro, 2014). 

1.1.6 Diagnostik 

Da die beschriebenen Symptome des KRK (Kapitel 1.1.4) relativ unspezifisch sind und erst 

spät auftreten, kommt den Vorsorgeuntersuchungen zur Früherkennung der Erkrankung eine 

enorme Wichtigkeit zu (Kolligs und Graser, 2014). Screening-Verfahren sollten bei asymp-

tomatischen Personen ab einem Alter von 50 Jahren durchgeführt werden, bei familiärer 

Häufung bereits früher (Winawer, 1997; Imperiale, 2002; Birkner, 2003; Pox, 2013). Fol-

gende Untersuchungen werden zu diagnostischen Zwecken durchgeführt: 

Laborchemische Untersuchung: 

Blutbild: Zeichen der Anämie 

Tumormarker CEA (Carcinoembryonales Antigen): Der Marker wird im Verlauf kontrolliert 

und kann auf ein erhöhtes Rezidivrisiko hinweisen (Pox, 2013). 
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Nicht-invasive Untersuchung: 

Digital-rektale Untersuchung: Bei dieser klinischen Untersuchung wird auf tastbare Resis-

tenzen oder Blut am Fingerling geachtet.  

Fäkaler Okkultbluttest (FOBT): Der guajakbasierende FOBT (gFOBT) detektiert die Pseu-

doperoxidase-Aktivität des Hämoglobins. Bei dem gFOBT werden bei drei aufeinanderfo l-

genden Stuhlgängen je zwei Stuhlproben auf Blut untersucht. Das Hämoglobin färbt sich bei 

Zugabe von Wasserstoffperoxid blau. Fällt der Test positiv aus, macht dies eine Koloskopie 

erforderlich (Dietel, 2012). Die Durchführung der Vorsorgeuntersuchung mittels gFOBT 

senkt die Sterblichkeit durch das kolorektale Karzinom (Hewitson, 2008). Ein neuer iFOBT 

weist immunchemisch das Globin im Hämoglobin nach. Er ist spezifisch für menschliches 

Blut, im Gegensatz zum gFOBT, der falsch positive Werte bedingt durch bestimmte Nah-

rungsmittel oder Medikamente anzeigen kann. Studien haben gezeigt, dass der iFOBT sen-

sitiver und spezifischer ist als der gFOBT und mehr KRK aufspürt (Zhu, 2010; Duffy, 2014). 

Invasive Diagnostik: 

Ileo-Koloskopie: Die Ileo-Koloskopie besitzt die höchste Spezifität und Sensitivität und ist 

somit der Goldstandard für die Diagnostik des KRK. Die Endoskopie ist nicht nur diagnos-

tisch, sondern auch therapeutisch anwendbar. Sowohl Winawer et al. als auch Citarda et al. 

haben schon vor circa 15 Jahren gezeigt, dass die Polypektomie im Zuge einer Koloskopie 

das Darmkrebsrisiko signifikant verringert (Winawer, 1993; Winawer, 1997; Citarda, 2001). 

Auch neue Studien zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit, an einem kolorektalen Karzinom zu 

sterben, durch die Entfernung adenomatöser Polypen während der Koloskopie sinkt (Zauber, 

2012). Brenner et al. haben aus einer Langzeitstudie den Schluss gezogen, dass es bei unauf-

fälligem Befund ausreicht, die Untersuchung in zehnjährigen Abständen zu wiederholen 

(Brenner, 2001). Eine aktuelle Studie der gleichen Arbeitsgruppe ergab, dass der präventive 

Langzeiteffekt von diesem Screeningverfahren (Koloskopie) sogar höher ist, als durch die 

bisherigen kürzeren Follow-up-Studien angenommen. Das Maximum der Risikoreduktion 

liegt ca. 15 Jahre nach einem Screening mittels Koloskopie und 20-25 Jahre nach der initia len 

Koloskopie im Falle einer zehnjährigen Wiederholung (Brenner, 2016). 

Chromoendoskopie: Die Chromoendoskopie ermöglicht durch unterschiedliche endoskopi-

sche Färbemethoden die kontrastreichere Darstellung von suspekten Schleimhautarealen im 
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Vergleich zur Endoskopie (Gossner, 2001). Die Untersuchung wird vor allem bei Patienten 

mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen oder hereditäreren Präkanzerosen zur bes-

seren Detektion der Läsionen durchgeführt (Kiesslich, 2003; Hurlstone, 2005).  

Endosonographie: Die Endosonographie ist eine Ultraschalluntersuchung, die von innen 

durchgeführt wird. Sie spielt eine bedeutende Rolle bei der Bestimmung der Tiefeninfiltra-

tion des Tumors in die verschiedenen Wandschichten des Darms (Norton, 1999; Hunerbein, 

2003). 

Tumorstaging: Das Tumorstaging dient der Visualisierung der Tumorausbreitung. Hierzu 

wird eine Röntgenaufnahme des Thorax, eine Sonographie des Abdomens und ggf. ein CT 

des Thorax oder des Abdomens durchgeführt (Böhm, 2009).  

Neuere Screening-Verfahren, die sich auf den Vormarsch befinden, sind die Kapselkolosko-

pie, bei der eine Kapsel samt Lichtquelle und Kamera geschluckt wird, und die virtuelle Ko-

loskopie, die mittels Computer- oder Magnetresonanztomographie durchgeführt wird (Kol-

ligs und Graser, 2014). 

1.1.7 Klassifikation und Prognose 

Die Klassifikation des KRK dient dazu, es international einheitlich zuordnen und Aussagen 

über die Prognose und die damit verbundene Therapie treffen zu können. Bei der TNM-Klas-

sifikation steht das T für die Ausbreitung des Primärtumors, N für das Fehlen oder Vorhan-

densein von regionalen Lymphknotenmetastasen und M für das Fehlen oder Vorhandensein 

von Fernmetastasen.  

Stadium Ia Infiltration in Mukosa und Submukosa   Dukes State A 

Stadium Ib Infiltration in Tunica muscularis propria    Dukes State A 

Stadium II T3 und T4 ohne Lymphknotenmetastasierung    Dukes State B 

Stadium III Lymphknotenmetastase    Dukes State C 

Stadium IV Fernmetastase     Dukes State D 

 

Dukes State A 

Tabelle 2: UICC-Stadieneinteilung (Union internationale contre le cancer, 1987) 
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T0 Kein Anhalt für einen Primärtumor 

Tis Carcinoma in situ: keine Ausbreitung durch die Muscularis mucosae  

T1 Infiltration in die Tela submucosa 

T2 Infiltration in die Tunica muscularis propria 

T3 Infiltration aller Wandschichten, Subserosa 

T4 a) Perforation des viszeralen Peritoneums, b) Infiltration der Nachbarorgane 

N0 Keine Lymphknotenmetastasen 

N1 a) 1 Lymphknotenmetastase, b) 2-3 Lymphknotenmetastase, c) 3 Satellitenmeta-

stasen 

N2 a) 4-6 Lymphknotenmetastasen, b) ≥ 7 Lymphknotenmetastasen 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 a) Fernmetastasen in einem Organ, b) Fernmetastasen in mehr als einem Organ 

oder im Peritoneum                                                

Tabelle 3: TMN-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms, modifiziert nach Wittekind 

(Wittekind, 2011) 

 

Die Prognose des KRK ist weitgehend vom Ausbreitungsstadium bei der Diagnosestellung 

abhängig. Dieses umfasst die lokale Tumorausbreitung, die lokale Lymphknotenmetastas ie-

rung und die Fernmetastasierung. Die Blut- oder Lymphgefäßinfiltration sind weitere wich-

tige Faktoren hinsichtlich der Prognose des KRK (Compton, 2000; Chok und Law, 2007; 

Betge, 2012). Zudem spielen die Histologie sowie der postoperative Residualtumor (R) eine 

Rolle. Das Rezidivrisiko ist in den ersten vier Jahren nach der primären Operation am höchs-

ten (Böhm, 2009). Ebenso spricht ein präoperativ erhöhtes CEA für eine höhere Rezidiv-

wahrscheinlichkeit (Dietel, 2012).  
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1.1.8 Metastasierungswege 

Das KRK streut lymphogen in die regionalen Lymphknoten, paraaortal und inguinal. Häma-

togen gelangen die Tumorzellen über den Pfortaderkreislauf in die Leber. Von dort kann es 

zu einem Befall der Lunge kommen. Das distale Rektumkarzinom stellt hier eine Ausnahme 

dar und metastasiert aufgrund seines Blutabflusses über die Vena cava inferior primär in die 

Lunge. Eine Metastasierung per continuitatem bedeutet, dass der Tumor ohne sichtbare Gren-

zen in Nachbarorgane und angrenzende Strukturen übergeht (Böhm, 2009; Dietel, 2012). 

1.1.9 Therapie  

Die Therapieempfehlung bezieht sich auf eine evidenzbasierte Konsensuskonferenz und ist 

in der S3-Leitlinie „Kolorektales Karzinom“ niedergeschrieben (Pox, 2013).  

Radikalchirurgisch: 

In Abhängigkeit der betroffenen Gefäße und des Lymphabflussgebiets wird beim Kolonkar-

zinom, jedoch nicht beim Rektumkarzinom, eine radikalchirurgische Therapie durchgeführt. 

Das bedeutet, dass der tumortragende Dickdarmabschnitt zusammen mit den lokalen Lymph-

abflussbahnen entfernt wird. Hierbei ist auf einen ausreichenden Sicherheitsabstand zum tu-

morösen Gewebe zu achten (Pox, 2013).  

Adjuvante Chemotherapie: 

Die adjuvante Chemotherapie wird nach einer operativen Behandlung durchgeführt, um das 

Rezidivrisiko zu verringern und um gegen Mikrometastasen vorzugehen. Diese Art der The-

rapie wird nicht bei Stadium UICC I-Patienten, die eine R0 Resektion erhielten (Resektion 

im Gesunden), durchgeführt. Die adjuvante Chemotherapie wird zudem von den Nebener-

krankungen des Patienten abhängig gemacht (Pox, 2013). 

Neoadjuvante Radiochemotherapie: 

Die neoadjuvante Radiochemotherapie ist eine vor der Operation durchgeführte Kombina-

tion aus Strahlen- und Chemotherapie. Sie ist bei den UICC Stadien II und III des Kolonkar-

zinoms und beim Rektumkarzinom indiziert. Diese Therapie führt zu einer verbesserten Ope-

rabilität und erhöht die Überlebensrate (Cammà, 2000; Sauer, 2004; Eich, 2011). 
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Chemotherapie: 

Das Chemotherapieschema beinhaltet die folgenden Zytostatika bei der Behandlung des ko-

lorektalen Karzinoms: 

5-Fluoruracil intravenös oder oral als Capecitabin 

Folinsäure 

Irinotecan (CTP-11) 

Oxaliplatin 

Monoklonale Antikörper: Cetuximab, Bevacizumab und Panitumumab 

In jedem Fall sollte fünf Jahre lang eine halbjährliche Nachkontrolle mit Anamnese, körper-

licher Untersuchung und Bluttest (unter anderem CEA) durchgeführt werden. Eine komplette 

Koloskopie sollten die Patienten innerhalb von 6 Monaten postoperativ erhalten, dann nach 

einem Jahr und bei weiterhin unauffälligem Befund alle 5 Jahre (Pox, 2013). 

 

1.2 EXTRAZELLULÄRMATRIX 

1.2.1 Funktion  

Die verschiedenen Gewebe des menschlichen Körpers bestehen nicht allein aus Zellen, son-

dern auch aus einem die Zellen umgebenden Geflecht von Makromolekülen: der extrazellu-

lären Matrix (EZM) (Alberts, 2014). Sie gehört zu den wichtigsten Regulatoren der Zell- und 

Gewebefunktion im menschlichen Körper. Die extrazelluläre Matrix ist aus unterschied li-

chen biochemischen Bestandteilen wie Faserproteinen, Glykoproteinen, Proteoglykanen und 

Polysacchariden aufgebaut. Die verschiedenen Bestandteile verleihen der EZM durch ihre 

spezielle Zusammensetzung, Steifigkeit und räumliche Struktur, wodurch die EZM eine sta-

tische Funktion innehat. Die EZM ist für die Zelladhäsion, den Gewebeaufbau und die Infor-

mationsübermittlung der Organe essentiell. Die Faserproteine bilden ein engmaschiges Git-

ter, wohingegen die Proteoglykane für die visköse Komponente verantwortlich sind. Hier-

durch dient die EZM den Zellen als Schutz und Dämpfer bei Scher- und Deformationsstress 

(Cox und Erler, 2011). Im Bindegewebe sezernieren die Fibroblasten die Makromoleküle der 

EZM, wobei auch Chondroblasten oder Osteoblasten diese Aufgabe übernehmen können. 
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Physiologisch ist die EZM für die Embryonalentwicklung und die Wundheilung verantwort-

lich, hat also auch eine dynamische Aufgabe (Roeb und Matern, 2001). Zudem ist sie maß-

geblich an der Zellproliferation und -migration beteiligt und dient als Filter, z.B. als Diffus-

sionsbarriere für Metabolite. In ihr können Wachstumsfaktoren und Zytokine gespeichert 

werden (Hohenester, 2002; Hynes, 2009). Eine spezielle EZM ist die Basalmembran, die das 

Epithel oder Endothel vom Stroma trennt und weniger durchlässig ist als die interstitie l le 

Matrix (Lu, 2012).  

1.2.2 Aufbau 

Die in der Extrazellulärmatrix enthaltenen Proteoglykane und Faserproteine sind untereinan-

der gut organisiert und bilden so die Histo-Architektur der verschiedenen Gewebe. Diese 

Moleküle sind in der Lage, Polymere zu bilden, weshalb ihnen benannte Gerüstfunktion zu-

kommt (Aumailley, 1998). Zu den Faserproteinen gehören einerseits Strukturproteine wie 

Kollagen Typ I-IV - der Hauptbestandteil der EZM - und Elastin, andererseits Adhäsions-

proteine wie Fibronektin und Laminin. Kollagen Typ IV ist besonders in der Basalmembran, 

die die EZM abgrenzt, vorhanden. Diese wird bei der Tumorausbreitung und Metastasierung 

durchbrochen. Beispiele für die am Anfang des Kapitels genannten Proteoglykane sind Ag-

grecan, Perlecan und Decorin. Sie bestehen aus Proteinen und Glykosaminoglykanen (Hya-

luronsäure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat, Heparin, Keratansulfat), wo-

bei es sich um Polysaccharide handelt. Die Glykosaminoglykane sind negativ geladen und 

ziehen osmotisch wirksame Kationen wie Na+ an, was wiederum durch den Einstrom von 

großen Mengen Wasser zu einem Quelldruck führt. Die wässrige Phase der Polysacchar ide 

ist für die Diffusion von Hormonen, Nährstoffen und Metaboliten zwischen Gewebe und 

Blut verantwortlich.  

Die EZM befindet sich in einem steten Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau (tissue re-

modeling). Lokale Gewebezellen und eingewanderte Immunzellen wirken durch Interleuk ine 

und Transmitter, wie die Transforming Growth Faktoren (TGF) -α und -β1, stimulierend auf 

die EZM ein. Denselben Einfluss haben Glykoproteine durch ihre Epithelial Growth Factor 

(EGF)-ähnliche Domäne. Bei der Embryogenese, im Wachstum oder bei der Wundheilung 

überwiegt der EZM-Abbau (Agren, 1992; Breckon, 1995; Mattot, 1995). Ist dieser patholo-

gisch verstärkt, entstehen Krankheitsbilder wie die rheumatische Arthritis, pemphigo ide 
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Hauterkrankungen und die Parodontose (Koop, 1994). Dabei spielen die Phagozytose und 

Proteasen eine wesentliche Rolle: 

- Serin-/Threoninproteasen  

- Zysteinproteinasen 

- Aspartatproteinasen 

- Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 

Letztere haben eine besondere Bedeutung, da sie in der Lage sind, fast alle Bestandteile der 

EZM abzubauen. Bei einer verminderten Aktivität der MMPS kann es zu fibrotischen Pro-

zessen im Körper kommen (Engel, 1989; Hohenester, 2002; Giannelli, 2003; Bonnans, 

2014). 

 

1.3 MATRIX-METALLOPROTEINASEN 

1.3.1 Funktion 

Nach dem jetzigen Stand der Forschung sind mehr als 23 Matrix-Metalloproteinase n 

(MMPs) bekannt, die sich vermutlich aus einem Ursprungsgen entwickelt haben (Kessen-

brock, 2010). Die ersten MMPs wurden 1962 von Gross und Lapiere in Kaulquappen ent-

deckt (Gross und Lapiere, 1962). Seither beschäftigt sich die Forschung mit MMPs als Me-

diatoren zwischen Zellen und deren Umgebung. Sie spielen eine zentrale Rolle beim Abbau 

der Extrazellulärmatrix (EZM), interagieren aber auch mit Nicht-Matrix-Proteinen wie Zy-

tokinen und Chemokinen. Somit haben die MMPs Anteil an den Entzündungs- und Immun-

reaktionen im menschlichen Körper (Parks, 2004). MMPs wirken sowohl bei der Homöo-

stase als auch bei der Gewebeumformung mit und sind bei der Tumormigration, -invasion 

und Metastasierung von großer Relevanz. Zudem sind sie an Vorgängen wie der Apoptose, 

der Proliferation, der Zelldifferenzierung und der Angiogenese beteiligt (Lee, 2000; Abécas-

sis, 2003; Björklund, 2005; Di Girolamo, 2006). MMPs haben nicht nur Einfluss auf die 

Metastasierung, es wurde auch eine Beeinflussung des Wachstums des Primärtumors beo-

bachtet (Chambers, 1997). 
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MMPs 
Ursprünglicher 

Name 

Kollagenöse 

Substrate 
Nicht-kollagenöse Substrate 

MMP-1 Kollagenase-1 
Kollagen Typ I II III 

VII VIII X Gelatin 

Aggrecan, Nidogen, proTNFα, IL-1, L-Selektin, 

Casein, 1-Antitrypsin, Ovostatin, Serpins 

MMP-2 Gelatinase-A 

Kollagen Typ I IV V 

VII X XI XIV Gela-

tin 

Elastin, Laminin, Fibronektin, Versican, Aggre-

can, Myelinbase-Protein, Amyloid, proTNFα , 

proMMP-9, proMMP-13 

MMP-3 Stromelysin-1 
Kollagen Typ II IV 

IX X Gelatin 

Aggrecan, Casein, Decorin, Elastin, Fibronektin, 

Nidogen, Laminin, Perlecan, Versican, proMMP-

1, proMMP-8, proMMP-9, E-Cadherin 

MMP-7 Matrilysin-1 
Kollagen Typ I II III 

IV V X 

Aggrecan, Elastin, Laminin, Enactin, proMMP-

2, proMMP-7, proTNFα 

MMP-8 Kollagenase-2 
Kollagen Typ I II III 

IV VII VIII X Gelatin 

Aggrecan, Nidogen, Laminin, proMMP-8, α2-

Antiplasmin 

MMP-9 Gelatinase-B 
Kollagen Typ IV V 

VII X XIV 

Fibronektin, Laminin, Nidogen, Versican, Plas-

minogen, TGF-β 

MMP-10 Stromelysin-2 
Kollagen Typ III IV 

V Gelatin 

Fibronektin, Laminin, Nidogen, proMMP-1, 

proMMP-8, proMMP-10 

MMP-11 Stromelysin-3  Laminin, α1-Antitrypsin 

MMP-12 
Makrophagen Me-

talloelastase 
 Elastin, Plasminogen 

MMP-13 Kollagenase-3 
Kollagen Typ I II III 

IV V IX X XI Gelatin 

Aggrecan, Fibronektin, Laminin, Perlecan, 

Tenascin, Plaminogen-Aktivator-2, proMMP-9, 

proMMP-13 

MMP-14 MT1-MMP 
Kollagen Typ I II III 

Gelatin 

Aggrecan, Nidogen, Laminin, Perlecan, Fib-

ronektin, Fibrin, Vitronektin, CD44, proMMP-2, 

proMMP-13, α/β-Integrin 

MMP-15 MT2-MMP 
Kollagen Typ I II III 

Gelatin 

Aggrecan, Nidogen, Laminin, Perlecan, Fib-

ronektin, Vitronektin, proMMP-2, proMMP-13 
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MMP-16 MT3-MMP 
Kollagen Typ I III 

Gelatin 

Aggrecan, Casein, Laminin, Perlecan, Fib-

ronektin, Vitronektin, proMMP-2, proMMP-13 

MMP-17 MT4-MMP Gelatin Fibrin, Fibronektin 

MMP-19 RASI-1 Kollagen Typ I IV 
Aggrecan, Casein, Laminin, Fibronektin, Nido-

gen 

MMP-20 Enamelysin  Gelatin Aggrecan, Amelogenin 

MMP-21   α1-Antitrypsin  

MMP-23 CA-MMP Gelatin  

MMP-24 MT5-MMP Gelatin 
Chondroitinsulfate, Dermatinsulfate, Fib-

ronektin, pro-MMP-2, proMMP-13 

MMP-25 
Leukolysin, MT6-

MMP 

Kollagen Typ IV Ge-

latin 
Fibrin, Fibronektin, pro-MMP-2 

MMP-26 Matrilysin-2 Kollagen Typ IV 
Casein, Fibrinogen, Fibronektin, β1-Proteinase-

Inhibitor 

MMP-28 Epilysin Gelatin Casein 

Tabelle 4: MMPs, modifiziert nach Somerville (Somerville, 2003) 

 

1.3.2 Struktur 

Bei den MMPs handelt es sich um zinkabhängige Endopeptidasen. Sie können aufgrund ihrer 

Substratspezifität in sechs Subgruppen unterteilt werden: Kollagenasen, Gelatinasen, Mat-

rilysine, Stromelysine, Membrantyp-MMPs und die nichtklassifizierten MMPs (Nagase und 

Woessner, 1999; Nagase, 2006).  

Die typische Struktur der MMPs setzt sich aus einem Signalpeptid (17-20 Aminosäuren), 

einem Propeptid (80 Aminosäuren), einem katalytischen Zentrum (170 Aminosäuren), einem 

Verbindungsteil variabler Länge, der sogenannten Hinge-Region und einer Hämopexin-ähn-

lichen Domäne (PEX; 200 Aminosäuren) zusammen (Benoit de Coignac, 2000). Die Gela-

tinasen MMP-2 und MMP-9 besitzen zusätzlich eine im katalytischen Zentrum lokalisierte 
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Fibronektin Typ II-Domäne. Bei der MMP-9 kommt außerdem eine kollagenähnliche Do-

mäne hinzu. Diese Domänen vermitteln die Interaktion mit der EZM. Die membranständ igen 

MMPs (MT-MMP) enthalten zudem eine Transmembrandomäne (Bode, 1999). Die inaktiven 

MMPs werden durch die Spaltung nach der konservierten Sequenz PRCGXPD aktiviert 

(Massova, 1998).  

 

 

Abbildung 2: MMP-Modell, modifiziert nach Curran (Curran, 2000) 

 

Signalpeptid: 

Das Signalpeptid besteht aus einem Rest von 17-20 Aminosäuren (Bode, 1999). Die intra-

zellulär gebildeten MMPs werden mittels des Signalpeptids in das endoplasmatische Retiku-

lum befördert, von wo sie in den extrazellulären Raum sezerniert werden. Hierbei wird das 

Signalpeptid abgespalten. Nur MMP-17 besitzt kein Signalpeptid (Puente, 1996). 

Propeptid: 

Das N-terminale Ende des Propeptides ist hydrophob. Nahe des C-terminalen Endes befindet 

sich eine Autoinhibitor-Sequenz (PRCGXPD), die ein Zystein enthält und durch eine Thiol-
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Gruppe gegenüber dem aktiven Zentrum positioniert wird. Es geht mit dem dort befindlic hen 

Zink-Ion eine Bindung ein (Cystein-switch) und blockiert so das katalytische Zentrum. Zur 

Katalyse wäre an der vierten Bindungsstelle ein Wassermolekül notwendig. Zur Aktivierung 

der MMPs muss das Propeptid abgespaltet werden (Vallee, 1990). 

Katalytisches Zentrum: 

Die katalytische Domäne der MMPs weist eine abgeflachte ellipsoide Form und eine Ge-

samtlänge von 160-170 Aminosäuren auf. Das C-terminale befindliche Zink-Ion ist für die 

enzymatische Aktivität verantwortlich und wird durch drei Histidin-Reste und einen Zystein-

Rest stabilisiert. Zudem hat das katalytische Zentrum eine Bindungsstelle für Kalzium (Bode, 

1999). 

Hinge-Region: 

Die Hinge-Region ist für die Substratspezifität der einzelnen MMPs entscheidend. Ihre 

Länge variiert zwischen 2 und 75 Aminosäuren und ist sehr prolin-reich. MMP-9 weist die 

längste Hinge-Region auf (Pourmotabbed, 1994). 

Hämopexin-ähnliche Domäne (PEX): 

Außer MMP-7, MMP-23 und MMP-26 besitzen alle MMPs eine C-terminale Hämopexin-

ähnliche Domäne (Jenne, 1987). Diese besteht aus einer vierblättrigen Propellerstruktur, die 

durch Disulfidbrückenbindungen zwischen Zysteinresten der „Blätter“ I und IV erzeugt wird. 

In dem sich daraus gebildeten Tunnel werden einige Kationen (Kalzium) und Anionen (Chlo-

rid) beherbergt. Der Propeller beinhaltet außerdem eine Kalzium-Bindungsstelle (Murphy, 

1997). Die vier „Blätter“ sind je aus 48 Aminosäuren aufgebaut, wobei jedes „Blatt“ aus 

einer α-Helix und vier antiparallelen β-Faltblättern aufgebaut ist. Das vierte „Blatt“ der PEX-

Domäne vermittelt eine nicht-kovalente, hydrophobe Dimer-Bildung (Sternlicht, 2001; Cha, 

2002). Die PEX-Domäne ist für die Substratspezifität und die Bindung der Substrate mitver-

antwortlich und spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der MMPs (Li, 1995; 

Gomis-Rüth, 1996; O'Farrell und Pourmotabbed, 2000).  
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Fibronektin-ähnliche Domäne: 

Die Gelatinasen A (MMP-2) und B (MMP-9) besitzen wie bereits erwähnt eine Fibronektin-

ähnliche Domäne im katalytischen Zentrum, die aus einer dreifach wiederholten 58-Amino-

säurensequenz besteht (Steffensen, 1995; Banyai, 1996). Diese dient den Gelatinasen dazu, 

mit verschiedenen Kollagenen und Gelatinen zu interagieren (Allan, 1995). Das heißt zum 

einen, Gelatine zu binden und zum anderen eine gelatinolytische Aktivität inne zu haben 

(Collier, 1992; Pourmotabbed, 1994).   

Transmembrandomäne: 

Die Transmembrandomäne besteht aus 80 bis 110 Aminosäuren, wobei 20 davon in der Zell-

membran verankert sind. Diese hydrophobe Sequenz befindet sich am C-Terminus. Wenn 

sich im Inneren die zytoplasmatische Domäne anschließt, wird dies als Typ-I-membranstän-

dig bezeichnet. Das trifft bei MMP-14, MMP-15 und MMP-16 zu. Ist die Verankerung ein 

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker, wie bei MMP-17 und MMP-25, wird dies Typ-

II-membranständig genannt. 

1.3.3 Gelatinasen  

Der Gruppe der Gelatinasen werden bisher zwei Mitglieder zugeordnet, denen eine wichtige 

Funktion bei der Degradierung der Kollagene zugewiesen wird. Besonders die MMP-9 steht 

im Fokus dieser Arbeit. 

MMP-2: 

Die Gelatinase A hat ein Molekulargewicht von 72kDa (inaktiv) und wird unter anderem von 

Tumor umgebenden Stromazellen gebildet. Sie ist die am häufigsten mit der Tumorentste-

hung, der Invasivität sowie der Metastasierung in Zusammenhang gebrachte Matrix-Me-

talloproteinase (Nabeshima, 2002). Die Arbeitsgruppen Roeb und Collins haben herausge-

funden, dass MMP-2 auch beim kolorektalen Karzinom vermehrt exprimiert wird (Collins, 

2001; Roeb, 2001). Im Verlauf vom Adenom zum Adenokarzinom nimmt die Menge an 

MMP-2 zu (Papadopoulou, 2001). Gelatinase A spaltet vor allem Kollagen IV, aber auch 

andere in Tabelle 4 aufgelistete EZM-Bestandteile. Zudem kann sie MMP-9 proteolytisch 

aktivieren (Basset, 1997).  
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MMP-9: 

Die Gelatinase B wurde 1974 erstmalig entdeckt und ist besonders für ihren Einfluss auf die 

Zellmigration bekannt, da sie in der Lage ist, EZM-Bestandteile wie Kollagen, Aggrecan, 

Elastin und Laminin abzubauen (Sopata, 1974; Shapiro, 1998; Bergers, 2000). Des Weiteren 

ist sie bei pathologischen Prozessen kardiologischer, neurologischer und entzündlicher Art 

sowie bei der Angiogenese beteiligt. Sie hat mit 92kDa (inaktiv) ein höheres Molekularge-

wicht als MMP-2. Die Aktivierung erfolgt unter anderem durch eine Plasmin-Stromelys in-

1-Kaskade. Die Expression der MMP-9 kann durch verschiedene Zelltypen induziert werden 

(Partridge, 1997; Ramos-DeSimone, 1999). Keratinozyten, Monozyten, Alveolarmakropha-

gen, Leukozyten und viele maligne Zellen synthetisieren die Gelatinase B (Westermarck, 

1999). Die Herkunft der MMP-9 hat einen Einfluss auf deren Funktion und Aktivität. Von 

neutrophilen Zellen synthetisiertes MMP-9 ist frei von TIMP-1 und kann deshalb schneller 

aktiviert werden (Ardi, 2007). In einem Hautkrebs-Mausmodell haben Coussens et al. be-

schrieben, dass MMP-9, welches durch Knochenmarkszellen produziert wurde, die Angio-

genese und das Tumorwachstum stimuliert (Coussens, 2000). Derselbe Einfluss von durch 

Stromazellen sezernierter-MMP-9 konnte für das Ovar- und das Zervixkarzinom bei Mäusen 

nachgewiesen werden (Huang, 2002; Giraudo, 2004). Bei Patienten mit Brustkrebs hatten 

diejenigen mit hoher stromaler MMP-9-Expression eine schlechtere Überlebensrate als die 

mit einer hohen Expression der MMP-9 in Karzinomzellen (Pellikainen, 2004). Eine sich 

ändernde Bedeutung von MMP-9 bei der Krebsentstehung konnte im Mausmodell belegt 

werden. Zu Beginn ist MMP-9 ein Promotor der Tumorgenese, im fortgeschrittenen Stadium 

kann sie als antikarzinogenes Enzym wirken (Deryugina und Quigley, 2006). Von Brust-

krebszellen produziertes MMP-9 war bei in vitro Versuchen für die Invasivität des Tumors 

nötig, im Mausmodell für die Vaskularisation des Tumors und die Entstehung von Lungen-

metastasen. Als die MMP-9-Expression ausgeschaltet wurde, verwandelte sich der Tumor in 

einen weniger malignen Phänotypen (Mehner, 2014). 

1.3.4 Regulation 

Die Regulation der MMPs findet auf mehreren Ebenen statt. Die MMPs werden als inaktive 

Zymogene (Proenzyme) von Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen, proinflammato r i-

schen Zellen und Tumorzellen synthetisiert und durch Proteasenspaltung aktiviert (Birkedal-
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Hansen, 1993; Basset, 1997; Egeblad, 2002). Die Expression ist transkriptionell durch eine 

Vielzahl an extrazellulären Faktoren, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und durch den Zell-

kontakt mit der EZM geregelt (Westermarck, 1999). Diese Signale können positiv oder ne-

gativ sein. Eine Hemmung erfolgt durch spezifische Inhibitoren (Kapitel 1.3.5). Es existiert 

für jeden Tumor - wie für jede andere Zelle auch - ein sehr komplexes und individue lles 

Expressions- und Regulationsmuster der MMP-Familie, welches sich in der Wirtsantwort 

widerspiegelt (Heppner, 1996; Zucker, 2004).  

1.3.5 Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen   

Ein allgemeiner Hemmer der MMPs ist das Serumprotein α2-Makroglobulin (Opdenakker, 

2001). Natürliche spezifische Inhibitoren der MMPs sind die Tissue Inhibitors of Matrix-

Metalloproteinases (TIMPs), kleine, extrazelluläre Proteine (Moore, 2012). TIMPs hemmen 

mit ihrem N-terminalen Ende die MMPs, indem sie nicht-reversible Komplexe bilden. Mit 

der C-terminalen Domäne wirken sie bei Protein-Protein-Interaktionen mit (Willenbrock, 

1993). Es gibt bislang vier bekannte TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4), die je-

weils aus zwei über Disulfidbrücken verbundenen Domänen bestehen. Zu 35-40% sind ihre 

Aminosäurensequenzen identisch. Sie besitzen zwölf konservierte Zystein-Reste und bilden 

1:1-Komplexe mit den MMPs. TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 sind löslich, TIMP-3 ist memb-

rangebunden (Brew, 2000; Yeh und Sheu, 2014).  

TIMP-1 bindet am stärksten an MMP-9, entweder kompetitiv oder allosterisch, was zu einer 

unvollständigen Homodimer-Bildung führt (Dufour, 2010). Zudem interagiert TIMP-1 mit 

pro-MMP-9, MMP-3, MMP-14, MMP-16 und MMP-19 (Goldberg, 1992). 

TIMP-2 interagiert vor allem mit pro-MMP-2. 

TIMP-3 bindet an alle MMPs, pro-MMP-2 und pro-MMP-9 (Lee, 2004). Er kommt aus-

schließlich in der EZM vor (Gomez, 1997). 

TIMP-4 bindet an MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 und MMP-9. 

Die Expression der TIMPs wird durch proinflammatorische Zytokine (z.B. Interleukin-6 o-

der TGF-β) gesteigert, nur TIMP-2 wird vorwiegend konstitutiv exprimiert. Eine Überex-

pression von TIMP-1 führt zur Fibrose von Leber, Lunge, Pankreas und Niere (Wang, 1996). 

Bei Mäusen mit malignem Melanom führte die Überexpression von TIMP-1 zu einer Reduk-

tion des tumorbildenden und des metastatischen Potentials. Der Primärtumor war in diesen 
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Mäusen kleiner und auch die Tumorinzidenz seltener (Khokha, 1994). Auch in anderen Tu-

moren werden erhöhte TIMP-Werte mit der Verminderung der Metastasierung und der Inva-

sion assoziiert (Krüger, 1998). Neuere Studien konnten jedoch zeigen, dass der TIMP-1-Wert 

beim kolorektalen Karzinom mit dem Tumorstadium assoziiert ist (Mroczko, 2010). Jensen 

et al. haben in ihrer Studie herausgefunden, dass TIMP-1 - unabhängig von seiner Rolle als 

MMP-Inhibitor (MMPI) - mit einer schlechten Prognose beim KRK einhergeht und die Über-

lebensrate senkt (Jensen, 2010). 

Nachdem die tragende Rolle der MMPs bei der Tumorinvasion und -metastasierung heraus-

gefunden war, wurde versucht, MMP-Inhibitoren synthetisch herzustellen. Die präklinischen 

Studien verliefen vielversprechend, doch in der klinischen Anwendung traten Probleme auf 

(Hua, 2011). Batimastat ist ein Beispiel für einen Breitspektrum-MMPI, der im Modell zu 

einer Hemmung des Tumorwachstums und der Metastasierung führte (Giavazzi, 1998; Pron-

tera, 1999). In der klinischen Anwendung fielen bedauerlicherweise vermehrt Lebermetasta-

sen bei Patienten mit einem T-Zelllymphom auf (Krüger, 2001). Marisamat, ein anderer auf  

Hydroxamat-basierender Matrix-Metalloproteinasen-Inhibitor (MMPI), konnte in Phase III-

Untersuchungen keine Unterschiede zur Placebogruppe aufweisen. Zusätzlich traten bei hö-

heren Dosierungen Nebenwirkungen wie das muskuloskelettale Syndrom auf (Bramhall, 

2002). Da die Funktionen der MMPs bei der Tumorausbildung und Metastasierung nicht 

gänzlich geklärt und die wechselnden Interaktionen der MMPs noch nicht ausreichend be-

kannt sind, sollte von der weiteren Entwicklung von Breitspektrum-MMP-Inhibitoren abge-

sehen werden. Gegenstand der momentanen Forschung sind Inhibitoren der Transkript ion 

der MMPs, Stimulatoren der endogenen TIMPs und Antikörper gegen spezifische MMPs 

(Devy, 2009). Es sollte außerdem bedacht werden, dass MMPs auch auf nicht proteolytische 

Art und Weise wirken können, beispielsweise durch ihre Hämopexindomäne (PEX): Eine 

Studie zeigte, dass die Bindung der PEX-Domäne der MMP-9 an spezifische Rezeptoren 

durch die Aktivierung von Signalwegen B-CLL-Zellen vor Apoptose schützt (Redondo-

Muñoz, 2010). Die PEX-Domäne einer Drosophila Matrix-Metalloproteinase führt im Ge-

gensatz zur Katalytischen-Domäne zur Gewebeinvasion (Glasheen, 2009). Die übermäßige 

Verästelung von Brustepithel ist auf die Hämopexindomäne von MMP-3 zurückzuführen 

(Correia, 2013). Daher könnte die PEX-Domäne einen neuen Ansatzpunkt für die Entwick-

lung von MMPIs darstellen (Kessenbrock, 2015). Dufour et al. haben bereits ein Molekül 
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entdeckt, das spezifisch an die PEX-Domäne von MMP-9 bindet, somit die Homodimer-

Bildung von MMP-9 behindert und durch die Blockade des CD44-EGFT-MAKP-Signalwegs 

die Tumorzellproliferation, -invasion und -migration beeinträchtigt (Dufour, 2011). Remacle 

et al. konnten ebenfalls demonstrieren, dass ein PEX-Inhibitor zur Unterdrückung des Tu-

morwachstums führt (Remacle, 2012). Somit ist die Entwicklung synthetischer MMPIs wei-

terhin attraktiv für die Forschung, allerdings sollten die MMPI zukünftig MMP- und sub-

stratspezifisch sein (Gialeli, 2011). Deshalb ist ein besseres Verständnis der pro- und antikar-

zinogenen Wirkung der einzelnen MMPs nötig (Martin und Matrisian, 2007). 

 

1.4 MMP-9/PEX-9 UND DAS KOLOREKTALE KARZINOM 

1.4.1 Zellmigration 

Die Fähigkeit von Karzinomzellen zu migrieren, führt dazu, dass sie ihre Position im Gewebe 

ändern und in andere Organe metastasieren können. Bereits 1998 entdeckten Johnsen et al., 

dass die Tumorzellen zur Migration und Invasion dieselben Mechanismen wie bei der phy-

siologischen Zellumformung, beispielsweise in der Embryonalentwicklung, verwenden 

(Johnsen, 1998). Für die Zellmigration muss die Basalmembran degradiert und somit erst das 

Kollagen durchbrochen werden (Liotta, 1980). Da MMP-9 die Kapazität hat, die EZM-Kol-

lagene zu degradieren, spielt sie bei der Regulation der Zellmigration eine Rolle (Kapitel 

1.3.3). Besonders die Hämopexindomäne (Kapitel 1.3.2) der MMP-9 ist in die Zellmigrat ion 

involviert. Die PEX-9-Domäne interagiert sehr gut mit Gelatin und Kollagen Typ I und fast 

ebenso gut mit Kollagen Typ IV. Bindungen zu Elastin, Laminin und Fibrinogen konnten 

nachgewiesen werden, sind aber bei weitem nicht so stark wie die mit Gelatin oder Kollagen 

(Sancéau, 2003; Burg-Roderfeld, 2007). Urgate-Bezal zeigte mit ihrer Arbeitsgruppe, dass 

die PEX-Domäne von MMP-9 (PEX-9) den Abbau der EZM durch MMP-9 bei CLL-Zellen 

verhindert, indem sie durch ihr erstes und viertes „Blatt“ an Gelatine bindet und diese so für 

MMP-9 abschirmt. Hierbei wirkt PEX-9 nicht als reiner MMP-9-Antagonist. Rekombinante 

PEX-9 war nämlich auch in der Lage die Degradation von Gelatine durch MMP-2 zu hem-

men (Urgate-Bezal, 2016). PEX-9 bindet außer Gelatine auch andere Oberflächenprote ine 

wie CD44, Reck, Ku, LRP-1, LRP-2. CD44 ist ein Membra-Glykoprotein und vermittelt die 

Bindung zwischen Zellen und der EZM (Aruffo, 1990). CD44 kann durch die Verbindung 
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mit Aktion-Mikrofilamenten die Zellmigration regulieren. Die Bindung des ersten „Blattes“ 

der PEX-9-Domäne an CD44 führt zu einer gesteigerten Zellwanderung. Zudem werden die 

MAP-Kinase -und PI3K-Signalwege initialisiert und sind somit in eine gesteigerte Zellmig-

ration involviert. MMP-9 bildet durch seine PEX-Domäne Homodimere. Diese MMP-9-Ho-

modimere verstärken nachweislich die Migration der Zelle (Sternlicht und Werb, 2001; Pic-

card, 2007; Dufour, 2008; Dufour, 2010).   

Ezhilarasan et al. haben gezeigt, dass mit PEX-9 transfizierte Klone die Invasivität und An-

giogenese von Glioblastomzellen hemmen und so das Tumorwachstum aufhalten (Ezhilara-

san, 2009). Durch eine rekombinante PEX-9 konnte bei metastasierenden kolorektalen Kar-

zinomzellen in vitro die Migration und Adhäsion reduziert werden (Burg-Roderfeld, 2007). 

Außerdem führt PEX-9 konditioniertes Medium - Kulturmedium, im dem der Faktor PEX-9 

aufgrund der Sezernierung durch andere Zellen enthalten ist - durch die Aktivierung von 

Caspasen und deren Signalwegen zu einer gesteigerten Apoptose in der verwendeten Zellli-

nie (Degterev, 2003; Ezhilarasan, 2009). Die PEX-Domäne von proMMP-9 hat eine höhere 

Affinität zu Komponenten der EZM als MMP-9. Roeb et al. haben 2002 bei Melanomze llen 

gezeigt, dass ein rekombinantes PEX-9 die Migration signifikant verringert. Die Hämopexin-

domäne von MMP-9 wurde als ein Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein in Escherichia 

coli exprimiert (Roeb, 2002). Bis heute fehlen eindeutige Daten zum Einfluss von PEX-9 auf 

Tumore des Gastrointestinaltrakts. 

1.4.2 Tumorzellinvasion und Metastasierung 

Erhöhte Expressionswerte von MMP-2 und MMP-9 wurden in einigen menschlichen Tumo-

ren bereits vor 30 Jahren festgestellt, beispielsweise beim Ovarialkarzinom, beim Prosta-

takarzinom, beim Harnblasenkarzinom und beim Brustkrebs (Davies, 1993a; Davies, 1993b; 

Hamdy, 1994; Naylor, 1994). Beim kolorektalen Karzinom konnten in der Zymographie im 

Vergleich zur normalen Darmmukosa gesteigerte Werte von den Gelatinasen A und B festge-

stellt werden (Liabakk, 1996). Erhöhte mRNA-Werte von MMP-2 und MMP-9, die in KRK 

gemessen wurden, scheinen bei der Krebsentstehung eine Rolle zu spielen, da sie in der ge-

sunden Mukosa nicht nachweisbar waren. Es konnte belegt werden, dass es bei der Tumor-

genese des kolorektalen Karzinoms zum Verlust von Kollagen Typ IV der Basalmembran 

kommt und dieser mit der Erhöhung der aktiven Form von MMP-2 und MMP-9 assoziiert ist 
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(Zeng, 1999). Bereits bei den Präkanzerosen können die MMPs erhöht sein (Rath, 2006). Es 

wurden zudem erhöhte Serumspiegel der Gelatinasen bei Patienten mit KRK gemessen 

(Dragutinovic, 2011). Über eine Korrelation mit dem Krebsstadium gibt es unterschiedliche 

Studien. Allerdings ist ein Zusammenhang zwischen der Proteinexpression der Proteinasen 

und der Metastasierung des KRKs beschrieben worden (Mook, 2004). Eine andere Studie 

zeigte keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression in KRK und gesundem 

Darmgewebe (Masuda, 1999). Jedoch konnten erhöhte Werte der MMP-9-Genexpression in 

Lebermetastasen bei KRK mit der Tumorentwicklung und der steten Tumorprogression in 

Zusammenhang gebracht werden (Koumura, 1997; Waas, 2003). Auf die enorme Bedeutung 

der aktiven Form der Gelatinasen und anderer MMPs im Tumorgewebe wiesen Baker et al. 

hin (Baker, 2000). Die aktive Form ist umso höher, je ausgedehnter das pathologische Sta-

dium des Tumors ist (Baker, 2002). Eine andere Studie demonstrierte, dass das MMP-9-Ex-

pressionslevel auf RNA-Ebene mit der Rückfall- und Rezidivrate bei kolorektalen Karzino-

men in Verbindung gebracht werden kann (Zeng, 1996). Buhmeida et al. spezifizierten diese 

Aussage noch und publizierten, dass die Höhe der MMP-9-Expression verlässliche Progno-

sen über Hochrisiko-Patienten im Stadium UICC II des KRK gäbe und anhand dessen der 

Profit einer adjuvanten Therapie abgeschätzt werden könne (Buhmeida, 2009). Eine weitere 

Studie konnte eine Korrelation zwischen dem MMP-9-Wert und der Invasionstiefe, der 

Lymphknoten- und Fernmetastasierung bei Patienten mit KRK feststellen (Chu, 2012). Eine 

finnische Arbeitsgruppe kam zu dem davon abweichenden Ergebnis, dass die niedrige MMP-

9-Expression im Dukes‘ Stadium B des KRKs eine schlechte Prognose vorhersagen kann 

(Koskensalo, 2012). Die Verteilung von MMP-9 in den kolorektalen Karzinomgeweben ist 

unterschiedlich. Die Expression wurde vor allem in den tiefen Rändern der Tumore und den 

Ulzerationen gefunden. Außerdem war MMP-9 häufiger bei späteren Tumorstadien nachzu-

weisen und verhielt sich invers zu der Verteilung des Typ IV Kollagens (Jeziorska, 1994). 

Roeb et al. haben belegt, dass MMP-9 im Kolonkarzinom im Vergleich zum Rektumkarzi-

nom vermehrt gebildet wird (Roeb, 2001). Trotz all dem - teils auch widersprüchlichen - 

Wissen über MMP-9 beim kolorektalen Karzinom sind die genauen Signalwege der Migra-

tion, Invasion und Metastasierung noch nicht entschlüsselt.  
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1.5 ZIEL DER ARBEIT 

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind zinkabhängige Endopeptidasen, denen eine bedeu-

tende Aufgabe beim Umbau der extrazellulären Matrix zukommt (Nagase und Woessner, 

1999; Nagase, 2006; Kessenbrock, 2010). Ihre lokale Produktion, sei es durch die Tumorze l-

len selbst oder durch das umliegende Gewebe, ist mit einem erhöhten invasiven und metas-

tatischen Potential der Tumorzellen assoziiert. Zudem sind die MMPs an der Apoptose, der 

Proliferation, der Angiogenese und der Zelldifferenzierung beteiligt (Björklund, 2005). Die 

MMPs bestehen aus einem Signalpeptid, einem Propeptid, einer zinkbindenden katalytischen 

Domäne, einer prolin-reichen Hinge-Region und einer C-terminalen Hämopexin-ähnlichen 

Domäne (PEX) (Massova, 1998). Die PEX-Domäne liegt durch die Bildung von Disulfid-

brücken als vierblättriger Propeller vor (Cha, 2002).  

Die Gelatinase MMP-9 wurde unter anderem in Darmkrebsgewebe und dessen Umgebung 

nachgewiesen (Zeng, 1999; Roeb, 2001). Sie degradiert die EZM und hat deshalb große Re-

levanz bei der Metastasierung des kolorektalen Karzinoms. Dieser maligne Tumor ist der 

dritthäufigste Tumor der westlichen Welt und geht mit einer hohen krebsassoziierten Letalität 

einher (Jemal, 2011). Es existieren nur wenige Arbeiten über den Zusammenhang von MMP-

9 und dessen Hämopexindomäne (PEX-9) mit dem Tumorgeschehen (Sternlicht und Werb, 

2001; Sancéau, 2003; Björklund, 2005; Burg-Roderfeld, 2007). In der Literatur fehlen Daten 

zu dem Einfluss von PEX-9 auf Tumoren des Gastrointestinaltrakts, insbesondere auf das 

kolorektale Karzinom. Um den Einfluss von PEX-9 in vivo auf das Tumorwachstum, die 

Angiogenese, die Kommunikation zwischen Tumor und Stroma und die Signalwege beim 

kolorektalen Karzinom zu ergründen, sollten transgene Zellen im Nacktmausmodell unter-

sucht werden. Für diese grundlegenden Experimente waren zunächst geeignete in vitro Mo-

delle notwendig.  

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung stabil trans-

fizierter Zellen mit Expression von MMP-9 oder MMP-9-PEX (der sogenannten PEX-9). 

Zunächst sollten Doxycyclin-induzierbare Vektoren für beide Proteine kloniert werden. 

Diese Doxycyclin- induzierbaren Expressionsvektoren sollen in Folgearbeiten im Tierver-

such (Nacktmausmodell) eingesetzt werden. Gegenstand dieser Dissertation war die prinzi-
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pielle Verwendbarkeit der entsprechenden stabil transfizierten (Tumor)-Zellen im Tiermo-

dell. Die eigentlichen Tierversuche werden im Rahmen einer über die Doktorarbeit hinaus-

gehenden umfangreichen tierexperimentellen Studie charakterisiert.  

Folgende Aufgabestellungen waren Grundlage dieser Arbeit: 

1. Konstruktion eines geeigneten in vitro Modells: Etablierung kolorektaler Karzinomzelll i-

nien, die MMP-9, PEX-9 oder einen Kontrollvektor stabil exprimieren. Dafür sollten zu-

nächst die entsprechenden Expressionskonstrukte kloniert und stabil in humane kolorektale 

Karzinomzellen (SW-620) transfiziert werden.  

2. Kontrolle der Expression bzw. Sekretion von MMP-9 und/oder von PEX-9 auf RNA -und 

Proteinebene. Hierbei sollte geklärt werden, ob das erzeugte in vitro Modell für weitere Ana-

lysen und die Nacktmausversuche prinzipiell verwendbar ist. 

3. In vitro Charakterisierung der stabilen Zellen zur Identifizierung und Charakterisierung 

intrazellulärer Signalwege, die bei der Metastasierung eine Rolle spielen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 MATERIALIEN 

2.1.1 Geräte 

Absaugflasche Fa. Nalgene Thermo Sientific, Dreieich 

Autoklav Varioklav® Fa. HP Medizintechnik GmbH, Ober-

schleißheim 

Brutschrank      Fa. Memmert GmbH, Schwabach 

Bunsenbrenner, Powerjet    Fa. Campingaz, Hungen 

CO2 Inkubator IG 150     Fa. Jouan, Unterhaching 

Eismaschine    Fa. Manitowoc Company, Manitowoc 

Elisa Reader Fusion     Fa. Packard BioScience Co, Meriden  

Fastblot B44      Fa. Biometra, Göttingen 

Flow Laminin Air HB 2448    Fa. Heraeus instruments, Hanau 

Freezing Container Fa. Nalgene Thermo Sientific, Dreieich 

Gefrierschrank (-20°C)    Fa. Bosch, Stuttgart 

Gefrierschrank (-80°C)    Fa. Thermo Sientific, Dreieich 

Gel-Elektrophorese-Kammer    Fa. Biometra, Göttingen 

Gelkammer      Fa. Fischer Sientific, Schwerte 

Kamera Coolpix5400     Fa. Nikon, Düsseldorf 

Kühlschrank (4°C)     Fa. Bosch, Stuttgart 

Magnetrührer RH B2     Fa. IKA, Staufen 

Mikroskop DM IL                           Fa. Leica, Wetzlar    

Mikroskop Leitz DM RB                   Fa. Leica, Wetzlar 

Millipore-Anlage     Fa. Merck, Darmstadt                                           

NanoDrop ND Spectrophotometer   Fa. Thermo Scientific, Dreieich 

Neubauer Zählkammer    Fa. LO-Laboroptik, Friedrichsdorf 

pH-Meter handylab 2BNC    Fa. Schott, Mainz  

Photometer Spectronic Genesys 10 Bio  Fa. Thermo Sientific, Dreieich  

Pipetten Research Plus    Fa. Eppendorf, Hamburg 

Pipetten Typ Pipetus     Fa. Hirschmann, Eberstadt 
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QRT-PCR System Step One Plus   Fa. Applied Biosystems, Darmstadt 

Rocking Platform     Fa. VWR International, Darmstadt 

Schüttelinkubator SI-300R    Fa. Lab Companion, Oxford  

Stickstofftank Locator 8plus  Fa. Thermo Sientific, Dreieich 

Thermocycler T3000     Fa. Biometra, Göttingen 

Thermo-Shaker     Fa. Universal Labortechnik, Leipzig 

Tischzentrifuge Mikro200r    Fa. Hettich, Tuttlingen 

Tischzentrifuge Rotanta 460R   Fa. Hettich, Tuttlingen 

UV-Lampe Reprostar 3    Fa. LAMAG®, Berlin 

Vortexer      Fa. VWR International, Darmstadt 

Wasserbad A 100     Fa. Lauda, Lauda-Königshofen 

Zentrifuge GS-6KR     Fa. Beckman, Krefeld 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

6-Well-Platte      Fa. Greiner, Frickenhausen 

12-Well-Platte      Fa. Greiner, Frickenhausen 

24-Well-Platte      Fa. Greiner, Frickenhausen 

96-Well-Platte      Fa. Nunc, Thermo Sientific, Dreieich 

Amersham Hyperfilm ECL    Fa. GE Healthcare, Solingen 

Cellstar® Cell cultur dish    Fa. Greiner, Frickenhausen 

Cellstar® T75 Tellkulturflaschen #658175  Fa. Greiner, Frickenhausen 

Cellulose Acetate Sheets    Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

Clear-View Snap-Cap Microtube   Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

CL-XPosure® Film clear blue   Fa. Thermo Sientific, Dreieich 

Deckgläser rund, 12mm d    Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen 

Einwegskalpell     Fa. Father, Köln 

Gel Blot Paper      Fa. VWR International, Darmstadt 

Hämocytometer Deckgläser     Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen 

Injekt-F Spritzen     Fa. B Braun, Melsungen 

Kanülen 21G       Fa. BD Microlance, Heidelberg 

Kryoröhrchen, Cry.S     Fa. Greiner, Frickenhausen 

MicroAmp Fast Reaction Tubes   Fa. Applied Biosystems, Darmstadt 
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MicroAmp Optical 8-Cap Strip   Fa. Applied Biosystems, Darmstadt 

Objektträger      Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen 

PCR Filter Tips     Fa. Sarstedt, Nümbrecht 

Petrischalen, steril     Fa. Greiner, Frickenhausen 

Pipetten, mit Spitze     Fa. Greiner, Frickenhausen 

Pipettenspitzen     Fa. Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, Biosphere Quality Tips  Fa. Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß     Fa. BD Falcon, Heidelberg 

Reaktionsgefäß     Fa. Sarstedt, Nümbrecht 

RNase frei Pipettenspitzen mit Filter   Fa. Greiner, Frickenhausen 

Serologische Pipetten     Fa. Greiner, Frickenhausen 

Spitzenbox Fa. Axygen Fisher Scientific, Schwerte 

Transfer Membrane Immobilion®-R   Fa. Millipore, Darmstadt 

2.1.3 Reagenzien und Chemikalien 

2-Propanol      Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

6xLoading Dye     Fa. Thermo Sientific, Dreieich 

Accutase® Solution, #A6964    Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

Aceton       Fa. Roth, Karlsruhe 

Advantage® HD Polymerase Mix   Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

Agarose Broad Range     Fa. Roth, Karlsruhe 

Collagen I High Concentration    Fa. BD Biosciences, Heidelberg 

DAPI       Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

dH2O        Filtriert durch Millipore-Anlage 

DPBS, #BE17-512F     Fa. Lonza, Basel 

Einfriermedium CM-1, #800125   Fa. Cell line service, Eppelheim 

Essigsäure 100%     Fa. Merck, Darmstadt    

Ethanol      Apotheke der JLU Gießen 

Ethidiumbromid     Fa. Roth, Karlsruhe 

FBS Tet System Approved, #631106   Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

Fluorescent Mounting Medium, #S3023  Fa. Dako, Hamburg 

Mass-Ruler Express reverse DNA Ladder Mix Fa. Thermo Sientific, Dreieich 
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Methanol      Apotheke der JLU Gießen 

Milchpulver      Fa. Roth, Karlsruhe 

Page Ruler Plus, Prestained Protein Ladder, #26619 Fa. Thermo Sientific, Dreieich 

Ponceau S Essigsäure     Fa. Roth, Karlsruhe 

RLT-Puffer      Fa. Qiagen, Hilden 

RNase freies Wasser     Fa. Qiagen, Hilden 

RPMI 1640, #R8758     Fa. Sigma-Aldrich, Hamburg 

Stella Competent Cells    Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

SW-620 Zellen, #300466-111    Fa. Cell line service, Eppelheim 

SYBR® Green PCR Master Mix, #4309155  Fa. Applied Biosystems, Darmstadt 

Trichloressigsäure     Fa. Roth, Karlsruhe 

Trypan blue stain 0,4%, #15250   Fa. Gibco, Darmstadt 

Xfect®Transfection Reagent    Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

β-Mercaptoethanol     Fa. Roth, Karlsruhe 

Agarplatten:  

Zur Agarplattenherstellung wurden 10g LB-Agar mit 250ml ddH2O gemischt, autoklaviert 

und auf dem Magnetrührer auf 50°C abgekühlt. Anschließend wurden 500ml des LB-Agar-

gemischs mit 500µl Ampicillin (100mg/ml) versetzt und je 25ml in eine Platte gegossen. 

2.1.4 Antibiotika 

Ampicillin Natriumsalz, #K029.1    Fa. Roth, Karlsruhe 

Doxycyclin, #631311, 1mg/ml   Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

Geneticin Selektiv Antibiotikum (50mg/ml)  Fa. Life Tech, Gibco, Darmstadt 

Penicillin/Streptomycin, #DE17-602E  Fa. Lonza, Basel 

Puromycin Selektiv Antibiotikum (10mg/ml) Fa. Life Tech, Gibco, Darmstadt 

2.1.5 Vektoren/Plasmide 

MMP-9 cDNA, IMAGE ID: 4054882 

GenBank: BC006093 

Response-Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1,  Fa. Clontech, Hamburg 

#631353  
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2.1.6 Kommerzielle Kits 

EndoFree® Plasmid maxi Kit    Fa. Qiagen, Hilden 

Humanes Phospho-Kinase Array Kit ARY003 Fa. R&D Systems, Inc., Wiesbaden 

In-Fusion® HD Cloning Kit    Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

iScript cDNA Synthese Kit    Fa. Bio Rad, München 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up   Fa. Clontech, Saint-Germain-en-Laye 

QIAprep® Spin Miniprep Kit    Fa. Qiagen, Hilden 

QIAquick® PCR Purification Kit   Fa. Qiagen, Hilden 

RNeasy Mini Kit      Fa. Qiagen, Hilden 

TopTaq® DNA Polymerase Kit   Fa. Qiagen, Hilden 

Turbo DNA-free Kit     Fa. Ambion, Darmstadt 

2.1.7 Software 

Bildbearbeitung    Adobe Photoshop CS5 

Bildbearbeitung GNU Image Manipulation Programm, GIMP 

2.8 

Gelelektrophorese    Infinity Capture 

Gelelektrophorese    Phytec Vision 2.2 

qPCR-Programm     StepOne Software Version 2.2.2  

Quantifizierung des Proteom Profilers BioDocAnalyze® Software von Biometra® 

Sequenzierungskontrolle Finch TV 1.4.0 (© 2004-2006) Geospiza Inc., 

VCBI/BLAST 
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2.2 METHODEN 

2.2.1 Plasmide 

Die Klonierung diente dazu, bestimmte DNA-Moleküle in Wirtszellen zu vermehren, was zu 

einer Überexpression dieser Gene in den Zellen führte. Für diese Arbeit wurden Plasmide, 

die die humane MMP-9 bzw. die Hämopexindomäne der humanen MMP-9 (PEX-9) enthal-

ten, erstellt und diese dann stabil in SW-620 kolorektalen Karzinomzellen überexprimiert. 

Für die Klonierung musste zu Beginn ein geeigneter Vektor gewählt und durch Restriktions-

enzyme linearisiert werden. Auch die Inserts wurden vorab amplifiziert, präpariert und auf-

gereinigt. Anschließend wurden der Vektor und das Insert ligiert und in kompetente Zellen 

transformiert. Die Kompetenz einer Zelle beschreibt deren Fähigkeit, DNA aufzunehmen 

und zu vermehren. 

2.2.1.1 Expressionskonstrukte 

Das Expressionskonstrukt des Plasmids pLVX-TRE3G-ZsGreen1-hMMP-9 (MMP-9) ent-

hielt den vollständigen offenen Leserahmen hMMP-9/MMP-9 von 2127 Nukleotide der 

MMP-9 cDNA und kodierte für 707 Aminosäuren. Das Insert MMP-9 wurde mit den Oligo-

nukleotiden hMMP-9 ORF C3F und hMMP-9 ORF C3R vom Plasmid pLVX-TRE3G-

hMMP-9 amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mittels In-Fusion Enzym in den lentivira len 

Response-Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 eingefügt.  

Das Expressionskonstrukt des Plasmids pLVX-TRE3G-ZsGreen1-hMMP-9-PEX (PEX-

9) enthielt den kompletten offenen Leserahmen hMMP-9/MMP-9 von 672 (3-65 und 1521-

2129) Nukleotide der MMP-9 cDNA und kodierte für 222 Aminosäuren. Das Insert PEX-9 

wurde mittels der Oligonukleotide hMMP-9 ORF C3F und hMMP-9 ORF C3R vom Plasmid 

pLVX-TRE3G-hMMP-9-PEX amplifiziert und das 705bp große PCR-Fragment mit Hilfe des 

In-Fusion Enzyms in den genannten Vektor eingefügt. Das Fragment wurde durch Fusion der 

95bp großen Sekretionsdomäne und der 650bp langen Hämopexindomäne erzeugt.  

Der Vektor exprimierte Doxycyclin-abhängig ZsGreen1 und humanes MMP-9 bzw. PEX-9 

in Zellen mit Tet-On 3G Transaktivator-Protein und wurde mittels der Restriktionsenzyme 

MluI und EcoRI linearisiert.  
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Tabelle 5: Expressionskonstrukte 

 

2.2.1.2 Vektoren 

Die Gene, die durch Wirtszellen überexprimiert werden sollten, wurden durch die Vektoren 

in die Wirtszellen eingeschleust. Die Vektoren besaßen verschiedene Sequenzen, wie bei-

spielsweise einen Replikationsstart, eine Antibiotika-Resistenz oder eine Klonierungsste l le, 

an der die Insert-DNA in das Plasmid eingebracht werden konnte. 

pLVX-TRE3G 

Der Vektor pLVX-TRE3G war 7810bp groß und verfügte über Resistenzgen-Sequenzen, zum 

einen eine gegen Ampicillin, die bei der Transformation benötigt wurde und zum anderen 

eine gegen Puromycin, die für die stabile Transfektion notwendig war. Des Weiteren war eine 

Multiple Cloning Site (MCS) vorhanden, eine Region, in der die Restriktionsenzyme schnei-

den, um das Insert integrieren zu können. Zudem enthielt der Vektor einen Promotor, eine 

Nukleotid-Sequenz, die die Genexpression reguliert. Genauso wichtig war die sogenannte 

ori-Region, eine Sequenz, an der die Replikation begonnen wird. 
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pLVX-TRE3G-ZsGreen1 

Der Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 besaß zusätzlich zu den zuvor bei dem pLVX-TRE3G-

Vektor beschriebenen Regionen noch eine IRES-Sequenz und eine Abfolge für ZsGreen1. 

Somit ermöglichte dieser Vektor die simultane Expression des gesuchten Proteins und 

ZsGreen1. Hierbei handelte es sich um eine optimierte Variante des grün fluoreszierenden 

Proteins der Krustenanemone Zoanthus species. Dieses Protein wurde dazu verwendet, die 

Transfektionseffizienz durch die Fluoreszenz zu überprüfen. Durch die Internal Ribosome 

Entry Site (IRES), die zwischen der MCS und ZsGreen1 lag, wurde ZsGreen1 unabhängig 

von dem gesuchten Protein exprimiert und so ein möglicher Einfluss von ZsGreen1 auf das 

gesuchte Protein verhindert. 

2.2.2 Gentechnische Methoden 

2.2.2.1 RT-PCR  

Bei der Real time Polymerasen-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde zunächst die RNA in DNA 

umgeschrieben und anschließend eine definierte DNA-Sequenz spezifisch vermehrt.  

Die RT-PCR diente der Amplifikation der zu untersuchenden Gene, weshalb jeweils eine 

präparative PCR angesetzt wurde. Das Insert für das PEX-9-Konstrukt musste aus zwei Un-

tereinheiten konstruiert werden, die jeweils erst einzeln amplifiziert und dann ligiert wurden. 

Für die Vermehrung der MMP-9-Sequenz und der PEX-Domäne wurde ein 50µl Ansatz vor-

bereitet, für die Sekretionsdomäne der PEX-Domäne wurde das Doppelte eingesetzt.  

50µl-Ansatz: 

5xPuffer  10µl 

dNTP    1µl 

Primer F  1µl   

Primer R  1µl  

HD Polymerase  0,5µl 

Template (5ng) 1µl  

dH2O   35,5µl  
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Temperatur Zeit Zyklen 

94°C 2min 1 

94°C 30sek 30 

63°C 5sek 30 

72°C 3min 30 

72°C 10min 1 

4°C Pause 1 

Tabelle 6: PCR-Programm MMP-9 

 

Die Annealing-Temperatur von 72°C variierte je nach Länge des Inserts und veränderte so 

das PCR-Programm bei der PEX-Domäne zu 72°C für 1min und bei der Sekretionsdomäne 

zu 72°C für 20sek. Außerdem wurde die Zykluszahl sowohl bei der PEX-Domäne als auch 

bei der Sekretionsdomäne auf 35 Zyklen erhöht. Die jeweils eingesetzten Primer sind dem 

Kapitel Expressionskonstrukte (Kapitel 2.2.1.1) zu entnehmen. Für die Ligations-PCR wurde 

der 50µl-Ansatz wie bereits beschrieben pipettiert, mit veränderten Template-Mengen; 5,8µl 

von der PEX-Domäne und 0,92µl von der Sekretionsdomäne. Mit dH2O wurde das Reakti-

onsgefäß jeweils auf 50µl aufgefüllt. 

Das Laufprogramm der Ligations-PCR war ebenfalls abweichend von der präparativen PCR, 

da zwei Schritte zum Erhalt des Endprodukts notwendig waren. Der erste Schritt der Ligati-

ons-PCR diente dem Aneinanderlagern der zwei Insert-Fragmente (PEX-Domäne und Sek-

retionsdomäne). Im zweiten PCR-Schritt wurde das vereinte Fragment nach Zugabe der Pri-

mer amplifiziert. 
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Tabelle 7: Ligations-PCR 

 

2.2.2.2 Isolierung der Plasmid-DNA 

2.2.2.2.1 Minipräparation 

Für die Isolierung im kleinen Maßstab wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit verwendet. 

Die im Folgenden aufgeführten Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, diesem Kit 

entnommen. Zur Vorbereitung wurden die Bakterienkulturen im Schüttelinkubator bei 37°C 

über Nacht inkubiert. 2ml dieser Bakterienkultur wurden durch die Zentrifugation bei 6800g 

für 3min bei Raumtemperatur (RT) in einem Reaktionsgefäß pelletiert. Das Pellet wurde in 

250µl Puffer P1 resuspendiert, dann mit 250µl Puffer P2 aufgefüllt und alles vier bis sechs 

Mal geschwenkt. 350µl des Puffer N3 wurden im Anschluss hinzugefügt und das Schwenken 

wiederholt. Es folgte eine 10-minütige Zentrifugation bei 17900g und RT. Die Überstände 

wurden daraufhin in eine QIAprep Spin Column überführt, für 60sek bei 17900g und RT 

zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nun wurde zum Waschen 500µl des Puffer PB 

auf die Säule geben und der vorherige Zentrifugationsschritt wiederholt. Im Folgenden wur-

den 750µl Puffer PE auf die Säule pipettiert und die Zentrifugation zuerst wie oben durchge-

führt, dann bei 1500rpm für 1min wiederholt. Hiernach wurde die QIAprep Spin Column auf 
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ein neues 1,5ml-Reaktionsgefäß gesteckt und 50µl Puffer EB (10mM Tris-Cl) auf die Säule 

pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1min bei RT wurde zum Eluieren 1min bei RT und 

17900g zentrifugiert.  

2.2.2.2.2 Maxipräparation 

Zur Vorbereitung für die Aufreinigung mit dem Endo Free Plasmid Maxi Kit wurden 100ml 

LB-Medium plus Ampicillin mit 200µl der Starterkultur in einen 500ml Erlenmeyerko lben 

überführt und für 16h bei 37°C und 200rpm inkubiert. 50ml dieser Verdünnung wurden bei 

3600rpm für 15min bei 4°C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 10ml 

Puffer P1 resuspendiert. Dann wurden 10ml Puffer P2 hinzugefügt, vier bis sechs Mal ge-

schwenkt und bei Raumtemperatur für 5min inkubiert. Die Zelllösung wurde mit 10ml vor-

gekühltem Puffer P3 ergänzt und erneut vier bis sechs Mal geschwenkt. Das gesamte Lysat 

wurde nun in einen vorbereiteten QIAfilter Cartridge geschüttet und bei RT für 10min inku-

biert. Durch Druck, der mittels eines Stempels ausgeübt wurde, wurde das Lysat in ein fri-

sches 50ml Reaktionsgefäß filtriert. Dann wurden 2,5ml Puffer ER dazugeben und nach 10-

maligem Schwenken auf Eis für 30min inkubiert. Nachdem das QIAGEN-tip 500 mit 10ml 

Puffer QBT equilibriert wurde, wurde das filtrierte Lysat in QIAGEN-tip umgeschüttet, so-

dass es durch die Schwerkraft getrieben hindurchfloss. Mit derselben Methode wurde das 

QIAGEN-tip zweimal mit 30ml Puffer QC gewaschen. Auch die DNA wurden nach dem 

Schwerkraftprinzip mit 15ml Puffer QN eluiert. Um die folgende Präzipitation durchzufüh-

ren wurde die Probe mit 10,5ml Isopropanol gemischt und in einem 50ml Reaktionsgefäß für 

30min bei 4°C 15000g zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig mit einer Stabpipette 

abgenommen und das DNA-Pellet mit 5ml Endotoxin free 70% Ethanol gewaschen, bei 

15000g und 4°C für 10min zentrifugiert und der Überstand wie zuvor abgenommen. Zum 

Trocknen wurden die Reaktionsgefäße mit offenem Deckel bei 37°C für 5-10min auf den 

Thermoblock gestellt. Als Letztes wurde die DNA-Probe in 200µl Endotoxin free Puffer TE 

gelöst. 

2.2.2.2.3 DNA-Aufreinigung aus dem Agarosegel oder der PCR 

Die Aufreinigung fand mittels des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits statt. Es wurden 

200µl Puffer NTI pro 100mg Agarosegel hinzugefügt und circa 10min bei 50°C inkubiert bis 
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das Gel gelöst war. 700µl der Probe wurden dann auf eine Clean-up-Säule geladen und wäh-

rend 30sek bei 11.000g und RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und der Vor-

gang solange wiederholt, bis die gesamte Probe geladen war. Zum Waschen wurden 700µl 

Puffer NT3 auf die Säule überführt und die Proben für 30sek bei RT und 11.000g zentrifu-

giert. Nach der Wiederholung des Waschschrittes wurde die Säule zum Trocknen der Memb-

ran nochmals erst für 1min, nach Entfernung des Durchflusses dann für 30sek bei 11.000g 

zentrifugiert. Zum Eluieren der DNA wurden 22µl Puffer NE zentral auf die Säule pipettiert, 

1min bei RT inkubiert und abschließend 1min bei RT und 11.000g zentrifugiert. Bei zu Be-

ginn mehrerer Banden im Agarosegel wurden diese zusammengehörigen Proben an diesem 

Schritt wieder zusammengeführt. Für die PCR-Aufreinigung wurden die Proben mit dem 

zweifachen Volumen des Puffers NTI gemischt. Die weiteren Schritte waren denen der Gel-

Aufreinigung identisch. 

2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung 

2.2.2.3.1 NanoDrop 

Um die Reinheit der DNA und die jeweilige Konzentration zu bestimmen, wurden je 2µl der 

DNA auf das NanoDrop Spectrophotometer aufgetragen und bei einer Wellenlänge von 

260nm gemessen. Der Quotient aus A260 und A280 beschreibt die Reinheit der Probe und 

sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen (Gallagher, 2007). 

Der DNA-Gehalt wurde nach folgender Formel berechnet: 

Absorption bei 260nm x V (Verdünnungsfaktor) x 40 (Multiplikationsfaktor) = KDNA 

 2.2.2.3.2 Photometer  

Die Bestimmung der Nukleinsäurenkonzentration und deren Reinheit erfolgten nach dem 

Lambert-Beer’schen Gesetz bei einer Absorption von 260nm. Die Messung erfolgte gegen 

einen Leerwert: destilliertes Milliporewasser. Eine Absorption (A260) von 1 entsprach dabei 

einer Konzentration von 50μg/ml für doppelsträngige DNA. Zur Berechnung der Nuklein-

säure-Konzentration wurde folgende Formel verwendet: 
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c A260 Vf F = K 



c: Konzentration der Nukleinsäure-Lösung (μg/ml) 

A260: Absorption bei 260nm 

Vf: Verdünnungsfaktor 

F: Konzentrationsfaktor (F = 50μg/ml für dsDNA) 

2.2.2.4 Restriktionsverdau 

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an spezifischen Positionen schneiden 

können. Bei den Schnittstellen handelt es sich um Palindrome.  

Die Restriktionsendonukleasen wurden zur Isolierung der gesuchten Genfragmente und zur 

Bestimmung ihrer Größe verwendet. Der jeweilige Reaktionsansatz wurde unter Verwen-

dung der entsprechenden Puffer für 1h bei 37°C auf dem Thermoblock inkubiert.  

 

50µl-Ansatz 

10xPuffer    5µl 

Restriktionsenzyme (10U/µl)  1,25µl 

DNA      10µg  

dH2O     ad 50µl 

 

10µl-Ansatz 

10xPuffer    2µl 

Restriktionsenzyme   0,2µl 

DNA     0,5µg 

dH2O     ad 10µl 
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Restriktionsenzym Puffer 

EcoRI Puffer EcoRI  

MluI Puffer R 

BamHI Puffer BamHI 

XhoI Puffer Tango 

Tabelle 8: Restrikionsenzyme 

 

2.2.2.5 DNA-Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur Auftrennung von 

DNA-Sequenzen nach ihrer Größe. Die Fragmente können anhand des Vergleichs mit einem 

Marker einer DNA-Sequenzgröße zugeordnet werden. Die Nukleotide sind aufgrund ihrer 

Phosphatgruppe negativ geladen und wandern so zur Anode. Die Agarose unterstützt durch 

ihre netzartige Struktur die Auftrennung der Nukleinsäuren. 

Diese Methode wurde zur Kontrolle von Plasmidpräparationen und Restriktionen sowie zu 

Präparationen der DNA-Fragmente eingesetzt. Es wurde einprozentige Agarose mit 1xTAE-

Puffer gemischt, aufgekocht und mit Ethidiumbromid versehen. Die Auftrennung erfolgte 

bei einer konstanten Spannung von 80V für 30min mit 1xTAE als Laufpuffer. Die DNA-

Banden wurden unter UV-Licht analysiert. Dazu wurden Proben zuvor mit 6xLoading Dye 

versehen. 

2.2.2.6 DNA Elution aus dem Agarosegel 

Für die Gelextraktion und die damit verbundene Aufreinigung des PCR-Produkts des Inserts 

MMP-9 und der Vektoren wurden die Proben mit 6xLoading Dye auf ein frisches einprozen-

tiges Agarosegel in vier Taschen und einmal 5µl des DNA Ladder Mix aufgetragen. Die Gel-

Elektrophorese wurde bei einer elektrischen Spannung von 60V für 30min durchgeführt, die 

Banden durch eine UV-Lampe bei der Wellenlänge von 366nm sichtbar gemacht und mit 

einem Skalpell ausgeschnitten.  
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2.2.2.7 Transformation 

Für die Transformation wurde die rekombinante DNA in Bakterien eingebracht, welche die 

Plasmide vermehrten. Dazu wurden kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und 1µl (5ng) der 

Plasmid-DNA mit 50µl dieser Zellen gut gemischt und 30min auf Eis inkubiert. Nach einem 

60-sekündigen Hitzeschock bei 42°C folgte eine weitere Inkubation für 1-2min auf Eis. Das 

Reaktionsgefäß wurde mit 37°C warmem SOC-Medium auf 500µl aufgefüllt und 1h bei 

37°C und 220rpm inkubiert. 5µl des Ansatzes wurden mit LB-Medium auf 100µl angerei-

chert, auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C im Brut-

schrank inkubiert. Am Folgetag wurde zum Erstellen einer Starterkultur ein Klon der Platte 

gepickt, anschließend 5ml LB-Medium plus Ampicillin (Endkonzentration: 100µg/ml) damit 

beimpft. Diese Kultur wurde 8h bei 200rpm und 37°C inkubiert. Danach folgte die DNA-

Isolation (Kapitel 2.2.2.2). 

2.2.2.8 Ligation 

Um die aufgereinigten Inserts in den Vektor einzubringen, wurde das In-Fusion® HD Clon-

ing Kit verwendet.  

5xIn-Fusion® HD Enzym Premix 2µl 

Linearisierter Vektor   0,4µl 

Aufgereinigtes PCR-Fragment 2µl in dH2O 

dH2O     ad 10µl 

 

Es wurden 50ng des MMP-9-Fragments und 25ng des PEX-9-Fragments eingesetzt. Vom 

Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 wurden ebenfalls 50ng verwendet, vom Vektor pLVX-

TRE3G 500ng in 0,5µl. Das Reaktionsgemisch wurde für 15min bei 50°C inkubiert und da-

nach auf Eis gestellt.  

2.2.2.9 Sequenzierung 

Für die Sequenzierung wurde ein 250ng/µl Ansatz aus DNA-Probe und TE Puffer im Ver-

hältnis 1:4 erstellt. Die Sequenzierung wurde durch das Unternehmen SeqLab (Göttingen) 

durchgeführt und die Sequenzen mittels der Software Finch TV 1.4.0 (© 2004-2006) über-

prüft. Jedes Insert und alle erstellten Plasmide wurden vollständig sequenziert. 
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TE Puffer: 

10mM Tris auf pH 8 mit HCl 

1mM EDTA 

2.2.3 Stabile Transfektion 

Unter einer stabilen Transfektion versteht man den dauerhaften Einbau der DNA von MMP-

9 und PEX-9 in das Genom der SW-620 Zellen. Das Verfahren wurde mit Hilfe des Xfect® 

Transfection Reagents durchgeführt. 

2.2.3.1 Transfektionsreaktion 

Es wurden 400.000 Zellen/Well in eine 6-Well-Platte in 2ml Medium (RPMI 1640 + 10% 

FBS + 1% Pen/Strep) ausgelegt. Nach 24h wurden folgende Ansätze hergestellt: 

0,75µg Transaktivator + 3µg (Vektor)   

0,75µg Transaktivator + 3µg (PEX-9)   

0,75µg Transaktivator + 3µg (MMP-9)   

Es wurden 0,75µl des Transaktivator-Plasmids (pLVX-EF1a-Tet3G, Clontech) und je 3µl der 

Expressions-Plasmids mit 96,25µl Reaktionspuffer (jede Probe auf 100µl mit dem Reakti-

onspuffer aufgefüllt) vermischt und für 5sek gevortext. Hinzu kamen 1,125µl des Xfect Po-

lymers. Die Zelllösung wurde per Vortexer für 10sek gründlich gemischt. Danach wurden 

die Proben 10min bei RT inkubiert und abzentrifugiert. Die 100µl wurden in ein Well einer 

6-Well-Platte mit SW-620 Zellen überführt und die Platte gut geschwenkt. Diese wurde dann 

für 4h im Brutschrank bei 37°C inkubiert und danach das Medium gewechselt, um die Trans-

fektionsreagenzien und tote Zellen zu entfernen. Es wurden 2ml frisches Medium pro Well 

der 6-Well-Platte auf die Zellen gegeben. 

2.2.3.2 Antibiotikabehandlung  

Zur Selektion der stabil transfizierten Zellen diente die Behandlung mit Selektivantibiot ika. 

Für die Antibiotikabehandlung wurden die Zellen mit 1xPBS gewaschen und danach 2ml 

Medium in jedes Well pipettiert.  
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RPMI 1640  + 10% FBS 

   + 1% Pen/Strep 

  + 800µg/ml G418  

  + 5µg/ml Puromycin 

Die Konzentrationen der Antibiotika wurden zuvor durch Titration ermittelt.   

2.2.4 Zellkulturtechniken 

Alle Zellkulturversuche wurden an einem Laminar-Flow-Arbeitsplatz durchgeführt. Dessen 

spezielle Belüftung verhinderte die Kontaminationen der Zellen, sodass er einen Reinraum-

arbeitsplatz darstellte.  

2.2.4.1 Zelllinie 

SW-620 

Organismus Homo sapiens 

Alter und Ethnie 51-jähriger Kaukasier 

Geschlecht Männlich 

Gewebe, Morphologie Kolon, epithelial 

Zelltyp Kolorektales Adenokarziom, Dukes` Typ C 

Beschreibung Isolation aus einer Lymphknotenmetastase 

Tabelle 9: Charakterisierung der Zelllinie 

 

2.2.4.2 Zellen auftauen und auslegen 

Zur Versuchsdurchführung wurden die Zellen bei 37°C aufgetaut und 1:10 mit dem Kultur-

medium resuspendiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation für 5min mit 1000rpm bei RT. 

Der Überstand wurde verworfen und die Zellen mit 15ml Medium RPMI 1640, 10% FBS 

und 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) versehen. Die Zellsuspension wurde in eine T75 

Zellkulturflasche ausgelegt und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
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2.2.4.3 Zellzählung 

Die Zellzählung diente dazu, jeweils die gleiche Menge an Zellen oder eine vorbestimmte 

Menge an Zellen in verschiedenen Zellkulturflaschen auszulegen. Mittels der Färbung mit 

0,4% Trypanblau wurden Informationen über die Vitalität der Zellen erlangt und somit be-

schränkte sich die Zählung auf die vitalen Zellen. Die Zählkammer war in vier Quadranten 

unterteilt. Ein Aliquot der Zellsuspension (10µl) wurde mit der Färbelösung im Verhältnis 

1:2 gemischt. 11µl des Zellgemisches wurden an den Übergang zwischen Deckglas und Zähl-

kammer pipettiert und durch Kapillarkräfte in die Kammer gesogen. Die Zellen wurden unter 

einem Inversmikroskop mittels eines 10er-Objektivs (100fache absolute Vergrößerung) ge-

zählt, wobei mäanderförmig vorgegangen wurde. Zellen, die die untere oder rechte Grenzli-

nie eines Quadranten berührten, wurden mitgezählt. 

Die Gesamtzahl der Zellen errechnete sich wie folgt: 

Z x F x V x 104 = Gesamtzellzahl 

 

Z:  Mittelwert der Zellen aus vier Quadranten 

F:  Verdünnungsfaktor mit Trypanblau 

V:  Gesamtvolumen der Zellsuspension  

104: Kammerfaktor der Neubauer-Zählkammer; Quadrantenfläche: 1mm2, Kammertie fe 

 0,1mm ergibt 0,1μl 

2.2.4.4 Subkultur und Einfrieren 

Bei einer Konfluenz von circa 80% wurden die Zellen zweimal pro Woche gesplittet. Das 

alte Medium wurde aus der Zellkulturflasche abgesaugt und der Zellrasen mit 6ml 1xPBS 

gewaschen. Als nächstes wurden die Zellen mit 3ml Accutase® bedeckt und 5min bei 37°C 

und 5% CO2 inkubiert. Die gelösten Zellen wurden in frischem Medium in einer neuen Zell-

kulturflasche ausgelegt. 

Zum Einfrieren der Zellen wurde diese anstatt mit frischem Kulturmedium mit 1ml Einfrier-

medium resuspendiert und in einem Kryoröhrchen, das in eine Einfrierbox mit Isopropanol 

gestellt wurde, bei -80°C gelagert. Nach 24h wurde das Kryoröhrchen in den Stickstofftank 

zur längerfristigen Aufbewahrung überführt. 
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2.2.4.5 Kollagen-Beschichtung der Deckgläser 

Die Zellen wurden auf einem runden Deckglas mit 12mm Durchmesser herangezogen, um 

sie dann auf einem Objektträger unter dem Mikroskop darstellen zu können. Damit die Zellen 

besser auf den Deckgläsern hafteten, wurden diese zunächst mit Kollagen beschichtet.  

Zuerst wurde 0,1%ige Essigsäure aus 50µl 100% Essigsäure und 50ml H2O hergestellt und 

diese dann steril filtriert. Danach wurde die 1% Kollagenlösung mit 0,1%iger Essigsäure im 

Verhältnis 1:100 gemischt und 200µl des Kollagenlösung-Gemischs auf jedes Deckglas in 

einer 24-Well-Platte überführt. Hierzu wurde das dreifache Volumen an 1xPBS (600µl) hin-

zugefügt, 5-10min bei RT inkubiert und wieder abgenommen. Abschließend wurden die 

Deckgläser nochmals mit 1xPBS gewaschen. 

2.2.5 Zytologische Methoden 

2.2.5.1 DAPI-Färbung 

Die DAPI-Färbung diente dazu, spezielle Zellbestandteile nachzuweisen (Kapuscinski, 

1995). Es wurden 40.000 Zellen in einer 24-Well-Platte in 500µl Medium ausgesät. Die 

Deckgläser wurden in 70% Ethanol getaucht, mit dem Bunsenbrenner abgeflammt und in das 

jeweilige Well gelegt. Nun folgte eine Inkubationsdauer von zwei Tagen im CO2 Inkubator 

bei 37°C und 5% CO2. Zur Fixierung wurde nach Absaugung des Mediums 500µl -20°C 

kaltes Methanol in jedes Well transferiert und für 10min bei -20°C inkubiert. Darauf folgte 

ein dreimaliger Waschvorgang mit 1xPBS (500µl) und die Deckgläser wurden mittels einer 

Pinzette in eine 12-Well-Platte überführt. Abermals wurde mit 1ml 1xPBS pro Well gewa-

schen. Als Letztes wurden 30µl im Verhältnis 1:10000 in PBS verdünntes DAPI direkt auf 

die Zellen pipettiert und für 3min belassen. Darauf folgte nach einem erneuten Waschschritt 

mit PBS die Einbettung mit Dako Fluorescent Mounting Medium. Die Objektträger wurden 

unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und mit der Kamera fotografiert. Zuletzt wurden 

die Bilder mit der Photoshop-Software bearbeitet und zugeschnitten.  
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2.2.6 Proteinchemische Methoden 

2.2.6.1 Zellvorbereitung 

400.000 Zellen wurden pro einer 6-Well-Platte ausgelegt und für 2 Tage in Doxycyclin-ha l-

tigem Medium (100ng/ml) oder ohne Doxycyclin-Induktion in Kultur gehalten. Der Medi-

umüberstand wurde in ein 2ml Reaktionsgefäß überführt, 5min bei RT und 2000rpm zentri-

fugiert. Der Überstand wurde in ein neues 2ml Reaktionsgefäß pipettiert, dieses in Stickstoff 

schockgefroren und bei -80°C gelagert. Auf den Zellrasen wurde 300µl 1xLämmli-Puffer pro 

Well pipettiert, die Wells gründlich ausgekratzt und die Zellen im Lämmli-Puffer in ein 1,5ml 

Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden darin für 10min bei 90°C gekocht.  

2.2.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Amidoschwarz 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Amidoschwarz wurde zur Quantifizierung von 

Proteinen in Lämmli-Puffer durchgeführt. Der saure Farbstoff band an die Aminogruppe der 

Proteine und färbte sie somit. Im basischen Auflöser wurde die Bindung gelöst, woraufhin 

die Proteinkonzentration photometrisch gemessen werden konnte. Zu Beginn wurde ein 

Standard durch Lösen von 50mg/ml BSA in 1xLämmli-Puffer (50µg/µl) und 1:2 Verdünnung 

bis zu einem Wert von 0,78µg/µl hergestellt. Es wurden pro Probe und Standard 1µl auf ein 

Stück Celluloseacetat-Folie getropft, diese getrocknet und dann die Folie 10min in der Ami-

doschwarz-Lösung gefärbt. Anschließend wurde die Folie mehrmals mit der Entfärbelösung 

gewaschen bis der Hintergrund weiß erschien. Die Protein-Punkte wurden nach erneutem 

Trocknen der Folie mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 1,5ml Reaktionsgefäße über-

führt. Nach Zugabe von 400µl Auflöser wurde das Reaktionsgefäß gevortext bis der Folien-

teil komplett aufgelöst war. Je Probe und Standard wurden zweimal 100µl (Doppelbestim-

mung) in eine 96-Well-Platte pipettiert und im Elisa Reader gegen den Blank bei 630nm 

gemessen (Schaffner und Weissmann, 1973). Die verwendeten Lösungen sind nachstehend 

genauer beschrieben. 

Stammlösung       Cellulose-Acetat-Auflöser 

0,25% Amidoschwarz-Pulver: 125mg  40ml Ameisensäure/Methansäure 

45% MeOH: 22,5ml     5ml Eisessig     

0,5ml 100% TCA        45% Aqua dest.: 22,5ml 

10% Eisessig: 5ml 
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Amidoschwarz-Entfärbelösung  

Dieselbe Lösung wie oben, jedoch ohne Farbstoff 

2.2.6.3 Proteinfällung 

Die Fällungsmethode der TCA Protein Präzipitation wurde zur selektiven Anreicherung und 

Konzentrierung von Proteinen genutzt.  

Zu dem Probenvolumen wurde ein Viertel des Volumens an TCA pipettiert (1,5ml Überstand 

und 375µl TCA). Das Gemisch wurde auf einem Vortexer gemischt und auf Eis bei 4°C für 

10min inkubiert. Als nächstes erfolgte die Zentrifugation bei 14000rpm und 4°C für 5min. 

Der Überstand wurde abgenommen, ohne das Proteinpellet zu beschädigen. 1ml eines bei -

20°C vorgekühlten Acetons wurde zum Waschen zu dem Pellet hinzugefügt und der Zentri-

fugationsprozess wiederholt. Es wurde insgesamt zweimal mit Aceton gewaschen und das 

Proteinpellet bei geöffnetem Reaktionsgefäß bei 95°C für 5min im Thermo-Shaker getrock-

net. Das Proteinpellet wurde danach in 75µl 1xLämmli-Puffer aufgenommen und bei 90°C 

im Thermo-Shaker zum Denaturieren aufgekocht. 

2.2.6.4 Western-Blot 

2.2.6.4.1 Proteinauftrennung 

Der erste Schritt des Western-Blots beinhaltete die Auftrennung des Proteingemischs nach 

Proteingröße und Ladung mittels einer Gel-Elektrophorese. Hierzu wurde zunächst ein 

Trenngel (unten beschrieben) hergestellt, dieses mit Ethanol begradigt und das Sammelge l 

direkt auf das Trenngel gegossen. In das Sammelgel wurde ein aus 15 Taschen bestehender 

Kamm eingeführt. Jede Tasche wurde mit 15µl Probengemisch - 20µg Protein - beladen. 

Zusätzlich wurden 5µl des Page Rulers Plus als Größenmarker aufgetragen. Für die Gel-

Elektrophorese wurde eine Spannung von 130V angelegt, bis die Lauffront das untere Ende 

des Gels erreicht hatte. 
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Trenngel 8% SDS-Gel  Trenngel 10% SDS-Gel Trenngel 12% SDS-Gel 

2,65ml Gel 30   3,33ml Gel 30   4ml Gel 30 

2,5ml 4xResolving Puffer 2,5ml 4xResolv. Puffer 2,5ml 4xResolv. Puffer 

Ad 10ml H2O   Ad 10ml H2O   Ad 10ml H2O 

100µl APS 10%  100µl APS 10%  100µl APS 10% 

10µl TEMED   10µl TEMED   10µl TEMED 

 

Sammelgel   10xElektrophoresePuffer 

0,33ml Gel 30   10g SDS 

0,83ml 4xStacking Puffer 30g Tris 

2,13ml H2O   144g Glycin 

40µl APS 10%   ad 1000ml Aqua dest. 

4µl TEMED 

2.2.6.4.2 Proteintransfer 

Bei einem Strom der Stärke 72mA pro Gel, der senkrecht zum Polyacrylamidgel verlief, 

wurde geblottet, d.h. die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden auf eine PDVF-

Membran transferiert. Die Proteine wanderten in Richtung der Anode, wobei sie auf der 

Membran haften blieben. Hierzu wurden zwei Filterpapiere in der Anodenlösung 1 gewäs-

sert. Darüber wurde ein Filterpapier gelegt, das in Anodenlösung 2 getränkt war. Darauf 

wurde die Nitrozellulosemembran gelegt, die zuvor in Methanol aktiviert wurde, danach das 

Gel und zuoberst drei in Kathodenlösung eingeweichte Filterpapiere. Es wurde darauf ge-

achtet, dass alle Luftblasen aus den Zwischenräumen entfernt waren. Im Folgenden sind die 

verwendeten Puffer aufgelistet. 

Anodenlösung 1  Anodenlösung 2  Kathodenlösung 

75ml 2M Tris base   6,25ml 2M Tris base  2,6g Aminocaproic acid 

100ml Methanol 20%  100ml Methanol 20%  100ml Methanol 20% 

pH 10,4   pH 10,4   250µl SDS 20% 

        pH 7,6 
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2.2.6.4.3 Proteinnachweis 

Um den Erfolg des Proteintransfers zu überprüfen, wurde die Nitrozellulosemembran mit 

Ponceau S in 5%iger Essigsäure eingefärbt. Die Membran wurde 5min in TBS-T gewaschen, 

bevor die unspezifischen Bindungsstellen mit 5%iger Milchpulver in TBS-T für eine Stunde 

geblockt wurden. Daraufhin folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper in 

10ml Milch-TBS-T. Die Inkubation erfolgte über Nacht. Am darauffolgenden Morgen wurde 

die Membran dreimal je 10min mit TBS-T gewaschen und mit dem Sekundärantikörper im 

Verhältnis 1:3000 in 10ml Milch-TBS-T für 1h bei RT inkubiert. Nach einem erneuten 

Waschschritt à dreimal 10min mit TBS-T wurde die Membran mit ECL entwickelt. Die ver-

wendeten Röntgenfilme waren vom Typ Amersham Hyperfilm. Als beste Expositionszeit der 

Membranen auf dem Röntgenfilm ergab sich für MMP-9 1sek, für MMP-9-PEX 1min, für 

eNOS 10min, für AKT 30sek und für P-AKT 1h. 

 

ECL Substrat-Rezept:     TBS-T 

100mM Tris-HCl pH 8,5 10ml   20mM Tris pH 7,5 

35% H2O2   2,6µl   137mM NCL 

90mM Coumaric in DMSO 25µl   0,1% Tween 20  

250mM Luminol in DMSO 50µl  
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Erstantikörper Ursprung Bezeichnung Verdünnung Hersteller 

hMMP-9 Goat 
Polyclonal IgG AF911 

1:1000 R&D Systems 

Phospho-eNOS  Rabbit 
Ser1177 #95721 

1:1000 Cell Signaling 

eNOS Mouse 
6H2 #5880 

1:1000 Cell Signaling 

Phospho-Akt Rabbit 
Ser473 #4060 

1:2000 Cell Signaling 

Akt Rabbit 
Pan C67E7 # 4691 

1:1000 Cell Signaling 

α-Tubulin Mouse 
B-7 Sc-5286 

1:1000 Santa Cruz 

Zweitantikörper Ursprung Bezeichnung Verdünnung Hersteller 

Anti-goat Donkey IgG HRP-linked Sc-2020 1:3000 Santa Cruz 

Anti-rabbit Goat IgG HRP-linked Sc-2054 1:3000 Santa Cruz 

Anti-mouse Goat IgG HRP-linked Sc-2031 1:3000 Santa Cruz 

Tabelle 10: Antikörper-Auflistung 

 

2.2.7 Phospho-Kinase Array 

Der humane Phospho-Kinase Array ist ein sensitives Hilfsmittel, um die Phosphorylierungs-

zustände von 46 Kinase-Phosphorylierungsstellen zu detektieren.  

2.2.7.1 Zellvorbereitung 

Circa 400.000 Zellen wurden je einer 6-Well-Platte ausgelegt und für zwei Tage in Doxycyc-

lin-haltigem Medium (100ng/ml) oder ohne Doxycyclin-Induktion inkubiert. Das Medium 

wurde abgenommen, der Zellrasen mit 1ml Lyse Puffer 6 bedeckt, die Zellen abgeschabt, mit 

einer Pipette resuspendiert und bei 6°C für 30min geschwenkt. Dann wurde bei RT und 

4000rpm 5min zentrifugiert und die Proteinbestimmung mittels Amidoschwarz (Kapitel 

2.2.6.2) durchgeführt. 
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Zellen MMP-9 -Dox: 201,2µl + 132,8µl Lyse Puffer 6 = 334µl Zelllysat   

Zellen MMP-9 +Dox: 271,8µl + 62,2µl Lyse Puffer 6 = 334µl Zelllysat   

2.2.7.2 Phospho-Kinase Array Durchführung 

Der Phospho-Kinase Array wurde für eine bessere Sensitivität in einen Teil A und einen Teil 

B pro Zelllysat unterteilt und komplett bei Raumtemperatur durchgeführt. Alle genannten 

Reagenzien waren dem Human Phospho-Kinase Array Kit entnommen. Zuerst wurde 1ml 

Array Puffer 1 in jedes Well der 8-Well-Platte pipettiert und Part A und Part B Membranen 

mit der Zahl nach oben mittels flacher Pinzette in gegenüberliegende Wells gelegt. Nach 

Beendigung des einstündigen Blockens auf einem Schwenker wurde der Puffer 1 aus der 

Platte entfernt, das Zelllysat mit Array Puffer 1 auf 2ml aufgefüllt, und je 1ml auf die Part A 

und B Membran pipettiert. Die Reaktion lief über Nacht bei 6°C auf einem Schwenker ab. 

Zum Waschen wurden die zusammengehörigen Membranen in einer Plastikbox der Maße 

8x11cm dreimal mit 20ml 1xWash Puffer für 10min inkubiert. Als nächstes wurde für jede 

Part A bzw. B Membran 20µl Detection Antibody Cocktail A bzw. B in 1ml 1xArray Puffer 

2/3 gelöst und je 1ml zu den Membranen in ein Well überführt. Die Inkubationszeit betrug 

hierzu 2h bei RT unter stetigem Schwenken. Die darauffolgenden Waschschritte liefen ab 

wie bereits beschrieben, jedoch in jeweils separaten Plastikboxen. Anschließend wurde 

Streptavidin-HRP in 1xArray Puffer 2/3 im Verhältnis 1:2000 gelöst, 1ml in jedes Well pi-

pettiert, daraufhin die Membranen wieder vorsichtig hineingelegt und 30min bei RT schwen-

kend inkubiert. Die folgenden Waschschritte wurden wie beschrieben durchgeführt. Nach 

dem Abtropfen der Membranen wurden diese mit 1ml ECL-Substrat (Kapitel 2.2.6.4.3) be-

netzt, für 1min inkubiert und 1min entwickelt. Die Quantifizierung der Punkte auf den 

Membranen wurde mittels BioDocAnalyze® Software von Biometra® durchgeführt (die De-

tails der Auswertung sind im Anhang aufgeführt).   

2.2.8 Molekularbiologische Methoden 

2.2.8.1 Zellvorbereitung 

Für die RNA-Isolierung wurden etwa 400.000 Zellen je Well einer 6-Well-Platte ausgelegt 

und für zwei Tage in Doxycyclin-haltigem Medium (100ng/ml) oder ohne Doxycyclin- In-

duktion weitergezogen. Das Medium wurde abgenommen und der Zellrasen mit 1xPBS ge-
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waschen. Pro Well wurden die Zellen in 600µl RLT-Puffer mit β-Mercaptoethanol im Ver-

hältnis 1:100 aufgenommen, in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt und durch eine 1ml-

Spritze mit einer 21G-Kanüle durch fünfmaliges Aufziehen homogenisiert.  

2.2.8.2 RNA-Isolation 

Die RNA wurden aus den Zellen isoliert, um eine qPCR durchführen zu können. Der gesamte 

Vorgang wurde bei Raumtemperatur und nach dem Protokoll des RNeasy Mini Kits durch-

geführt. Alle verwendeten Lösungen entstammten, sofern nicht anders angegeben, diesem 

Kit. Zuerst wurde das homogenisierte Zelllysat mit 600µl 70% Ethanol gut gemischt und auf 

die Spin-Column übertragen. Diese wurde daraufhin für 15sek bei 10000rpm zentrifugiert, 

was zum Ausfällen der RNA führte. Das Auffangröhrchen wurde vorsichtig ausgeleert und 

die Spin-Column mit 700µl RW1-Waschpuffer beladen, worauf eine Zentrifugation für 15sek 

bei 10000rpm folgte. Das Auffangröhrchen wurde nach diesem Schritt durch ein frisches 

ersetzt und Spin-Column mit 500µl RPE-Puffer beladen und für 15sek bei 10000rpm zentri-

fugiert. Die Zentrifugation wurde für 2min wiederholt. In der Zwischenzeit wurden pro Probe 

32µl RNase-freies Wasser im Thermo-Shaker auf 70°C erhitzt. Das Auffanggefäß unter der 

Säule wurde abermals verworfen. Zur vollständigen Entfernung des restlichen Ethanols 

wurde für 1min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nun wurde ein RNase-freies 

1,5ml-Reaktionsgefäß unter die Spin-Column gesteckt und 32µl RNase-freies Wasser genau 

in die Mitte der Säulenmembran pipettiert. Das Wasser wirkte 5min bei RT ein, um die RNA 

zu eluieren, bevor der letzte Zentrifugationsschritt für 2min bei 10000rpm folgte. 

Um die Verunreinigung mit DNA zu vermeiden, wurde die mRNA mit dem Desoxyribonuk-

lease-Kit behandelt. Die verwendeten Lösungen wurden, wenn nicht anders markiert, diesem 

Kit entnommen. Zu den 30µl mRNA wurden 3µl an 10xTURBO DNase Puffer sowie 1µl 

TURBO DNase in einem Reaktionsgefäß zusammengeführt. Die Lösung wurde vorsicht ig 

gemischt und für 25min im Thermo-Shaker bei 37°C inkubiert. Zu der Lösung (34µl) wurden 

3,4µl DNase-Inaktivator pipettiert, gemischt und 2min bei RT inkubiert. Nach 1,5min bei 

10000rpm in der Zentrifuge wurden die Überstände in einem neuen Reaktionsgefäß auf Eis 

gestellt. Die Reinheit der RNA-Probe und deren Konzentration wurden mit dem NanoDrop 

Spectrophotometer (Kapitel 2.2.2.3.1) bestimmt. 
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2.2.8.3 Reverse Transkription  

Um die Proben in die qPCR einsetzen zu können, musste diese erst durch das Enzym Re-

verse-Transkriptase zu cDNA umgeschrieben werden. Als Matrize diente die bereits prozes-

sierte mRNA, die aufgrund des Spleißens nur noch aus Exons bestand. Zu 250ng RNA-Probe 

(auf 5µl mit dH2O aufgefüllt) wurden aus dem iScript cDNA Synthese Kit 4µl 5xiScript 

Reaction Mix, 1µl iScript Reverse Transcriptase mit 10µl RNase-freiem Wasser gemischt, 

sodass ein Endvolumen von 20µl in einem 0,6ml Tube enthalten war. Folgendes Programm 

des Thermocyclers wurde für die Transkription verwendet: 

Temperatur Zeit 

25°C 5min 

42°C 30min 

85°C 5min 

4°C Pause 

Tabelle 11: Transkriptionsprogramm 

 

Die verschiedenen Temperaturen waren für den Ablauf der reversen Transkription wichtig. 

Bei 25°C erfolgte die Anlagerung der Primer an die Matrize (mRNA). Bei 42°C hatte die 

Reverse Transkriptase ihr Wirkmaximum und wurde bei 85°C wieder denaturiert. 

Die Proben wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert. 

2.2.8.4 Quantitative RT-PCR  

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) diente dazu, eine gewünschte Sequenz einer Nuclein-

säure enzymabhängig zu vervielfältigen und die gewonnene DNA-Menge zu quantifizieren. 

Die zu vermehrende Region wurde durch die Primer festgelegt. Das Verfahren begann mit 

der Aktivierung der DNA-Polymerase für 10min bei 95°C. Bei dem „Two-Step-Verfahren“ 

wurde für die Denaturierung, bei der die komplementären DNA-Stränge voneinander abge-

löst wurden, die Temperatur von 95°C für 15sek gehalten. Danach wurde die Temperatur auf 

60°C gesenkt, damit die sogenannte Hybridisierung, die Anlagerung der Primer, beginnen 

konnte. Bei gleicher Temperatur fand die Elongation, also der Anbau der Nukleotide statt. 

Diese Schritte wurden 40 Mal wiederholt, wobei die DNA-Menge exponentiell anstieg.  
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Temperatur Zeit Zyklen 

95°C 10min 1 

95°C 15sek 40 

60°C 1min 40 

4°C Pause 1 

Tabelle 12: qRT-PCR-Programm 

Alle Schritte wurden auf Eis pipettiert. Pro Probe wurde ein 20µl-Ansatz erstellt, bestehend 

aus 10,4µl SYBR® Green, 2µl Primer der Firma Qiagen, sonst je 0,4µl für den Forward und 

den Reversed Primer eines Paares (Tabelle 13), 5,6µl bzw. 6,8µl destilliertes Wasser und 

jeweils 2µl cDNA-Probe. Der SYBR® Green Master Mix enthielt SYBR® Green I Dye, 

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs mit dUTP, ROX Passive Reference Dye und 

optimierte Pufferbestandteile. SYBR® Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der Doppelstrang-

DNA bindet, blaues Licht der Wellenlänge 494nm absorbiert und grünes Licht der Wellen-

länge 521nm emittiert. Der ROX-Referenzfarbstoff war nötig, um die Fluoreszenz-Fluktua-

tionen zwischen den Proben während der Analyse zu korrigieren. Als Housekeeping-Gen 

wurde das PPIA-Gen (Peptidylprolyl Isomerase A) verwendet. Hierbei handelt es sich eine 

endogene Kontrolle, denn PPIA ist ein Gen, das nicht reguliert wird, weshalb die Proben auf 

dessen Expression normalisiert werden konnten. Zum Überprüfen der Qualität der quantita-

tiven RT-PCR wurde zudem eine Non Template Control (NTC) ohne cDNA-Probe analysiert. 

 

Abbildung 3: PCR-Temperaturprofil (Screenshot: StepOne Software) 
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Gen Annealing-

Temperatur 

Sequenz Katalognummer Hersteller 

hPPIA 60°C nicht beschrieben QT00040040 Qiagen 

hMMP-9 60°C nicht beschrieben QT01866137 Qiagen 

NOS3 60°C 

F: ggt aac cag cac att tgg ga 

R:gag atg ctg ttg aag cgg at 

Q6512D03 

Q6512D04 

Invitrogen 

VEGFa 60°C 

F: cta cct cca tgc caa gt 

R: agc tgc gct gat aga cat cc 

Q6512D05 

Q6512D06 

Invitrogen 

 

MYB 60°C 

F:gca cca gca tca gaa gat ga 

R:ctt tcc aca gga tgc agg tt 

Q6512D07 

Q6512D08 

Invitrogen 

Tabelle 13: Verwendete Primer 

 

Nach dem PCR-Durchlauf erfolgte eine Schmelzpunktanalyse. Anhand dieser Analyseme-

thode konnten Verunreinigungen, wie beispielsweise zusammengelagerte Primer oder Kon-

taminationen, erkannt werden. Dazu wurde das PCR-Produkt erhitzt, dabei einem Tempera-

turgradienten ausgesetzt und die Fluoreszenz gemessen. Die Auswertung der qRT-PCR er-

folgte mit der StepOne Software 2.2.2 an einem Dell Computer. Es wurde die ΔΔCt-Methode 

zum Errechnen der jeweiligen Genexpression verwendet. Hierzu wurde jeweils die Expres-

sion des Doxycyclin- induzierten MMP-9 Klons mit derjenigen ohne Induktion verglichen 

und die Expression des zu untersuchenden Gens dem des Housekeeping-Gens gegenüberge-

stellt. Es wurde jeweils der Mittelwert aus drei Messwerten bestimmt. Für die Errechnung 

eines statistischen Mittelwerts war die Anzahl der Datensätze zu gering.     
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3 ERGEBNISSE 

3.1 KLONIERUNG 

Die Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) im Tumorgewebe ist mit dem Tu-

morwachstum, der Invasivität und der Metastasierungsfähigkeit eines Tumors assoziiert. 

Dies trifft auch und insbesondere auf das kolorektale Karzinom zu. Es wurden bereits einige 

Breitspektrum-Inhibitoren der MMPs als antitumorale Medikamente entwickelt. Leider blie-

ben klinische Studienerfolge bisher aus (Said, 2014). Durch eine bessere Kenntnis der durch 

einzelne MMPs bzw. MMP-Bestandteile induzierten intrazellulären Signalwege der Kreb-

sentstehung kann gezielter an antikarzinogenen Strategien gearbeitet werden. Um den Ein-

fluss der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) und ihrer nicht-katalytisch wirksamen Hä-

mopexindomäne (PEX-9) auf die Pathogenese des kolorektalen Karzinoms zu klären, wur-

den MMP-9 und PEX-9 möglichst tumornah exprimiert. Hierzu wurden die DNA für MMP-

9 oder PEX-9 in die Tumorzellen selbst, d.h. in die kolorektale Karzinomzelllinie SW-620, 

integriert und Doxycyclin-abhängig exprimiert. Als Kontrolle wurde der Vektor ohne Insert 

verwendet. Die Zellen der Linie SW-620 entstammen einem kolorektalen Adenokarzinom 

und wurden aus einer Lymphknotenmetastase isoliert. Diese Zelllinie etablierten Leibovitz 

et al. im Jahr 1976 (Leibovitz, 1976). 

Zur Amplifikation von MMP-9 und MMP-9-PEX (kurz PEX-9) (siehe Schema der Expres-

sionskonstrukte in Kapitel 8.1) wurde jeweils eine präparative RT-PCR angesetzt. Das Insert 

für das PEX-9-Konstrukt wurde aus zwei Untereinheiten, der Sekretionsdomäne und der Hä-

mopexindomäne, konstruiert.  

Die Vektoren wurden in kompetente Bakterien transformiert, auf Ampicillin-haltigen Agar-

platten zur Selektion ausplattiert und über Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die 

DNA wurde mittels EndoFree Plasmid Maxi Kit isoliert und die Konzentration photomet-

risch bestimmt. Danach folgte die Linearisierung der Vektoren mit Hilfe spezifischer Rest-

riktionsendonukleasen. Nach diesem präparativen Verdau der Vektoren erfolgte eine weitere 

Aufreinigung mittels des QIAquick PCR Purifikation Kits. Hiernach wurden die Vektoren 

aus dem DNA-Agarosegel ausgeschnitten und isoliert.  



Ergebnisse 

55 

 

3.1.1 Erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors (pVLX-TRE3G) 

Zuerst erfolgte die Klonierung von MMP-9 und PEX-9 in den pVLX-TRE3G-Vektor. Dazu 

wurde dieser durch die Restriktionsenzyme BamHI und XhoI linearisiert.  

a)       b) 

 

 

 

 

 

c)      

 

 

 

 

Abbildung 4: Präparation des Vektors pLVX-TRE3G 

In dieser Abbildung wird die Aufbereitung des Vektors pLVX-TRE3G, die vor der Klonierung 

notwendig war, dargestellt. Bild a) zeigt den Kontrollverdau des Vektors mit den Restrikti-

onsenzymen BamHI und XhoI und die daraus entstandenen Fragmente. Der präparative Ver-

dau (b) wurde mit den Enzymen BamHI und MluI durchgeführt. Die Gelextraktion erfolgte 

bei einer Wellenlänge von 366nm. Bild c) zeigt das Kontrollgel nach der Aufreinigung, die 

Bande liegt in der gesuchten Höhe von 7820bp. 
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3.1.1.1 Validierung der Gensequenz MMP-9 

Der präparative PCR-Ansatz des MMP-9 Inserts wurde aufgrund seiner Größe in mehrere 

Taschen eines DNA-Gels pipettiert, per Gel-Elektrophorese aufgetrennt und die Banden un-

ter der UV-Lampe bei einer Wellenlänge von 366nm ausgeschnitten. Die DNA wurde danach 

mittels NucleoSpin Gel and PCR clean-up Purification Kit aufgereinigt. 

a)       b) 

 

 

 

 

 

c)  

 

 

 

 

Abbildung 5: Insert MMP-9 

Das Plasmid pOTB7-MMP-9 war die Ausgangs-cDNA zur Generation des Inserts MMP-9. 

Der Kontrollverdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und XohI wurde in (a) visualisiert. 

Zur Aufbereitung wurde eine präparative PCR durchgeführt (b) und das Amplifikat auf ein 

DNA-Agarosegel aufgetragen. Die Banden wurden bei einer Absorption von 366nm ausge-

schnitten. Die erfolgreiche Extraktion und die Größe des Fragments wurden durch die DNA-

Auftrennung per Gel-Elektrophorese mit einer Bande von 2127bp bestätigt (c).  

2127 
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3.1.1.2 Validierung der Gensequenz PEX-9 

Für die Herstellung des Inserts PEX-9 wurde eine Ligations-PCR pipettiert, um die 650bp 

große PEX-Domäne mit der 95bp großen Sekretionsdomäne zu verbinden. Die Sekretions-

domäne war für die Ausschleusung der PEX-Domäne essentiell. Hierzu musste dasselbe Ver-

hältnis an Basen eingesetzt werden. Somit wurden 250ng der PEX-Domäne und 36,8ng der 

Sekretionsdomäne verwendet. Die DNA wurde danach mittels NucleoSpin Gel and PCR 

clean-up Purification Kit aufgereinigt. 

 

a)     b) 

 

 

 

 

 

c)    d)

       

 

 

 

 

Abbildung 6: Insert PEX-9 

Das Insert PEX-9 wurde aus dem Plasmid pOTB7-MMP-9 amplifiziert (a). Hierzu wurde je 

ein präparativer PCR-Ansatz der PEX-Domäne und der Sekretionsdomäne pipettiert, beste-

hend aus 650bp (b) und 95bp (c). Die beiden Domänen wurden per Ligations-PCR miteinan-

der verbunden (d).  

95 

650 
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3.1.1.3 Erfolgreiche Klonierung in den Vektor pLVX-TRE3G 

Um die Inserts in die Vektoren einzubringen, wurde das In-Fusion® HD Cloning Kit ver-

wendet. Die Plasmide wurden dann in kompetente Bakterien transformiert und die DNA mit 

dem QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert.  

a)  

 

b)  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Klonierung 

Bild a) zeigt den schematischen Ablauf der Klonierung des Plasmids MMP-9: den Vektor 

pLVX-TRE3G, die zur Linearisierung verwendeten Restriktionsenzyme und das aus 707 Ami-

nosäuren bestehende Insert. Die 222 Aminosäuren des Inserts PEX-9 wurden, wie in Bild b) 

visualisiert, in den linearisierten Vektor kloniert: die roten Rechtecke markieren die Restrik-

tionsenzyme, die grünen Rahmen umranden die jeweiligen Inserts. 
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Zur Überprüfung der erfolgreichen Klonierung wurde eine Restriktionsanalyse angefert igt, 

wobei die Endprodukte auf ein Agarosegel aufgetragen und unter der UV-Lampe sichtbar 

gemacht wurden. Für die folgende komplette Sequenzierung der Plasmide durch das SeqLab-

Labor und die Kontrolle anhand der Software Finch TV wurden die Plasmide mittels Endo-

Free Plasmid Maxi Kit aufgereinigt und im Verhältnis 1:4 mit TE gemischt. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Klonierungskontrolle 

Zur Kontrolle der gelungenen Klonierung wurde nochmal ein Agarose-Gel angefertigt. Bei 

MMP-9 waren die Fragmente 7440bp und 2486bp groß und wurden mit XhoI und MluI ge-

schnitten, bei PEX-9 waren die Fragmente 7440bp und 1031bp groß.  

 

3.1.2 Erfolgreiche Klonierung des Expressionsvektors (pVLX-TRE3G-ZsGreen1) 

In einem zweiten Klonierungsschritt wurden die Inserts, also die zu untersuchenden Genese-

quenzen, die für MMP-9 und PEX-9 codieren, aus dem pVLX-TRE3G-Vektor amplifiziert 

und in den Vektor pVLX-TRE3G-ZsGreen1 integriert. Dieser Vektor hat durch das enthal-

tene ZsGreen1 den Vorteil, dass man die Zellen anhand der „gelungen Transfektion“ besser 

selektieren kann. Zudem war dieses Vorgehen für die geplanten in vivo Mausmodelle hilf-

reich, um das Tumorausmaß anhand der grünen Fluoreszenz zu bestimmen. Bei diesem Vek-

tor wurde der präparative Verdau erst mit dem Restriktionsenzym EcoRI durchgeführt, das 

Produkt mittels QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und dann mit dem Restriktions-

enzym MluI verdaut. Durch die Agarose-Gelelektrophorese wurden die Fragmente aufge-

trennt und anschließend aus der Gelmatrix eluiert. 
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a)      b)  

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Präparation des Vektors pLVX-TRE3G-ZsGreen1 

Auf dem Bild a) ist der Kontrollverdau des Vektors mit den Restriktionsenzymen MluI und 

XhoI dargestellt. Bild b) zeigt rechts das Agarose-Gel nach der Extraktion der Banden (siehe 

Pfeil) und auf der linken Seite des Markers die DNA-Banden jeweils nach dem Restriktions-

verdau mit EcoRI oder MluI. 

 

3.1.2.1 Gelextraktion von MMP-9 und PEX-9 

Um die Inserts aus dem Vektor pVLX-TR3G zu gewinnen, wurden diese via Gelelektropho-

rese extrahiert und aufgereinigt.  

 

 

 

 

Abbildung 10: Kontrolle der Gelextraktion 

Die Inserts MMP-9 und PEX-9 wurden aus dem Vektor pLVX-TRE3G amplifiziert, in die Gel-

Elektrophorese eingesetzt und anschließend extrahiert. Nach der Aufreinigung der DNA 

wurde ein Kontrollgel angefertigt, das die Kontrollbanden der Inserts MMP-9 und PEX-9 

und des Vektors beinhaltete. 
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3.1.2.2 Klonierung der Inserts in den Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 

Die Klonierung erfolgt mittels In-Fusion® Cloning Kit und wurde durch eine Restriktions-

analyse kontrolliert. Die Plasmide wurden in kompetente Bakterien transformiert. Nach der 

Isolierung dieser Plasmide aus den transformierten Zellen per EndoFree Plasmid Maxi Kit 

wurden sie mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen gespalten, vom SeqLab se-

quenziert und nach Überprüfung der Korrektheit der Sequenzen als Modelle für die folgen-

den Experimente ausgewählt. 

a)

 

b)
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c) 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Klonierung in den Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 

Die Bilder a) und b) zeigen schematisch die Zusammensetzung der neu generierten Plasmide. 

In der Multiple Cloning Site des Vektors wurde dieser an den spezifischen Schnittstellen der 

Restriktionsenzyme, die durch die roten Kästen in der Abbildung hervorgehoben wurden, li-

nearisiert. An dieser Stelle wurden die in den grünen Kästen gezeigten, zu untersuchenden 

Gene MMP-9 und PEX-9 einkloniert. Das Bild c), auf dem die Plasmide vor und nach der 

Spaltung mit EcoRI und MluI dargestellt sind, verdeutlicht die erfolgreiche Klonierung.  
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3.1.3 Transfektion und Auswahl der Klone 

Pro neu generiertem Plasmid wurden mehrere Klone kultiviert und diese auf die Expression 

von MMP-9 bzw. PEX-9 untersucht. Von jedem Konstrukt wurde der Klon mit der größten 

Reinheit nach stabiler Transfektion und mit der stärksten Expression von MMP-9 bzw. PEX-

9 für die weiteren Experimente ausgewählt. 

3.1.3.1 Klonselektion anhand der ZsGreen1-Fluoreszenz 

Zuerst wurden die verschiedenen Plasmide unter dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet, 

um einerseits die Zellmorphologie zu beurteilen und andererseits die Expression von 

ZsGreen1 in den stabil transfizierten kolorektalen Karzinomzellen sichtbar zu machen. Dazu 

wurde das ZsGreen1, das auch Doxycyclin-abhängig exprimiert wird, grünfluoreszierend 

dargestellt. Die DAPI-Färbung diente der Visualisierung der Zellkerne. Somit war darstell-

bar, wie viele der vorhandenen Zellen fluoreszieren. Die Menge der fluoreszierenden Zellen 

war ein Maß für die Reinheit der Klone und spiegelte das Gelingen der Transfektion wieder. 

Die Zellen wurden hierfür einen Tag in 6-Well-Platten kultiviert und nach zwei Tagen mit 

oder ohne Doxycyclin-Behandlung geerntet. 

 

a) 
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Abbildung 12: Klonselektion anhand der ZsGreen1-Fluoreszenz 
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Bild a) zeigt die Behandlung der Zellen vor dem Versuchsstart. Es wurden jeweils Doxycyc-

lin-induzierte Zellen und solche ohne Induktion bezüglich ihrer ZsGreen1-Expression vergli-

chen. Zudem wurden die Zellen (blau-angefärbten Zellkerne) auf ihre ZsGreen1-Expression 

untersucht, um die Transfektion zu überprüfen. Als nächster Schritt wurden verschiedene 

Klone desselben Plasmids auf ihre Expressionsintensität getestet. So wurden für den Vektor 

(b), für PEX-9 (c) und für MMP-9 (d) jeweils die besten Klone ausgewählt. 

 

Anhand der Farbintensität des ZsGreen1s und der Übereinstimmung mit den durch DAPI-

blau gefärbten Zellkernen wurde die stabile Transfektion überprüft und die Vorauswahl der 

Klone getroffen. Bei dem Kontrollvektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 war der Klon mit der la-

borintern vergebenen Nummer K10 am stärksten fluoreszensmarkiert, bei dem Konstrukt 

pLVX-TRE3G-ZsGreen1-PEX-9 war die beste Übereinstimmung der grün und blau leuch-

tenden Farbe im Klon 11. Beim Konstrukt pLVX-TRE3G-ZsGreen1-MMP-9 war die Über-

einstimmung im Klon 13 am stärksten.  

Ein weiteres Kriterium zur Auswahl der Klone war die Zellmorphologie. Durch das Mikro-

skop betrachtet war die Zellform bei den ausgewählten Klonen ohne pathologische Verände-

rungen.  

3.1.3.2 Klonauswahl anhand der Expression von MMP-9 und PEX-9 im Western-Blot 

Zunächst wurden die MMP-9- und PEX-9-Expression der unterschiedlichen Klone auf Pro-

teinebene geprüft. Als Untersuchungsmethode wurde der Western-Blot angewendet. Es be-

stätigte sich das Bild, das sich bereits bei der Fluoreszenz-Untersuchung abzeichnete. Klon 

Nummer 13 des Plasmids MMP-9 zeigte sowohl im Zelllysat als auch im Mediumüberstand 

eine stärkere MMP-9-Expression als die Vergleichsklone, z.B. Klon 14. Im Falle von Plasmid 

PEX-9 war die Expression im Klon 11 sichtbar gesteigert im Vergleich zu der des Klon 12. 

Anhand der Intensität der Western-Blot-Banden, einhergehend mit dem Ergebnis der Fluo-

reszenz-Darstellung, konnte die Wahl der besten Klone getroffen werden: Klon 11 mit dem 

Konstrukt pLVX-TRE3G-ZsGreen1-PEX-9 (PEX-9) und Klon 13 mit dem Konstrukt pLVX-

TRE3G-ZsGreen1-MMP-9 (MMP-9). Außerdem zeigt dieses Testergebnis, dass SW-620 ko-

lorektale Karzinomzellen die Hämopexindomäne von MMP-9 exprimieren können. 
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3.2 EXPRESSION VON MMP-9 UND PEX-9 

Die ausgewählten Klone PEX-9, MMP-9 und entsprechende Kontrollklone wurden sowohl 

auf mRNA als auch auf Proteinebene auf ihre MMP-9-Expression hin kontrolliert. Hierzu 

wurden die Zellen einen Tag in Kulturmedium herangezogen und dann zwei Tage entweder 

mit oder ohne Doxycyclin weiter gezüchtet. 

Es konnte so gezeigt werden, dass die Erstellung neuer funktionsfähiger Expressionskon-

strukte gelungen war. Auf mRNA-Ebene waren deutlich erhöhte Expressionen nach 

Doxycyclin-Induktion für PEX-9 und MMP-9 zu sehen, sowohl mit FCS als auch ohne FCS 

im Medium. Die PCR wurde dreifach durchgeführt und der Mittelwert der Ergebnisse gebil-

det. In der Kontrolle blieb die Expression aus. 

Als nächstes wurden die ausgewählten Klone auf Proteinebene analysiert, indem sowohl das 

Zelllysat als auch der Mediumüberstand auf MMP-9- bzw. PEX-9-Protein hin untersucht 

wurden. Die sezernierten Proteine wurden mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen (siehe 

Abbildung 13). Die 92kDA-Bande zeigt die Proteinexpression von proMMP-9 an. Auf Höhe 

von circa 25kDa befindet sich die Hämopexindomäne von MMP-9. Wie erwartet ließ sich 

bei den Zellen mit dem stabil transfizierten Kontrollvektor keine Expression der gesuchten 

Proteine nachweisen. Bei diesem Experiment wurde als Ladekontrolle des Blots das α-Tubu-

lin mit aufgeführt. 

Zusammenfassend verdeutlichen die Abbildungen in 13, dass das Auswahlverfahren geeig-

net und die Wahl der Klone zielführend waren. Zudem zeigten diese Experimente, dass SW-

620 kolorektale Karzinomzellen MMP-9 und PEX-9 in Zellkultur exprimieren können. Es 

wurden somit geeignete, tumornahe in vitro Modelle konstruiert, die MMP-9 bzw. PEX-9 

stabil exprimieren können. 
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a)  

 

        

 

 

b)  

 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Nachweis der PEX-9- und MMP-9-Expression 
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Bild a) stellt die Behandlung der Zellen vor Versuchsstart dar. Deutlich sichtbar war die 

Überexpression vom PEX-9 und MMP-9 bei Induktion auf mRNA-Ebene (b). Der Western-

Blot bekräftigte dieses Ergebnis und visualisierte die PEX-9-Expression im Mediumüber-

stand und im Zelllysat (c). Als Ladekontrolle wurde α-Tubulin aufgetragen. 

 

3.3 CHARAKTERISIERUNG DER PLASMIDE 

3.3.1 Expressionssteigerung von MMP-9 auf Proteinebene 

Um herauszufinden, ob die Expression von MMP-9 auch kurzfristig von Doxycyclin gestei-

gert wird, wurden die Zellen ein, zwei und drei Tage in Doxycyclin-haltigem Medium 

(100ng/ml) kultiviert. Zudem wurde untersucht, ob unterschiedliche Doxycyclin-Konzentra-

tionen (20ng/ml und 500ng/ml) nach zwei und drei Tagen der Exposition einen Einfluss auf 

die MMP-9-Expression ausüben. 

Abbildung 14: Expression von MM-9 bei unterschiedlicher Doxycyclin-Exposition 

 

Deutlich sichtbar war, dass bei längerer Verweildauer der Zellen in Doxycyclin-haltigem Me-

dium die Expression von MMP-9 im Mediumüberstand zunahm. Im Lysat zeigte sich eine 

Doppelbande, wobei die obere Bande bei längerer Doxycyclin-Exposition kräftiger wurde, 

die untere schwächer. Es war außerdem zu beobachten, dass die Expressionsbande bei nied-

rigeren Doxycyclin-Dosen schwächer und bei höheren stärker wurde. Die ohne Doxycyclin 

im Medium gewachsenen Zellen exprimierten die Proteine gar nicht. Daraus schlossen wir, 
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dass die MMP-9-Expression von der Doxycyclin-Konzentration und von der Expositions-

dauer gegenüber Doxycyclin abhängig war. Außerdem wurde nachgewiesen, dass die Ex-

pression von MMP-9 durch Doxycyclin induziert wird.  

3.3.2 Steigerung Proteinexpression von MMP-9 und PEX-9 im Langzeitversuch  

Nachdem bestätigt wurde, dass die Zellklone MMP-9 bzw. PEX-9 exprimieren, wurde im 

Langzeitverlauf beobachtet, wie sich die Proteinexpression während einer achtwöchigen Ex-

position mit Doxycyclin in Medium verhält. Dies war besonders in Anbetracht der geplanten 

Tumorwachstumsexperimente im Mausmodell von Bedeutung. Zu drei Zeitpunkten (2 Wo-

chen, 4 Wochen und 8 Wochen) wurde MMP-9 und PEX-9 sowohl im Mediumüberstand als 

auch im Zelllysat per Western-Blot visualisiert. 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Langzeitexposition mit Doxycyclin 

Messung von MMP-9 und PEX-9 nach 2, 4 und 8 Wochen bei den Konstrukten PEX-9 und 

MMP-9, α-Tubulin ist als Ladekontrolle aufgetragen. 

 

Es konnte demonstriert werden, dass im Mediumüberstand die Menge an MMP-9 bzw. PEX-

9 auch über einen langen Zeitraum hinweg konstant bleibt bzw. zunimmt. Das heißt, dass bei 

längerer Doxycyclin-Exposition mehr MMP-9 bzw. PEX-9 sezerniert, also aus der Zelle 

ausgeschleust wird. In der Zelle selbst bleibt die Expression gleich bzw. nimmt leicht ab.  
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3.3.3 Proteom Profilier Array 

Mittels eines Proteom Profiler Arrays wurden 46 Kinasen untersucht, um einen Anhalt dafür 

zu finden, welche Funktionen durch die Expression der Transgene MMP-9 und PEX-9 in den 

Zellen ausgelöst wurden. 

Die Zellen, die mit Doxycyclin kultiviert wurden, wurden hierbei mit denen ohne Doxycyc-

lin-Induktion verglichen, indem sie jeweils auf eine Membran A und eine Membran B über-

führt wurden. So konnten besonders spezifische Phospho-Kinasen untersucht werden. Zur 

Überprüfung der Aussagekraft des Arrays waren auf jeder Membran Positiv- und Negativ-

kontrollen aufgetragen. 

 

Abbildung 16: Schablone der Membranen A und B des Phospho-Kinase-Arrays 

Die Orte der Positiv-Kontrolle sind mit einem grünen Kreuz markiert, die der Negativ-Kon-

trolle mit einem roten Minus-Zeichen. 

 

3.3.3.1 Ergebnisse des Proteom Profilier Array bei MMP-9 

Die Probe (Zelllysat), die in den Phospho-Kinase Array eingesetzt wurde, wurde zuerst auf 

ihre MMP-9-Expression per Western-Blot untersucht. Im Anschluss an den Nachweis der 

MMP-9-Expression, konnte die Probe zur Prüfung verschiedener Phosphorylierungsstufen 

unterschiedlicher Signalproteine in den Proteom Profiler Array eingesetzt werden. 

Sehr deutlich ergab sich eine stärkere Phosphorylierung an der Position S1177 der endothe-

lialen Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) bei den Zellen, die nicht dem Antibiot ikum 

Doxycyclin ausgesetzt waren, also keine Induktion von MMP-9 aufwiesen. Auch Akt war 
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bei Zellen ohne Doxycyclin-Induktion an der Position S473 stärker phosphoryliert. Die com-

putergestützte densitometrische Auswertung der Signalintensitäten demonstrierte eine circa 

zweifach stärkere Phosphorylierung von Akt. Im Vergleich hierzu war eNOS vierfach stärker 

phosphoryliert. Dieses Auswertungsergebnis bezog sich auf einen Röntgenfilm, der eine Mi-

nute lang entwickelt wurde. Bei beiden Proteinen handelt es sich um Kinasen, die eine tra-

gende Rolle im NO-Signalweg einnehmen. Das bedeutet, dass Klone, die mit MMP-9 neu 

generiert wurden, weniger phosphoryliertes eNOS und auch weniger phosphoryliertes Akt 

besitzen.  

Im Folgenden ist der teils mit bloßem Auge erkennbare Unterschied nochmals graphisch 

dargestellt. Details zur Auswertung des Arrays sind dem Anhang zu entnehmen. 

 
 
 
a) 

 
 
 
 
 
b)  
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c)  
  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Proteom Profiler MMP-9 

Die Zellen wurden, wie in Bild a) gezeigt, 2 Tage mit Doxycyclin-haltigem Medium induziert 

oder ohne Induktion weitergezogen. Danach wurden die Zellen auf ihre MMP-9-Expression 

mittels eines Antikörpers gegen MMP-9 kontrolliert (b) und - als dieser Test positiv ausfiel - 

der Array durchgeführt. Es wurden jeweils eine Membran A und B ausgewertet (c). Durch 

die roten Kästen sind die veränderten Phosphorylierungs-Stellen Akt S473 und eNOS S1177 

gekennzeichnet. 
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b)    

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Auswertung des Proteom Profilers 

Durch den Array, der mit MMP-9 transfizierten Zellen durchgeführt wurde, konnte gezeigt 

werden, dass die Zellen aus der Kultivierung ohne Doxycyclin stärkere Phosphorylierungen 

bei Akt S473 und eNOS S1177aufweisen als die Zellen aus der Kultivierung mit benanntem 

Stoff (a). Das Volumen beschreibt das Dichtevolumen der Punkte und wird als Summe aller 

Grauwerte der Pixel, die zu einer Fläche gehören, angegeben. Der Hintergrund ist bereits 

abgezogen (Biometra GmbH, 2012). Zur besseren Visualisierung, ist in der Graphik b) das 

Ergebnis als X-Fold-Change-Diagramm (Quotient aus den Einzelintensitäten) abgebildet 

worden. Hier ist der Unterschied in absoluten Zahlen graphisch dargestellt.  

 

3.3.3.2 Ergebnisse des Proteom Profilier Array bei PEX-9 

In diesem Experiment wurde die eingesetzte Probe (Zelllysat) mittels Western-Blot auf ihre 

PEX-9-Expression geprüft. Nach positivem Ergebnis wurde die Probe in den Phospho-

Kinase-Array eingesetzt. Es ergab sich kein Unterschied zwischen den Doxycyclin-induzier-

ten Zellen und denen, die ohne Doxycyclin kultiviert worden waren. 
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a) 

 

 

 

 

b)   

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Proteom Profiler PEX-9 

Die Zellen wurden, wie in Bild a) gezeigt, zwei Tage in Doxycyclin-haltigem Medium heran-

gezogen. Danach wurden die Zellen mittels Antikörper gegen PEX-9 (ein polyklonales Anti-

serum gegen MMP-9, das die PEX-9 erkennt) auf ihre PEX-9-Expression hin kontrolliert (b) 

und - als dieser Test positiv ausfiel - der Array durchgeführt. Es zeigt sich kein Einfluss durch 

die PEX-9-Expression 

.  
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3.3.4 Genexpression auf mRNA-Ebene bei MMP-9  

Nach den Ergebnissen des Phospho-Kinase Arrays wurde die Expression von MMP-9 auf 

mRNA-Ebene untersucht. Zunächst wurde die Überexpression von MMP-9 kontrolliert. 

Diese war vorhanden. Anschließend wurden für das MMP-9-Konstrukt auf mRNA-Ebene 

sowohl eNOS als auch die Gene analysiert, die mit eNOS interagieren (MYB, VEGF). 

 

a) 

 

 

 

b) 
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c)  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Genexpression auf mRNA-Ebene 

Das Schema der Zellvorbereitung ist auf Bild a) zu sehen. Graphik b) zeigt die Überexpres-

sion (Kopienanzahl) von MMP-9 bei Doxycyclin-Induktion (Mittelwert aus drei Bestimmun-

gen), Graphik c) demonstriert das Ergebnis der PCR für die Gene eNOS, VEGF und MYB. 

Es wurde nach der ΔΔCt-Methode ausgewertet, jeweils die Ausprägung der Expression bei 

Doxycyclin-Induktion im Verhältnis zum Housekeeping-Gen und zum Wert ohne Doxycyclin-

Induktion. Dargestellt ist der Vergleich zwischen dem Vektor und MMP-9, um den Einfluss 

des ZsGreen1 einschätzen zu können. 

 

Die eNOS-Expression wurde bei Doxycyclin-Induktion geringer, was nicht allein durch 

ZsGreen1 oder andere Vektorbestandteile ausgelöst wurde. Hierzu ist als Vergleich der Vek-

tor mit aufgetragen. VEGF wurde bei Doxycyclin- induzierten Zellen vermindert, MYB ver-

mehrt exprimiert.  

3.3.5 Positiver Nachweis der Proteinexpression von eNOS und Akt bei MMP-9 

Die Ergebnisse des Phospho-Kinase Arrays des Konstrukts MMP-9 wurden auf Protein-

Ebene verifiziert. Es wurden die gleichen Proben wie im Proteom Profiler eingesetzt. Zuerst 

wurde versucht, die auffälligsten Unterschiede zu reproduzieren. Hierfür wurde ein Western-

Blot mit dem P-eNOS Antikörper durchgeführt. Allerdings war es nicht möglich, die Banden 

stark genug abzubilden, sodass die Unterschiede zwischen Zellen mit und ohne Doxycyclin-
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Behandlung nicht zu beurteilen waren. Verschiedene Entwicklungszeiten, unterschiedliche 

Entwickler (ECL) und höhere Konzentrationen an Antiköpern wurden erfolglos ausprobiert . 

Deshalb wurden die Proben nun im Western-Blot auf ihre Expression von P-Akt und eNOS 

getestet.  

 

Abbildung 21: Western-Blot 

Expression von Phospho-Akt, Akt, eNOS und α-Tubulin beim 

MMP-9-Konstrukt. 

 

 

Der Western-Blot zeigt, dass sowohl die Bande von P-Akt (60kDa) im Vergleich zu der La-

dekontrolle Akt (60kDa) als auch die Bande von eNOS (140kDa) im Vergleich zur Ladekon-

trolle α-Tubulin (55kDa) nach Doxycyclin-Induktion schwächer waren. Dies bestätigt die 

Ergebnisse des Phospho-Kinase Arrays. Die verminderte Phosphorylierung von P-eNOS 

(Phospho-eNOS) kann nach unseren Befunden durch eine verminderte Expression von eNOS 

bedingt sein, da letzteres in Doxycyclin- induzierten Zellen ebenfalls geringer exprimiert 

wird.  

 

3.4 AUSBILDUNG VON TUMOREN IM TRANSGENEN MAUSMODELL  

Die in dieser Arbeit konstruierten Expressionskonstrukte MMP-9, PEX-9 und die Kontrolle 

führten in den Mausmodellen nach subkutaner Injektion der Zellen allesamt zu Tumoren.  
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a) 

b)  

Abbildung 22: Tumorwachstum der Expressionskonstrukte nach subkutaner Injektion im 

Nacktmausmodell 

In Bild a) sind die Tumore ohne Doxycyclin-Induktion, in Bild b) die Ergebnisse mit Doxycyc-

lin dargestellt. Die obere Reihe zeigt die Tumore, die untere jeweils die dazugehörigen his-

tologischen Schnitte. 
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4 DISKUSSION 

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist der dritthäufigste Tumor der westlichen Welt (Krebsre-

gisterdaten Robert Koch Institut, Stand 12/2015). Metastasierung, Invasivität und Angioge-

nese sind entscheidende Parameter bezüglich der Aggressivität des kolorektalen Karzinoms. 

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) spielen hierbei eine wichtige Rolle, da sie am Um-

bau der extrazellulären Matrix beteiligt sind. Die Gelatinasen MMP-9 und MMP-2 werden 

in kolorektalen Karzinomzellen im Vergleich zum gesunden umgebenden Gewebe verstärkt 

exprimiert (Roeb, 2001; Kessenbrock, 2010). Besonders MMP-9 ist bei verschiedenen Tu-

moren für die Bildung von neuen Blutgefäßen während des Tumorwachstums, für die Tumo-

rinvasion und die Tumormetastasierung verantwortlich (Bergers, 2000; Coussens, 2000; 

Zheng, 2006; Merdad, 2014). Die Expression der Proteinasen kann vom Tumorgewebe selbst 

oder von den umliegenden Stromazellen ausgehen (Westermarck, 1999). Eine kurative The-

rapie des kolorektalen Karzinoms ist vor allem im metastasierten Stadium noch nicht mög-

lich. Die Entwicklung von Breitband-Inhibitoren der MMPs scheiterte in der Vergangenhe it 

aufgrund fehlender Spezifität (Hua, 2011). Die entwickelten Inhibitoren wurden vor allem in 

klinischen Studien bei Patienten im Endstadium eines Karzinoms getestet, ohne dass die 

Wirkweise der MMPs bekannt war (Jodele, 2006). Die Breitband-Inhibitoren sollten kataly-

tisch wirksam sein. Jedoch spielen nach neueren Erkenntnissen bei der Metastasierung auch 

nicht-katalytische Mechanismen eine Rolle, sodass die entwickelten Inhibitoren das Out-

come der Patienten nicht verbessern konnten (Redondo-Muñoz, 2010). Zudem wurden uner-

wünschte Nebenwirkungen wie die Zunahme von Lebermetastasen oder das Auftreten eines 

muskuloskelettalen Syndroms dokumentiert (Krüger, 2001; Bramhall, 2002). Die gezielte 

Inhibition einzelner MMPs oder sogar einzelner Bestandteile einer MMP ist daher ein inte-

ressanter Ansatzpunkt in der antitumoralen Therapie geworden. Dazu ist es notwendig, die 

individuelle Rolle der jeweiligen Peptide der MMPs zu kennen. Die beim kolorektalen Kar-

zinom (KRK) verstärkt exprimierten Gelatinasen bestehen aus einem Signalpeptid, einem 

Propeptid, einem katalytischen Zentrum, einer fibronektin-ähnlichen Domäne, einer Hinge-

Region und der Hämopexindomäne (PEX) (Benoit de Coignac, 2000).  

Im Boyden-Chambermodell konnte an Melanomzellen nachgewiesen werden, dass die Hä-

mopexindomäne der MMP-9 eine hohe Affinität an das Substrat Gelatine hat. Hieraus resul-

tiert, dass rekombinante PEX-9 die MMP-9-Aktivität antagonisiert und daher sowohl die 
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MMP-9-Aktivität als auch die Tumorzellinvasion hemmt. Die Migration von malignen Me-

lanomzellen in vitro war im Beisein von rekombinanter PEX-9 reduziert (Roeb, 2002).     

Dem gegenüber stehen die Ergebnisse von Redondo-Muñoz. Bei leukämischen B-Zellen 

konnte gezeigt werden, dass die solitäre PEX-9 durch Bindungen an zelluläre Oberflächen-

proteine Überlebenssignale induziert und somit die Tumorzellen vor Apoptose schützt (Re-

dondo-Muñoz, 2010). Diese unterschiedlichen Wirkungsweisen bezüglich des Effekts von 

PEX-9 auf das Überleben der malignen Zellen und auf das Tumorwachstum können auf die 

verschiedenen Zellarten, die jeweilige Signalkaskade beziehungsweise den Wirkmechanis-

mus zurückzuführen sein: bei Melanomzellen wirkt PEX-9 antagonistisch auf die Migration, 

bei chronisch lymphatischen Leukämiezellen löst PEX-9 durch Rezeptorbindungen eine Sig-

nalkaskade aus, die die Zellen vor Apoptose schützt.   

Rekombinante PEX-9 konnte die Migration von kolorektalen Karzinomzellen (SW-620 und 

LS174) im modifizierten Boyden Chamber-Experiment hemmen. Die Adhäsion der Karzi-

nomzellen an Komponenten der EZM (Kollagen Typ I und Gelatin), ein erster Schritt im 

Abbau der EZM, konnte durch PEX-9 reduziert werden (Burg-Roderfeld, 2007). Der genaue 

molekulare Mechanismus konnte bislang noch nicht geklärt werden.   

Die Interaktion von MMPs, besonders MMP-9 und PEX-9, mit den Tumorzellen spielt nach 

dem jetzigen Stand der Literatur eine wichtige Rolle bei der Tumorinvasion und -ausbreitung 

des kolorektalen Karzinoms (Roeb, 2001; Burg-Roderfeld, 2007; Hua, 2011; Said, 2014). 

Zunächst waren in vivo Untersuchungen von kolorektalen Karzinomzellen notwendig, um 

ein genaueres Verständnis der Signalwege und die Entwicklung von antitumoralen und anti-

metastatischen Therapien voranzutreiben. Ziel der Tierversuche ist, die hemmende Wirkung 

von PEX-9 auf das Tumorwachstum und die Angiogenese von kolorektalen Karzinomze llen 

im Mausmodell zu verifizieren und zu entschlüsseln. Dadurch sollen sich konkrete therapeu-

tische Möglichkeiten für die Anwendung der PEX-9 beim kolorektalen Karzinom manifes-

tieren. 

Als Vorbereitung der Nacktmausversuche wurden in der hier vorliegenden Arbeit kolorektale 

Karzinomzellen stabil mit MMP-9 und PEX-9 transfiziert und die Expression der transfizier-

ten Gensequenzen auf RNA und Proteinebene kontrolliert. Diese stabil MMP-9 und PEX-9 

exprimierenden Zellen wurden für die Nacktmausmodelle zur Erzeugung subkutaner Tumore 
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verwendet. In vivo wurden das Tumorwachstum und die Angiogenese makroskopisch und 

histologisch untersucht. Die Tierversuchsergebnisse selbst sind nicht Bestandteil der vorlie-

genden Dissertation, können aber als Beweis der erfolgreichen Etablierung spezifischer Tu-

morzellen grundsätzlich und qualitativ herangezogen werden.  

Die Charakterisierung der stabil transfizierten Tumorzellen in vitro (also in Zellkultur) ist ein 

weiterer Teil der vorliegenden Arbeit unter besonderer Berücksichtigung von Signalwegen 

und Proteinexpression.   

Die Ergebnisse der Arbeit können wie folgt zusammengefasst werden: 

1. Im Zelllysat der Tumorzellen, die MMP-9 unter Doxycyclin-Induktion stabil exprimierten, 

konnte eine geringere Menge an phosphoryliertem eNOS (P-eNOS) und phosphorylier tem 

Akt (P-Akt) im Vergleich zu den Zellen ohne Induktion nachgewiesen werden. 

2. Unsere Versuche zeigten bei den Zellen des Konstruktes MMP-9 nach Doxycyclin-Induk-

tion einen Abfall der eNOS-Expression auf Protein- und RNA-Ebene sowie der VEGF-Ex-

pression auf RNA-Ebene. 

3. Die Zellen des MMP-9-Konstrukts wiesen nach Doxycyclin-Induktion im Vergleich zum 

alleinigen Vektor eine gesteigerte Expression des Onkogens MYB auf RNA-Ebene auf. 

 

4.1 DISKUSSION DER METHODEN 

4.1.1 Klonierung 

Ziel der Arbeit war es, durch stabile Transfektion kolorektale Zellen zu etablieren, die mittels 

Doxycyclin-Induktion MMP-9, PEX-9 oder den alleinigen Vektor exprimieren. Simultan zur 

Expression der genannten Proteine wurde ZsGreen1 exprimiert, um die Transfektionseffizi-

enz anhand der Fluoreszenz überprüfen zu können.  

ZsGreen ist ein grün fluoreszierendes Protein der Krustenanemone Zoanthus species. Durch 

das im Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 enthaltene ZsGreen1 wurden Zellen erzeugt, die un-

ter Fluoreszenz sichtbar sind. Dadurch sind diese Zellen in den Mausversuchen besser zu 
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detektieren. Um einen Einfluss auf die Genexpression der Plasmide durch ZsGreen1 auszu-

schließen, wurde der reine Vektor, der ebenso ZsGreen1 enthält, als Kontrolle eingesetzt. 

Für die gezielte Anschaltung des Transgens wurde ein Vektor ausgewählt, der durch das An-

tibiotikum Doxycyclin induzierbar ist. Doxycyclin kann unter Umständen die Zellprolifera-

tion oder Geneexpression beeinflussen (Ahler, 2013). Doxycyclin wird auch zur antitumora-

len Therapie eingesetzt, da es beim KRK Apoptose auslösen, Zellproliferation vermindern 

und Invasion hemmen kann (Onoda, 2004; Onoda, 2006). Daher haben wir für den Klonie-

rungsprozess einen Vektor gewählt, der sehr sensitiv für das Antibiotikum ist, um dessen 

Dosis so niedrig wie möglich zu halten. Diese Anforderung traf auf das pLVX-TRE3G-

ZsGreen1-System zu (Zhou, 2006).  

Die transfizierten Tumorzellen exprimierten ein Transaktivatorprotein, das sogenannte Tet-

On 3G. Durch die Bindung von Doxycyclin an das Transaktivatorprotein kommt es zu einer 

Konformationsänderung des Proteins. Dieses System hat eine höhere Sensitivität gegenüber 

Doxycyclin als die beiden Vorgängermodelle des gewählten Transaktivators (Tet-On System 

und Tet-On Advanced System). Durch die Konformationsänderung wurde der TRE3G-Pro-

motor aktiviert und induzierte die Expression von ZsGreen1, MMP-9 oder PEX-9. Das Tet-

On System arbeitet mittels einer An- bzw. Ausschaltung der Genexpression durch die Anwe-

senheit bzw. Abwesenheit des Auslösers (Doxycyclin) (Goverdhana, 2005).  

Die Wahl des Promotors, der das Transaktivatorprotein exprimiert, beruhte auf der Notwen-

digkeit einer langfristigen stabilen Expression der Reporterproteine ZsGreen1, MMP-9 und 

PEX-9 in unseren Versuchen. Der in dieser Arbeit verwendete Promotor EF1-alpha (human 

elongation factor 1α promoter) ist dem häufiger verwendeten CMV-Promotor (cytomegalo-

virus immediate-early promoter) insofern überlegen, da bei stabil transfizierten Zellen mit 

EF1-alpha weniger Silencing (Gen-Stilllegung) beobachtet wurde. Gemessen wurden die Un-

terschiede der Expression anhand des Fluoreszenzfarbstoffs GFP (green fluorescent protein). 

Durch den Promotor EF1-alpha entstand eine langfristige Expression des Transaktiva tors 

(Teschendorf, 2002). Als Grund der erhöhten Gen-Stilllegung bei Verwendung eines CMV-

Promotors konnte dessen Methylierung festgestellt werden (Brooks, 2004). Dies war ein wei-

terer Grund für die Wahl eines anderen Promotors. 
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4.1.2 Western-Blot 

Der Western-Blot diente dazu, Proteine (hier MMP-9, PEX-9, eNOS, Akt) mittels spezifi-

scher Antikörper korrekt zu identifizieren. Eine Fehlinterpretation kann durch unspezifische 

Banden verursacht werden. Diese können zum Beispiel durch Proteasen-Degradation entste-

hen. Zur Vermeidung von unspezifischen Banden kann die gesamte Proteinmenge oder die 

Antikörpermenge reduziert werden (Mahmood und Yang, 2012). Im Western-Blot waren die 

von uns verwendeten Antikörper - die teilweise von unterschiedlichen Herstellern bezogen 

wurden - in ihrer Qualität nicht zu normieren. hMMP-9 ist ein polyklonaler Antikörper, der 

sowohl MMP-9 als auch PEX-9 detektieren kann. Bei Western-Blot-Untersuchungen wurden 

in unter 1% Kreuzreaktionen mit rekombinant hergestellten MMP-1, -2, -3, -7, -8, -10, -12 

und -13 festgestellt (R&D Systems, product details). Phospho-eNOS (monoklonal) wirkt nur, 

wenn eine Phosphorylierung an Ser117 stattgefunden hat. Dass P-eNOS in unseren Versu-

chen nicht darstellbar war, könnte z.B. daran liegen, dass die Ser117 Phosphorylierung nicht 

ausreichend stattgefunden hat. Zur Ausschaltung weiterer Fehlerquellen wurden die Antikör-

perkonzentration, die Entwicklungszeit und die Entwicklungsdauer überprüft und gezielt op-

timiert. Phospho-Akt (polyklonal) detektiert nur die Phosphorylierung von Akt an der Ser473 

Seite. Der verwendete Akt-Antikörper ist monoklonal. Die Unterschiede zwischen monoklo-

nalen und polyklonalen Antikörpern sind ihr Bildungsort und ihre Bindungsstelle. Polyklo-

nale Antikörper entstehen aus B-Zellen und binden daher an unterschiedliche Epitope eines 

Antigens. Monoklonale Antikörper erkennen nur ein spezifisches Epitop und gehen auf einen 

B-Lymphozyten (einen Zellklon) zurück. Aufgrund der Herkunft aus einer gemeinsamen 

Zelllinie haben monoklonale Antikörper eine höhere Spezifität als polyklonale Antikörper 

und die erzielten Ergebnisse sind gut reproduzierbar (Hauk, 2014). 

4.1.3 Phospho-Kinase-Array 

Der Phospho-Kinase-Array wurde durchgeführt, um schnell und sensitiv eine Vielzahl an 

Phosphorylierungen zeitgleich untersuchen zu können. Die Phosphorylierung wird durch 

Kinasen katalysiert und spielt bei der Signaltransduktion eine wichtige Rolle. Durch das Hin-

zufügen einer Phosphatgruppe an ein Protein werden dessen Aktivität und/oder Funktion ge-

ändert (Graves und Krebs, 1999).  
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Phospho-Kinase-Arrays haben in zahlreichen und unterschiedlichen Studien wichtige Ergeb-

nisse hervorgebracht. 2011 stellte beispielsweise eine französische Arbeitsgruppe anhand des 

Phospho-Kinase-Arrays fest, dass die Leucinsupplementation die Phosphorylierung von 

PI3K, Akt, AMPK, p38, MAPK, JNK, GSK-3α/β, STAT3 und STAT5 erhöht und somit die 

Zellproliferation im menschlichen Dünndarm durch den PI3K/Akt/GSK-3/β-Catenin Signal-

weg erhöht wird (Coëffier, 2011). Bei Untersuchungen des diffusen malignen Mesothelioms 

wurde ein Phospho-Kinase-Array verwendet, um die nachgeschalteten Aktivitäten von Aki1-

positiven Zellen mit den Aki1-knockdown Zellen zu vergleichen. Durch einen Phospho-

Kinase-Array konnte dabei gezeigt werden, dass die Gen-Stilllegung von Aki1 zu Änderun-

gen an verschiedenen Phosphorylierungs-Stellen geführt hat. Unter anderem hat die Aki1-

Downregulation verminderte Phospho-CREB1-Mengen zur Folge, und kann so als therapeu-

tisches Ziel einer Tumorbehandlung betrachtet werden (Yamada, 2015).  

Ein weiterer Vorteil des Arrays lag darin, dass gleichzeitig mehrere Protein-Kinasen, die 

beim KRK eine Rolle spielen, auf ihre Phosphorylierung hin untersucht werden konnten. Es 

handelte sich zunächst um ein breit angelegtes Screening, nach dessen Ergebnis mit weiteren 

gezielten Methoden (z.B. Western-Blot und PCR) spezifische Faktoren untersucht werden 

konnten. Das verwendete Verfahren mit Mehrfachantikörpern bot zudem die Möglichke it, 

Probenmenge zu sparen (R&D System, product details).   

 

4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

4.2.1 Langzeitexpression 

Langzeitversuche mit Zellkulturen über mehrere Wochen wurden mit Hinblick auf die 

anschließenden Nacktmaus-Versuche durchgeführt. Im Tiermodell waren für die 

Tumoranalysen Wachstums- und Beobachtungsphasen von 3-8 Wochen nötig. Dieser 

Zeitraum wurde nach Sichtung einschlägiger Literaturangaben gewählt: Trainer et al. 

untersuchte die Kanzerogenität humaner kolorektaler Karzinomzelllinien. Im Mausmode ll 

konnten binnen 10 Tagen nach Injektion von SW-620 Zellen Tumoren palpiert werden. Sie 

erreichten 20-60 Tage nach der Inokulation einen Durchmesser von 1 cm (Trainer, 1988). Bei 

den Analysen des Onkogens KRAS im Kolonkarzinom von Le Roll et al. wuchsen die 

subkutanen Tumoren der SW-620 Zellen im Mausmodell 21 Tage (Le Rolle, 2016). Zur 
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Beurteilung des Einflusses von Fischöl auf das Wachstum von Kolontumoren im 

Nacktmausmodell (Balb/c) wurden SW-620 Zellen subkutan injiziert und die Tumore nach 

23 Tagen untersucht (Bathen, 2008). Die exakte Tumorwachstumsdauer in vivo in unserem 

Setting wurde in einem Vorversuch festgelegt (Tumorgröße: ca. 1cm Durchmesser, Tumor-

Volumen: 500mm3). In den in vitro Langzeitversuchen konnte eine größere MMP-9- und 

PEX-9-Expression bei langzeitiger Doxycyclin-Induktion nachgewiesen werden. Im 

Hinblick auf die Tierversuche war die Transgenexpression in vitro über die geplante 

Tierversuchsdauer essentiell. Uns gelang eine Visualisierung der konstanten 

Transgenexpression über mehrere Wochen. Ergänzend wurde gezeigt, dass ein 

Untersuchungszeitpunkt um die vierte Woche für die weiteren Mausexperimente geeignet ist.  

Im Western-Blot war zu diesem Untersuchungszeitpunkt die Bande von MMP-9 und PEX-9 

im Mediumüberstand und im Zelllysat im Vergleich zu den anderen Untersuchungsze iten 

ähnlich stark darstellbar. Dies bedeutet, dass zu diesem Zeitpunkt die Expression von MMP-

9 und PEX-9 in der Zelle stabil war und kontinuierlich Proteine aus der Zelle ausgeschleust 

wurden. 

4.2.2 Erfolgreicher Einsatz der transgenen Zellen im Mausmodell 

Um das Tumorwachstum und die Angiogenese des kolorektalen Karzinoms im Mausmodell 

erforschen zu können, wurden die in dieser Arbeit erstellten Expressionskonstrukte in stabil 

transfizierten Tumorzellen bei Mäusen in den rechten dorsalen Flankenbereich subkutan in-

jiziert. Es wurde ein xenogenes Mausmodell gewählt (humane Zellen in murinem Gewebe), 

um die Effekte der transgenen Zellen klar von den Nacktmaus-eigenen Proteinen untersche i-

den zu können. Den Nacktmäusen fehlt der Thymus und somit ein Teil der Immunabwehr 

(Pantelouris, 1968). Das Immunsystem besteht aus einem angeborenen und einem erworbe-

nen System. Die Immunantwort kann wiederum in eine zelluläre und eine humorale unterteilt 

werden. Der Thymus stellt den Ausreifungsort der Immunzellen dar (Neumann, 2008). In-

folge der Thymusaplasie können die Mäuse keine funktionsfähigen T-Lymphozyten ausbil-

den. Durch die fehlende zelluläre Immunabwehr wurden die injizierten humanen kolorekta-

len Karzinomzellen von den Tieren nicht abgestoßen (Gould, 2015). Die Doxycyclin-Induk-

tion erfolgte über das Futter. Die verwendete kolorektale Zelllinie SW-620 war bereits dafür 

bekannt, nach subkutaner Injektion solide, palpable nicht metastasierende Tumoren auszu-

bilden (Stragand, 1981; Kim, 2009). Die Zelllinie ist gut erforscht und reagiert, wie zuvor in 



Diskussion 

86 

 

der Arbeitsgruppe AG Roeb demonstriert wurde, auf rekombinante PEX-9 (Burg-Roderfe ld, 

2007). Aufgrund der Genmutationen in dieser aus einer Lymphknotenmetastase stammenden 

kolorektalen Zelllinie war von einem schnellen Tumorwachstum auszugehen (Ahmed, 2013). 

In den Nacktmaus-Versuchen werden in weiteren Analysen, die außerhalb der vorliegenden 

Promotion stattfinden, Unterschiede von MMP-9 und der PEX-9 auf Tumorwachstum und 

Angiogenese bei kolorektalen Karzinomzellen untersucht. Die Tumorgröße wurde mit Hilfe 

eines Messschiebers zu unterschiedlichen, definierten Zeitpunkten dokumentiert. Nach Ent-

nahme der Tumore wurde das jeweilige Gewicht bestimmt. Die histopathologischen Unter-

suchungen zur Klassifikation der Tumore sind noch in Arbeit. Nach vollständiger Auswer-

tung der Versuche werden diese zusammengefasst und publiziert.  

Als ein wichtiges und entscheidendes Ergebnis der vorliegenden Dissertation ist anzusehen, 

dass die etablierten Expressionskonstrukte in SW-620 Zellen zu einem Tumorwachstum bei 

allen Versuchstieren führten.  

4.2.3 Relevanz der durch MMP-9 regulierten Phospho-Kinasen 

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war die Charakterisierung der stabil transfizierten Zellen, um 

einen tieferen Einblick in die Signalwege und die Tumorausbreitung in vitro zu erlangen. 

Durch die Durchführung des Phospho-Kinase Arrays wurde belegt, dass MMP-9 einen Ein-

fluss auf die kolorektalen Karzinomzellen und die intrazellulären Signalwege hat. Durch 

MMP-9 änderte sich die Aktivierung verschiedener Signalwege in kolorektalen Karzinom-

zellen. Eine abnorme Kinaseaktivität spielt bei einigen Erkrankungen sowie bei der Krebs-

entstehung eine Rolle (Cohen, 2001). 

4.2.3.1 eNOS und Akt 

Im Phospho-Kinase-Array wurden bei dem Expressionskonstrukt MMP-9 bei Doxycyclin-

Induktion eNOS an der Ser1177 und Akt an der Stelle Ser473 vermindert phosphoryliert. Im 

Western-Blot ließ sich dieses Ergebnis reproduzieren: verminderte Bandenstärke bei P-Akt 

und eNOS bei Doxycyclin-Induktion. Die endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthasen (e-

NOS, auch NOS3 genannt), die katalytisch aktiv sind, liegen als Homodimere vor. Sie verfü-

gen über eine C-terminale Reduktase-Domäne und eine N-terminale Oxygenase-Domäne 

(Pfeiffer, 1999). Diese endotheliale Isoform der NOS spielt bei der Blutdruckeinstellung, der 
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Angiogenese und dem vaskulären Umbau eine ausschlaggebende Rolle (Shesely, 1996; 

Murohara, 1998; Rudic, 1998; Balligand, 2009; Förstermann und Sessa, 2012). eNOS syn-

thetisiert NO aus L-Arginin und NADPH. NO ist ein freies Radikal, welches bei vielen Pro-

zessen als biologischer Mediator fungiert, z.B. bei der Neurotransmission und bei antitumo-

ralen Aktivitäten (Fukumura, 2006). Der eNOS-NO-Signalweg scheint auch einen wichtigen 

Einfluss auf die Angiogenese zu haben. Die Ausschaltung von eNOS führte im Tierversuch 

zu einer reduzierten Bildung neuer Blutgefäße (Smith, 2002). Die eNOS-Aktivität wird durch 

co- und post-translationale Lipidmodifikation reguliert. Scherstress und metabolischer Stress 

führen durch eine Phospholipase-C-Ca2+-Calmodulin Bindung zu einer eNOS-Aktivierung 

(Sessa, 2004). Fulton et al. 1999 haben nachgewiesen, dass eNOS von Akt phosphoryliert 

wird und es durch diese Enzymaktivierung zur NO-Produktion kommt (Fulton, 1999). Mi-

chell und Dimmeler haben diese Tatsache im selben Jahr bestätigt (Dimmeler, 1999; Michell, 

1999). Diese früheren Erkenntnisse spiegelten sich in den Ergebnissen der vorliegenden Ar-

beit wieder. Im Phospho-Kinase-Array von MMP-9 waren bei Doxycyclin-Induktion sowohl 

das P-Akt als auch das P-eNOS erniedrigt. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Überex-

pression von Osteopontin bei Gliomzellen über den Akt-eNOS-NO-Signalweg zur gesteiger-

ten Angiogenese führt (Wang, 2011).  

Im Jahr 2008 zeigte Lim et al., dass die verminderte Phosphorylierung von eNOS die Tumo-

rentstehung verhindert und die Tumoraufrechterhaltung verringert. Dies lässt vice versa ver-

muten, dass der PI3K–Akt–eNOS–(wild-type)-Ras Signalweg zum Tumorwachstum führt. 

Diese Aussage wurde an eNOS-knockout Mausmodellen nach der Injektion mit Pankreas-

Tumorzellen ermittelt (Lim, 2008). eNOS wurde im Gefäßsystem vieler Tumore entdeckt 

und ging mit erhöhter Tumorangiogenese und Metastasierung einher. Ying beschrieb, dass 

niedrig pathologische NO-Werte, die durch eNOS entstanden sind, prokarzinogen wirken 

(Ying, 2007). NO kann zum einen Effekte, die im Zusammenhang mit der Tumorausbreitung 

stehen, modulieren (Invasion, Angiogenese, Metastasierung, Apoptose), zum anderen wur-

den antitumorale Aktivitäten beschrieben (Choudhari, 2013). Die Zellen mit Doxycyclin-

Induktion wiesen in unseren durchgeführten Versuchen bei MMP-9 geringere Mengen an 

phosphoryliertem eNOS auf. MMP-9 könnte eventuell einen tumorhemmenden und anti-an-

giogenetischen Einfluss auf die kolorektalen Karzinomzellen haben. Ob sich der antitumo-

rale Einfluss in vivo Experimenten bestätigen lässt, bleibt zu überprüfen. 
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Neuste Untersuchungen konnten sogar eine Relevanz einzelner Basenpaar-Variationen von 

eNOS auf die Therapienebenwirkungen von Bevacizumab nachweisen. Der Angiogenese-

Hemmer Bevacizumab kann, je nach eNOS-Polymorphismus und -menge bei Patienten mit 

metastasiertem kolorektalem Karzinom das Risiko einer Hypertension erhöhen (Di Salva-

tore, 2017). 

4.2.4 Keine signifikante Regulation beim Phospho-Kinase Array von PEX-9 

Im Phospho-Kinase Array der PEX-9 zeigten sich keine eindeutigen Unterschiede in der 

Phosphorylierung mit und ohne Doxycyclin-Induktion. Dennoch ist es möglich, dass Unter-

schiede der Regulation verschiedener Signalwege existieren, die durch diesen Array nicht 

erfasst wurden.  

4.2.5 Relevanz der mit eNOS interagierenden Gene 

Bei der Regulation von Signalwegen gibt es zahlreiche Interaktionen. Daher haben wir die 

regulierenden Gene von eNOS auf ihre Genexpression überprüft. Aus der Literatur ist be-

kannt, dass VEGF eNOS induziert (Tanimoto, 2002). Es gibt noch viele weitere Proteine, die  

eNOS regulieren und mit eNOS interagieren, je nach Lokalisation von eNOS: z.B. das heat 

shock protein 90 (hsp90), Caveolin-1, Protein-Kinase A (PKA) oder Östrogene (Fleming und 

Busse, 2003; Förstermann und Sessa, 2012; Siragusa und Fleming, 2016). Wir haben uns bei 

den weiteren Untersuchungen auf die Karzinom-relevanten Proteine fokussiert.  

4.2.5.1 VEGF 

Die Angiogenese ist ein wichtiger Faktor bei der Tumorentstehung und Metastasierung. Der 

vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein Zytokin, das für die physiologische Angi-

ogenese notwendig ist. Er wird aber auch von vielen Tumoren gebildet (Senger, 1993). Das 

Gen, welches für VEGF codiert, liegt auf Chromosom 6 (Vincenti, 1996). Ein hoher VEGF-

Level konnte bei Patienten mit kolorektalem Karzinom besonders bei denjenigen mit Lymph-

knotenmetastasen gefunden werden. Das Gesamt-VEGF war bereits bei Adenomen im Ver-

gleich zur gesunden Mukosa erhöht. Die zwei Isoformen 121 und 165 waren im Tumorge-

webe signifikant gesteigert (George, 2001). Dies lässt vermuten, dass VEGF einen Einfluss 

auf die Tumorstreuung hat. Auch Wong et al. haben gezeigt, dass die VEGF-Menge im Ver-

lauf der Adenom-Karzinom-Sequenz stetig zunimmt. Dies bedeutet, dass der Grundstein der 
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Angiogenese schon in der prämalignen Phase der Tumorentstehung gelegt wird. Der Haupt-

bildungsort des VEGFs sind die Tumorzellen selbst (Wong, 1999). Die Hemmung von VEGF 

oder seinem Rezeptor führt zu vermindertem vaskulären Wachstum und somit zu einer Tu-

morreduktion und verminderter Metastasierung (Ferrara, 2004). Willett et al. zeigten, dass 

die Blockade von VEGF mittels eines anti-VEGF-Antikörpers (Bevacizumab) die Tumor-

perfusion und Gefäßdichte bei Patienten mit kolorektalem Karzinom senkt (Willett, 2004).  

In neueren Versuchen konnte intrazelluläres VEGF als intrakriner „Überlebensfaktor“ kolo-

rektaler Karzinomzellen ausgemacht werden. Durch einen VEGF-knockout konnte in Zell-

kulturversuchen bei HCT116, SW-480 und HT29 Zellen vermindertes Zellwachstum, ver-

mehrte Apoptose und erhöhte Chemosensitivität festgestellt werden (Bhattacharya, 2016). In 

einer weiteren Studie beleuchtete Lee verschiedene Aktivierungsformen des VEGF durch 

MMPs. Durch MMP gespaltenes VEGF führte zur Erweiterung bereits bestehender Gefäße, 

kaum aber zur Neovaskularisation. Im Gegenteil dazu förderte MMP-resistentes VEGF das 

Wachstum vieler kleiner Gefäße (Lee, 2005). 

Eine Zellkulturstudie demonstrierte, dass die bereits beschriebene eNOS-Aktivierung mittels 

Phosphorylierung durch Akt für die VEGF-vermittelte Migration der endothelialen Zellen 

notwendig ist (Dimmeler, 2000). Auch VEGF kann eNOS regulieren. Bei Endothelze l len 

(HUVEC) wurde bereits früh eine erhöhte Menge an eNOS unter VEGF-Inkubation festge-

stellt und eine hierdurch erhöhte Freisetzung von NO. Dies führte in vitro zu einer Endothel-

zellproliferation (Papapetropoulos, 1997). Yang et al. zeigten ebenfalls, dass VEGF zu einer 

erhöhten Aktivität von eNOS und NO-Produktion führt, was zur Blutgefäßausbildung durch 

endotheliale Vorläuferzellen, Proliferation der Vorläuferzellen und zur Differenzierung dieser 

Zellen notwendig ist (Yang, 2012).  

Unsere Versuche zeigten bei den Zellen mit Doxycyclin-Induktion beim MMP-9-Konstrukt 

einen Abfall von eNOS und VEGF im Vergleich zur Kontrolle. Es könnte durch den Abfall 

von eNOS und VEGF zu einer verminderten Angiogenese im Tumor kommen. Fukumura et 

al. konnten nach Hinzufügen von VEGF eine verringerte Angiogenese bei Untersuchungen 

von eNOS-knock-out-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp feststellen. eNOS konnte hierbei 

als ein Vermittler der VEGF-induzierten Angiogenese eruiert werden (Fukumura, 2001).  
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4.2.5.2 MYB  

In unseren Untersuchungen zeigt sich in kolorektalen Tumorzellen eine gesteigerte Expres-

sion von MYB auf mRNA-Ebene beim MMP-9-Konstrukt unter Doxycyclin-Induktion im 

Vergleich zum Vektor. Zur MYB-Familie gehören die Untergruppen A, B und c-Myb. Das 

Onkogen entstammt dem Avian Myeloblastosis Virus (AMV), das 1941 isoliert wurde (Hall, 

1941). Es handelt sich um einen Transkriptionsfaktor. Er besteht aus einer N-terminalen 

DNA-Bindungsdomäne, einer zentralen Transaktivationsdomäne und einer C-terminalen Re-

gulationsdomäne (Oh, 1999). MYB wurde in vielen Kolonkarzinomzelllinien gefunden 

(Trainer, 1988). Biroccio et al. untersuchten kolorektale Tumore von über neunzig Patienten 

und konnten eine erhöhte Expression von c-Myb mit einer schlechteren Prognose in Verbin-

dung bringen. Die Überexpression von c-Myb war mit verminderter Apoptose in den Tumor-

zellen assoziiert (Biroccio, 2001). Die Kolonzelldifferenzierung wird durch MYB verhindert 

(Ramsay, 2005). Hugo et al. konnten Mutationen des Intron I von MYB als Ursache der 

Überexpression von MYB beim kolorektalen Karzinom ausmachen (Hugo, 2006). In einem 

transgenen Mausmodell mit kolorektalen Zellen ergab sich bei MYB-Überexpression eine 

schlechte Prognose. Zudem konnte eine Interaktion von MYB mit Tumorsuppressorgenen 

und Zellzyklusregulatoren nachgewiesen werden (Malaterre, 2016). Tichý et al. stellten bei 

Patienten mit metastasiertem KRK einen negativen Zusammenhang zwischen dem c-Myb 

Proteinlevel und der metastatischen Streuung fest (Tichý, 2016). 

 

4.3 LIMITATIONEN DER ARBEIT 

Die in diesem Projekt durchgeführten Charakterisierungen basierten auf Zellkulturexper i-

menten. Da es sich um in vitro Untersuchungen handelte, war der Einfluss des umliegenden 

Gewebes (Stromazellen) auf die Expressionskonstrukte PEX-9 und MMP-9 in SW-620 Zel-

len nicht zu eruieren. In Bezug auf MMP-9 haben viele Arbeitsgruppen herausgefunden, dass 

die Expression dieser Protease von den Stromazellen ausgeht (Huang, 2002; Giraudo, 2004; 

Pellikainen, 2004). Der Interaktion zwischen Tumorzellen und dem Gewebe kommt eine 

große Bedeutung zu, besonders bei der Angiogenese, der Invasion und der Metastasierung, 

weshalb weitere in vivo Untersuchungen im Mausmodell auf Basis der in dieser Arbeit stabil 

transfizierten Zellen begonnen wurden.  



Diskussion 

91 

 

In den durchgeführten Versuchen kam die kolorektale Zelllinie SW-620 zum Einsatz. Hierbei 

handelt es sich um eine kolorektale Karzinomzelllinie, die in Mäusen relativ schnell solide  

Tumore ausbildet (Trainer, 1988). Des Weiteren konnte in vorausgegangenen Forschungsar-

beiten nachgewiesen werden, dass diese Zelle auf PEX-9 reagiert (Burg-Roderfeld, 2007). 

SW-620 stammt von einer Metastase eines kolorektalen Karzinoms eines 51-jährigen kauka-

sischen Mannes. Für unsere Versuche wurden sechs verschiedene Konstrukte erstellt, die an-

schließend stabil in SW-620 transfiziert wurden. Um die Tauglichkeit der Modell-Konstrukte 

bezüglich der Aussagen zu den Signalwegen bei den Tumorzellen in vivo zu bekräftigen, ist 

die Bestätigung durch Experimente mit weiteren kolorektalen Zelllinien, z.B. LS174T, ge-

plant. Es existieren unterschiedliche kolorektale Karzinomzelllinien mit unterschiedlichen 

Genmutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen (BRAF, KRAS und PIK3) (Ah-

med, 2013). Deren Einfluss auf MMP-9 und PEX-9 im Zusammenhang mit Tumorzellwachs-

tum und -invasion konnte mit der vorliegenden Arbeit nicht überprüft werden. 

 

4.4 AUSBLICK  

Es fehlen Daten über den Einfluss von PEX-9 und MMP-9 auf solide Tumore des Gastroin-

testinaltrakts und besonders auf kolorektale Karzinomzellen. Ausgehend von dieser Disser-

tation ergeben sich einige interessante Anhaltspunkte, die tiefergehend untersucht werden 

können: Wie wird die Angiogenese der Tumore durch MMP-9 und PEX-9 beeinflusst? Las-

sen sich in den soliden Tumoren Unterschiede der eNOS-, MYB- und VEGF-Expression je 

nach Expressionskonstrukt nachweisen? Es wurde hier ein wichtiges Modell zur weiteren 

Untersuchung der PEX-9 entwickelt. Um die Bedeutung in vivo zu analysieren, ist die Cha-

rakterisierung der SW-620 Zellen mit den drei Expressionskonstrukten im Mausmodell und 

ihre Auswirkung auf die Tumorgröße, das Tumorwachstum, die Histologie und vor allem die 

Metastasierung von Bedeutung. Langfristig gesehen ist das erstrebenswerte und wichtigste 

Ziel, Gene bzw. Proteine zu identifizieren, die in die Metastasierung kolorektaler Karzinom-

zellen primär und sekundär involviert sind. Es gilt herauszufinden, in welchem Tumorsta-

dium welche Faktoren aktiviert werden, um diese gezielt inhibieren zu können (Duffy, 2008).  

Wichtige Fragen, die in den folgenden Jahren im Mausmodell beantwortet werden müssen, 

sind:  
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1. Lassen sich Angiogenese und Metastasierung von kolorektalen Karzinomzellen im Maus-

modell durch PEX-9 beeinflussen?  

2. Welche intrazellulären Signalwege werden aktiviert?  

Nur wenn diese Fragen beantwortet sind, werden sich potentielle neue antitumorale Strate-

gien entwickeln lassen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist der dritthäufigste maligne Tumor der westlichen Welt. 

Durch verschiedene Mutationen in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen entsteht durch 

die sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz aus gesundem Gewebe ein Kolonkarzinom. Die 

extrazelluläre Matrix (EZM) ist einer der wichtigsten Regulatoren der Zell- und Gewebe-

funktion. Ein wesentlicher Bestandteil der EZM sind die Matrix-Metalloproteinase n 

(MMPs). Diese spielen insbesondere beim Gewebeumbau eine wichtige Rolle. Derzeit sind 

über 23 MMPs bekannt. Sie werden durch die Tumorzellen selbst oder vom umliegenden 

Gewebe produziert und sind bedeutsam für die Entstehung, Invasivität und Metastasierung 

von malignen Zellen. Beim kolorektalen Karzinom sind vor allem die Gelatinasen (MMP-9 

und MMP-2) involviert. MMP-9 kommt im kolorektalen Karzinom und dessen Umgebung 

vor und besteht aus einem Signalpeptid, einem Propeptid, einem katalytischen Zentrum, einer 

Fibronektin Typ II Domäne, der Hinge-Region und einer Hämopexin-ähnlichen Domäne 

(PEX). Die Hämopexindomäne hat die Form eines vierblättrigen Propellers und reguliert die 

Substratbindung. Versuche, unspezifische Breitband-Inhibitoren der MMPs zu generieren, 

zeigten in klinischen Studien keinen Benefit. Jedoch konnte in der Vergangenheit gezeigt 

werden, dass die Hämopexindomäne von MMP-9 (PEX-9) die Invasivität und Angiogenese 

von Glioblastomzellen hemmt und die Zellmigration von malignen Melanomzellen reduziert. 

Ergebnisse, die das kolorektale Karzinom und KRK-Zellen betreffen, fehlten bislang. 

In dieser Dissertation wurden Doxycyclin- induzierbare kolorektale Zelllinien (SW-620) 

stabil transfiziert. Durch die Doxycyclin-induzierbare Expression von MMP-9 und PEX-9 in 

diesen Zellen wurde eine Basis für weitere Untersuchungen in vivo geschaffen. MMP-9 und 

PEX-9 wurden zunächst in den Vektor pLVX-TRE3G-ZsGreen1 kloniert. Die Expression der 

Konstrukte in Zellen wurde erfolgreich auf RNA- und Proteinebene verifiziert. Die transge-

nen Zellen wurden im Rahmen eines proof of principle Nacktmäusen injiziert und bildeten 

allesamt Tumore aus. Die erfolgreiche Etablierung der transgenen Zellen liefert die Grund-

lage für weitere in vivo Analysen zur Tumorentstehung und der darin involvierten Signal-

wege. Inwiefern PEX-9 die Angiogenese, das Tumorwachstum, die Invasivität und die Me-

tastasierung des kolorektalen Karzinoms in vivo beeinflusst, wird in laufenden Nacktmaus-

modellen untersucht. Hieraus können Möglichkeiten für neue antitumorale Therapien entwi-

ckelt werden.  
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In vitro wurden Unterschiede zwischen MMP-9 und PEX-9 transgenen Zellen untersucht. Im 

Phosphokinase-Array zeigte sich eine deutlich schwächere Phosphorylierung von eNOS und 

Akt nach MMP-9-Induktion. Bei der Kontrolle auf Protein- und RNA-Ebene konnten weitere 

Unterschiede nachgewiesen werden. VEGF wurde vermindert exprimiert und MYB ver-

mehrt. Die verminderte Phosphorylierung von eNOS kann Tumorwachstum reduzieren und 

eine geringere Menge an VEGF kann zu einer Reduktion der Angiogenese führen. MYB 

verhindert die Zelldifferenzierung in Kolonzellen und die Apoptose der Karzinomzellen. Die 

Bedeutung dieser in vitro Erkenntnisse ist in weiteren Zell- und Mausversuchen zu spezifi-

zieren. 
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SUMMARY 

The colorectal carcinoma is the third-most common malignant tumor in the western world. 

A colon carcinoma develops from healthy tissue through the so called adenoma carcinoma 

sequence by mutations taking place in oncogenes or tumorsuppressorgenes. The extracellular 

matrix (ECM) is one of the most important regulators of the cell and tissue function. Matrix 

metalloproteinases (MMPs), which are essential components of the ECM, play a key role 

particularly within the tissue rebuilding process. Currently, more than 23 matrix metallopro-

teinases are known. They have a leading impact in tumorgenesis, invasivity and metastatic 

spread due to their production in the tumor cells and the surrounding tissue. The gelatinases 

(MMP-9 and MMP-2) are especially involved in the genesis of the colorectal carcinoma. 

MMP-9 is found in the colorectal carcinoma and its surroundings and consists of a signal-

peptid, a propeptid, a catalytic centre, a fibronectin type II domain, the hinge-region and a 

hemopexin- like domain (PEX). The hemopexin domain is shaped like a four-bladed propeller 

and regulates the substrate connection. Attempts to generate unspecific broadband inhibitors 

of the MMPs proved unsuccessful in clinical studies. However, it could be shown, that PEX-

9 inhibits invasivity and angiogenesis of glioblastoma cells and reduces migration of malig-

nant melanoma cells. Results concerning the colorectal carcinoma and CRC cells were mis-

sing. 

Doxycycline- induced colorectal cell lines (SW-620) were stable transfected as part of this 

work. A base for further in vivo research could thus be laid by stably expression MMP-9 and 

PEX-9. MMP-9 and PEX-9 were cloned in the vector pLVX-TRE3G-ZsGreen1. The expres-

sion was controlled successfully at RNA and protein levels. In further in vivo experiments, 

the transgenic cells could be injected in nude-mice, all of which developed tumors. The suc-

cessful establishment of transgenic cells lays the foundation for further in vivo examinations 

of tumor genesis and pathways involved. The extent of PEX-9 effects on angiogenesis, tumor 

growth, invasivity and metastatic spread in vivo is subject of mouse models currently conduc-

ted. New possibilities for anti-tumoral therapies could be derived from these models.  

In a second step, the differences between MMP-9 and PEX-9 transgenic cells were examined 

in vitro. The phosphokinase-array showed a notably weaker phosphorylation of eNOS and 
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Akt showed in MMP-9 induction. Review at protein and RNA level revealed even more dif-

ferences. VEGF was also expressed in reduced amount, while MYB was increased. Diminis-

hed phosphorylation of eNOS may reduce tumorgrowth. Lower amount of VEGF leads to a 

reduction in angiogenesis. MYB prevents cell differentiation in colorectal cells and apoptosis 

of the carcinoma cells. The meaning and significance of this in vitro assaying are to be spe-

cified in additional cell and mouse experiments.    
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6 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

APC-Gen     Adenomatöses Polyposis Coli Gen 

APS      Ammoniumperoxodisulfat 

Aqua dest.     destilliertes Wasser 

AS      Aminosäure 

BMI      Body Mass Index 

bp      Basenpaar 

BSA      Bovine Serum Albumin 

bzw.      beziehungsweise 

cDNA      komplementäre DNA 

CEA      karzinoembryonales Antigen 

CLL      chronisch lymphatische Leukämie 

CMV-Promotor     cytomegalovirus immediate-early promoter 

CO2      Kohlenstoffdioxid 

CT      Computertomographie 

d.h.      das heißt 

DAPI      4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMSO      Dimethylsulfoxid 

DNA      Desoxyribonukleinsäure 

Dox      Doxycyclin 

ECL      Enhanced Chemiluminescence 

EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 

EF1-alpha     human elongation factor 1α promoter 

EGF      Epithelial Groth Faktor 

eNOS      endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 

EZM      extrazelluläre Matrix 

FAP       familiäre adenomatöse Polyposis coli  

FBS      Fetal Bovine Serum 

FOBT      fäkaler okkulter Bluttest 

G      Gauge 

GFP       green fluorescent protein 
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ggf.      gegebenenfalls 

GPI      Glycosylphosphatidylinositol 

h      Stunde 

H2O2      Wasserstoffperoxid 

HCl      Chlorwasserstoff 

HNPCC      hereditäres nicht polypöses Kolonkarzinom 

HRP      Meerrettichperoxidase 

Hsp90      heat shock protein 90 

HUVEC     human umbilical vein endothelial cells  

IRES      Internal Ribosomal Entry Site 

kDa      Kilodalton 

KRK      kolorektales Karzinom 

LZE      Langzeitexperiment 

µl      Mikroliter 

mA      Milliampere 

MAP-Kinase     mitogen-activated protein Kinase 

MCS      Multiple Cloning Site 

min      Minute 

ml      Milliliter 

MMP      Matrix-Metalloproteinase 

MMPI      Matrix-Metalloproteinase-Inhibitor 

mRNA      Messenger-RNA 

MT-MMP     membranständige Matrix-Metalloproteinase 

NaCl      Natriumchlorid 

NADPH     Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

nm      Nanometer  

NTC      Non Template Controle 

PAGE      Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS      Phosphat gepufferte Salzsäure 

PCR      Polymerase-Kettenreaktion 

Pen/Strep     Penicillin, Streptomycin 
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PEX      Hämopexindomäne 

PI3K      Phosphoinositid-3-Kinase 

PKA      Protein-Kinase A 

PPIA      Peptidylprolyl Isomerase A 

PVDF      Polyvinylidenfluorid 

qRT      quantitative Real time 

R      Residualtumor 

rpm      Umdrehungen pro Minute 

RT      Raumtemperatur 

RT-PCR     Real time Polymerase-Kettenreaktion 

SDS      Sodium Dodecyl Sulfate 

sek      Sekunde 

TBS-T      Tris-Buffered Saline mit Tween 20 

TCA      Trichloressigsäure 

TE      Tris-EDTA 

TEA      Tris-Acetat-EDTA 

TEMED     N,N,N,N,-Tetramethylendiamin 

TGF      Transforming Growth Faktor 

TIMP      Tissue inhibitors of metalloproteinases 

Tris      Tris(Hydroxy)aminomethan 

UICC      Union internationale contre le cancer 

V      Volt 

VEGF      Vascular Endothelial Growth Factor 

z.B.      zum Beispiel 

ZP      Zeitpunkt 

 

Nukleobasen: 

A      Adenin 

C      Cytosin 

G      Guanin 

T      Thymin
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8 ANHANG 

8.1 EXPRESSIONSKONSTRUKTE 
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8.2 AUSWERUNG DES PHOSPHOKINASE-ARRAYS 

MMP-9     

Signalprotein Phosphorylierung DOX - DOX + x-fache Regulation 

Referenzpunkt - 88898 92348 0,96 

p38α T180/Y182 18030,5 17855,5 1,01 

ERK 1/2 T202/Y204, T185/Y187 19259,5 26487,5 0,73 

JNK pan T183/Y185, T221/Y223 7315 5381,5 1,36 

GSK-3α/β S21/ S9 7316,5 5291,5 1,38 

p53 S392 104061,5 89146 1,17 

Referenzpunkt - 114431,5 113446 1,01 

MEK 1/2 S218/S222, S222/S226 8056,5 7208 1,12 

MSK 1/2 S376/S360 28490,5 23281,5 1,22 

AMPKα1 T174 9595,5 7536 1,27 

Akt S473 5179,5 2481,5 2,09 

Akt T308 39864 30994 1,29 

p53 S46 117132 91590,5 1,28 

TOR S2448 7113 8425 0,84 

CREB S133 36009 30413 1,18 

HSP 27 S78/S82 22371,5 20185,5 1,11 

AMPKα2 T172 22456 18301,5 1,23 

β-Catenin - 72590 61940,5 1,17 

p70 S6 Kinase T389 4449,5 2998,5 1,48 

p53 S15 112518 107983,5 1,04 

p27 T198 3291 2650 1,24 

Praxillin Y118 10787,5 8982 1,20 

Src Y419 9818 10171,5 0,97 

Lyn Y397 2344,5 3041,5 0,77 

Lck Y394 2420 2608 0,93 

STAT2 Y689 15725 15034 1,05 

STAT5a Y694 5940 5567 1,07 

p70 S6 Kinase T421/S424 10551 10227 1,03 

RSK 1/2/3 S380/S386/S377 8293,5 8369 0,99 

p27 T157 3792 3505,5 1,08 

PLCγ-1 Y783 8162 6491,5 1,26 

Fyn Y420 3648,5 4548 0,80 

Yes Y426 7138,5 7049,5 1,01 

Fgr Y412 3926 3760,5 1,04 

STAT3 Y705 2995,5 2114 1,42 

STAT5b Y699 8026 8718,5 0,92 

p70 S6 Kinase T229 7587 8484 0,89 

RSK 1/2 S221/S227 8141 8338 0,98 
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Tabelle 14: Auswertung des Phospho-Kinase-Arrays von MMP-9 mittels der BioDocAna-

lyze Software von Biometra® tabellarisch dargestellt. Die Werte wurden je doppelt be-

stimmt und die Mittelwerte der Bestimmungen von DOX- und DOX+ einander gegenüber 

gestellt.  

  

c-Jun S63 20260,5 21006,5 0,96 

Pyk2 Y402 7462 6170,5 1,21 

Hck Y411 7966,5 11219 0,71 

Chk-2 T68 54408,5 59873,5 0,91 

FAK Y397 6911,5 5788,5 1,19 

STAT6 Y641 27998,5 25757,5 1,09 

STAT5a/b Y694/Y699 10530,5 10495,5 1,00 

STAT1 Y701 23336,5 21399 1,09 

STAT4 Y693 8628 8727,5 0,99 

eNOS S1177 29571 6680,5 4,43 

Negativkontrolle - 1663,5 1600,5 1,04 

Referenzpunkt - 110514,5 108717 1,02 

Negativkontrolle - 1721,5 1194,5 1,44 
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PEX-9     

Signalprotein Phosphorylierung DOX - DOX + x-fache Regulation 

Referenzpunkt - 80584 91262,5 0,88 

p38α T180/Y182 62069,5 69183 0,90 

ERK 1/2 T202/Y204, T185/Y187 54484,5 53478 1,02 

JNK pan T183/Y185, T221/Y223 31877,5 31137 1,02 

GSK-3α/β S21/ S9 22019,5 18194 1,21 

p53 S392 104348 116861 0,89 

Referenzpunkt - 109550 111792 0,98 

MEK 1/2 S218/S222, S222/S226 38563,5 38167,5 1,01 

MSK 1/2 S376/S360 57278 52477 1,09 

AMPKα1 T174 27421,5 25405,5 1,08 

Akt S473 12311,5 10925,5 1,13 

Akt T308 63584 58323 1,09 

p53 S46 85342,5 77995 1,09 

TOR S2448 25625,50 20462 1,25 

CREB S133 46256,5 36810 1,26 

HSP 27 S78/S82 33900 26175 1,30 

AMPKα2 T172 56683,5 52493 1,08 

β-Catenin - 86901 95750 0,91 

p70 S6 Kinase T389 11302 11303 1,00 

p53 S15 99994,5 91713 1,09 

p27 T198 3572 3258,5 1,10 

Praxillin Y118 23277 21090 1,10 

Src Y419 33870,50 25860,50 1,31 

Lyn Y397 7792 7572,5 1,03 

Lck Y394 3854,5 3440 1,12 

STAT2 Y689 46636,5 44839 1,04 

STAT5a Y694 22295 16687,5 1,34 

p70 S6 Kinase T421/S424 26450 29172 0,91 

RSK 1/2/3 S380/S386/S377 22884 21871,5 1,05 

p27 T157 9317 9254 1,01 

PLCγ-1 Y783 17252,5 15950,5 1,08 

Fyn Y420 9495 12285 0,77 

Yes Y426 29236,5 22578,5 1,29 

Fgr Y412 7947 6239,5 1,27 

STAT3 Y705 10739,5 9462,5 1,13 

STAT5b Y699 27496 23574 1,17 

p70 S6 Kinase T229 58571,5 57442 1,02 

RSK 1/2 S221/S227 21373,5 22635 0,94 

c-Jun S63 51443,5 66179 0,78 
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Pyk2 Y402 17456,5 14727 1,19 

Hck Y411 28853 25334 1,14 

Chk-2 T68 67950,5 58387,5 1,16 

FAK Y397 17361,5 13754,5 1,26 

STAT6 Y641 58427,5 56001 1,04 

STAT5a/b Y694/Y699 29088,5 30519 0,95 

STAT1 Y701 44575 47017 0,95 

STAT4 Y693 23483,5 24596,5 0,95 

eNOS S1177 5343 5193 1,03 

Negativkontrolle - 1032 982 1,05 

Referenzpunkt - 94706 86393,5 1,10 

Negativkontrolle - 857,5 831,5 1,03 

 

Tabelle 15: Auswertung des Phospho-Kinase-Arrays von PEX-9 mittels der BioDocAnalyze 

Software von Biometra® tabellarisch dargestellt. Es wurde der Mittelwert der Doppelbe-

stimmung ohne  Doxycyclin dem Mittelwert mit Doxycyclin-Induktion gegenübergestellt, 

um die x-fache Regulation zu bestimmen.  
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Abbildung 23: Biometra® BioDocAnalyze Programm MMP-9 
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Abbildung 24: Biometra® BioDocAnalyze Programm PEX-9
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