
Osteopontin als endogener Marker der Tumorhypoxie und 

therapeutisches Target in der Strahlentherapie 

 

 

Dissertation 

zur Erlangung des 

Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) 

 

der 

 

Naturwissenschaftlichen Fakultät I - Biowissenschaften - 

 

 

der Martin-Luther-Universität 

Halle-Wittenberg, 

 

 

vorgelegt von  

 

 

 

Frau Diplom-Biochemikerin Antje Güttler 

 

geb. am 28.November 1983 in Halle/Saale 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gutachter 

 

1. PD Dr. rer. nat. Ralph Golbik 

2. Prof. Dr. med. Dirk Vordermark 

3. Prof. Dr. rer. nat. Helge Taubert 

 

Promotionsgesuch eingereicht am: 05.Juli 2016 

Tag der öffentlichen Verteidigung: 17.März 2017



 

 

 

 

 

meinem Mann Bert 

und 

meinen beiden Söhnen Oskar und Michel 

 



Inhaltsverzeichnis I 

Inhaltsverzeichnis 

Abkürzungsverzeichnis ....................................................................................................................... III 

Tabellenverzeichnis ............................................................................................................................. VI 

Abbildungsverzeichnis ....................................................................................................................... VII 

1. Einleitung ........................................................................................................................................... 1 

1.1 Tumorerkrankungen .................................................................................................................... 1 

1.1.1 Mammakarzinom ............................................................................................................ 2 

1.1.2 Gliome ............................................................................................................................ 4 

1.1.3 Weichteilsarkome ........................................................................................................... 6 

1.2 Tumorhypoxie und Bestrahlung .................................................................................................. 8 

1.2.1 HIF-1α und andere hypoxieregulierte Proteine ............................................................ 10 

1.3 Das extrazelluläre Matrixprotein Osteopontin........................................................................... 13 

1.3.1 Struktur ......................................................................................................................... 13 

1.3.2 Lokalisation .................................................................................................................. 15 

1.3.3 Physiologische Funktionen des Osteopontins .............................................................. 16 

1.3.4 OPN-Signalwege und deren Bedeutung für die Tumorprogression ............................. 17 

1.3.5 OPN als prognostischer Marker und therapeutisches Zielprotein ................................ 19 

1.4 Zielstellung ................................................................................................................................ 20 

2. Ergebnisse und Diskussion ............................................................................................................. 23 

2.1 Bedeutung von Osteopontin als Tumor- und Hypoxiemarker in vitro ...................................... 23 

2.1.1 Bedeutung von OPN in Mammakarzinomzellen im Zusammenhang mit 

Bestrahlung ................................................................................................................... 23 

2.1.2 OPN und OPN-Spleißvarianten in Glioblastomzellen .................................................. 28 

2.1.3 OPN-Genexpression unter Normoxie und Hypoxie in verschiedenen 

Tumorzelllinien ............................................................................................................ 36 

2.2 Bedeutung von Osteopontin bzw. der OPN-Spleißvarianten als Tumor-, Prognose- und 

Hypoxiemarker in vivo .............................................................................................................. 42 

2.2.1 In Weichteilsarkomen ................................................................................................... 42 

2.2.2 In Glioblastomen .......................................................................................................... 49 

2.2.3 OPN als Hypoxiemarker ............................................................................................... 51 

3. Zusammenfassung und Ausblick ................................................................................................... 54 

4. Literaturverzeichnis ........................................................................................................................ 56 

5. Publikationen, die die Grundlage für die Dissertation bilden ..................................................... 73 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis II 

6. Anhang ............................................................................................................................................. 98 

6.1 Publikationen ............................................................................................................................. 98 

6.2 Poster ......................................................................................................................................... 99 

6.3 Vorträge ................................................................................................................................... 100 

6.4 Auszeichnungen ...................................................................................................................... 100 



Abkürzungsverzeichnis III 

Abkürzungsverzeichnis 

AJCC American joint committee on cancer 

APC adenomatous polyposis coli 

ARCON accelerated radiotherapy with carbogen and nicotinamide 

AS Aminosäure 

Bcl-xl B-cell lymphoma-extra large 

bFGF basic fibroblast growth factor 

bp Basenpaare 

BRCA1/BRCA2 breast cancer gene 1/breast cancer gene 2 

Bsp. Beispiel 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

CA IX/CA 9 Carboanhydrase IX 

CBP CREB-binding protein 

CCNB1 Cyclin B1 

CDC2 cell division cycle protein 2 

cDNA complementary DNA 

CDS coding DNA sequence 

CREB cAMP response element-binding protein 

c-Src cellular sarcoma 

D Asparaginsäure (Einbuchstabencode) 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

d. h. das heißt 

DMF dose modifying factor 

DNA deoxyribonucleic acid 

EGF epidermal growth factor 

EGFR epidermal growth factor receptor 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

EORTC European organisation for research and treatment of cancer 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

ERM Ezrin, Radixin und Moesin 

EZM extrazelluläre Matrix 

FIH factor inhibiting HIF-1 

FMISO Fluoromisonidazol 

G Glycin (Einbuchstabencode) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GLUT1 Glukosetransporter 1 



Abkürzungsverzeichnis IV 

GusB β-Glucuronidase 

HGF hepatocyte growth factor 

HIF-1α/HIF-1β hypoxia-inducible factor 1alpha/beta 

HK2 hexokinase 2 

HNO Hals-Nasen-Ohren (bezeichnet Kopf-Hals-Bereich) 

HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 

HRE hypoxia response element 

IGF-2 insulin-like growth factor 2 

IHC Immunhistochemie (immunhistochemische Analyse) 

IκBα NFκB inhibitor alpha 

IKK NFκB inhibitor kinase 

iNOS Stickstoffmonoxid-Synthase 

kDa Kilodalton 

KI Konfidenzintervall 

L Leucin (Einbuchstabencode) 

LMS Leiomyosarkome 

LOH loss of heterozygosity 

MAP mitogen-activated protein 

MFH malignes fibröses Histiozytom 

MLH1 mutL homolog 1 

mmHg Millimeter Quecksilbersäule (Millimeter Hydrargyrum) 

MMP Matrixmetalloprotease 

n Anzahl 

NF1/NF2 neurofibromatosis 1 gene/neurofibromatosis 2 gene 

NF-κB nuclear factor kappa B 

NIK nuclear factor-inducing kinase 

NOS not otherwise specified 

OER oxygen enhancement ratio 

OPN Osteopontin 

p p-Wert 

PAI Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 

PARP Poly(ADP-ribose)-Polymerase 

PCR polymerase chain reaction 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

PKC Proteinkinase C 

PLC Phospholipase C 

PMS2 PMS1 homolog 2 



Abkürzungsverzeichnis V 

PTCH1 patched homolog 1 

qPCR quantitative real-time PCR 

r Korrelationskoeffizient 

R Arginin (Einbuchstabencode) 

Ras rat sarcoma 

RIPA radioimmunoprecipitation assay 

RMS Rhabdomyosarkom 

RNA ribonucleic acid 

RR relatives Risiko 

S Serin (Einbuchstabencode) 

SPP1 secreted phosphoprotein 1 

TNM Tumor, Lymphknoten (nodes), Metastasen 

TP53 tumour protein 53 

TRAIL tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand 

TSC1/TSC2 tuberous sclerosis 1/tuberous sclerosis 2 

uPA Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator 

uPAR Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator Rezeptor 

UICC union internationale contre le cancer 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VHL von Hippel-Landau 

vs. versus 

WNR Werner's syndrome gene 

WHO world health organisation 

WTS Weichteilsarkome 

Y Tyrosin (Einbuchstabencode) 

z. B. zum Beispiel 

z. T. zum Teil 



Tabellenverzeichnis VI 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1-1: Histologische Klassifizierung des Mammakarzinoms [Tavassoli und Devilee, 2003] ....... 3 

Tabelle 1-2: WHO-Klassifizierung der Gliome, relative Häufigkeit und 5-Jahres-Überlebensrate 

(modifiziert nach [Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neurologie 

(2014); Dolecek et al., 2012]) ............................................................................................. 5 

Tabelle 1-3: Histologische Subtypen der WTS und deren Häufigkeit (modifiziert nach [DGHO 

Deutsche Gesellschaft für Hämatologie und Medizinische Onkologie e.V. (2011)]) ......... 7 

Tabelle 1-4: Übersicht der OPN-Spleißvarianten (modifiziert nach [Lin et al., 2015]) ....................... 14 

Tabelle 2-1: EF-Werte der Transfektion der siRNA OpnS unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231........................................ 28 

Tabelle 2-2: Einfluss der Hypoxie (0,1 % O2) auf den mRNA- und Proteingehalt von OPN in 

verschiedenen Tumorzelllinien ......................................................................................... 40 

Tabelle 2-3: Klinische und histopathologische Parameter des WTS-Patientenkollektivs (modifiziert 

nach [Bache et al., 2010]) ................................................................................................. 44 

Tabelle 2-4: Medianer mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten [Kopien OPN/Kopien HPRT] im 

Tumorgewebe und im umliegenden „Normalgewebe“ bei WTS-Patienten ..................... 46 

Tabelle 2-5: Bivariate Korrelation des mRNA-Gehalts der OPN-Spleißvarianten und des Protein- 

und mRNA-Gehalts der Invasionsmarker uPA, uPAR und PAI (nach Spearman-Rho) ... 47 

Tabelle 2-6: Überlebensanalysen nach Kaplan-Meier und Cox-Regressionsanalyse (modifiziert 

nach [Hahnel et al., 2012]) ............................................................................................... 48 



Abbildungsverzeichnis VII 

 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1-1: Spezifische Eigenschaften von Tumorzellen nach [Hanahan und Weinberg, 2011] .... 2 

Abbildung 1-2: Indirekter Strahleneffekt .............................................................................................. 9 

Abbildung 1-3: Sauerstoffabhängige Regulation der Stabilität des HIF-1 (modifiziert nach 

[Carroll und Ashcroft, 2005; Nizet und Johnson, 2009]) ...........................................11 

Abbildung 1-4: Postulierter Mechanismus der hypoxieabhängigen Regulation der OPN-

Expression (modifiziert nach [Zhu et al., 2005])....................................................... 12 

Abbildung 1-5: Schematische Struktur des OPN (modifiziert nach [Buback et al., 2009]) ............... 15 

Abbildung 1-6: Entstehung von OPNs und OPNi (modifiziert nach [Buback et al., 2009]) .............. 15 

Abbildung 1-7: OPN-regulierte Signalwege (modifiziert nach [Rangaswami et al., 2006]) .............. 17 

Abbildung 2-1: Zellphysiologische Effekte der Reduktion der OPN-Genexpression (modifiziert 

nach [Hahnel et al., 2010]) ........................................................................................ 26 

Abbildung 2-2: Radiosensitivität der Zelllinie MDA-MB-231 unter Normoxie (A) und Hypoxie 

(B) .............................................................................................................................. 27 

Abbildung 2-3: mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten in verschiedenen Tumorzelllinien ............ 29 

Abbildung 2-4: Extrazellulärer OPN-Proteingehalt ausgewählter Tumorzelllinien ........................... 30 

Abbildung 2-5: Lokalisation des intrazellulären OPN in den Zelllinien MDA-MB-231 und 

U251MG .................................................................................................................... 31 

Abbildung 2-6: Immunfluoreszenzfärbung nach siRNA-Transfektion gegen OPN [Güttler et al., 

2013] .......................................................................................................................... 32 

Abbildung 2-7: Lokalisation des OPN bei Überexpression der OPN-Spleißvarianten ....................... 33 

Abbildung 2-8: mRNA- und Proteingehalt von CCNB1 in U251MG-Zellen nach Reduktion der 

OPN-Genexpression .................................................................................................. 35 

Abbildung 2-9: mRNA-Gehalt von OPN und CA9 in den Zelllinien US 8-93 und SAS .................... 38 

Abbildung 2-10: OPN- und CA IX-Proteingehalt in den Zelllinien US 8/93 und SAS ........................ 39 

 



1 Einleitung 1 

 

1. Einleitung 

1.1 Tumorerkrankungen 

Unter einem Tumor versteht man im engeren medizinischen Sinne eine Gewebeneubildung 

(Neoplasie), welche aufgrund von fehlreguliertem Zellwachstum auftritt. Soweit das 

Ursprungsgewebe bekannt ist, unterscheidet man bei malignen Tumoren unter anderem zwischen 

Karzinomen, welche sich aus dem Ekto- bzw. Endoderm (Epithelgewebe) ableiten und den Sarkomen, 

welche sich aus dem Mesoderm (Binde- und Stützgewebe) ableiten. 

Tumorerkrankungen sind nach Herz-Kreislauferkrankungen in Deutschland die zweithäufigste 

Todesursache [Statistisches Bundesamt (2014)]. Die aktuellen Untersuchungen belegen für 

Deutschland pro Jahr ca. 470.000 Krebsneuerkrankungen (252.000 bei Männern und 225.000 bei 

Frauen) und 218.000 krebsbedingte Sterbefälle (118.000 bei Männern und 100.000 bei Frauen) 

[Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. 

(2013)]. Bei der Erforschung der Ursachen der Tumorentstehung geht man heute von einem 

Mehrstufenprozess aus, bei dem mehrere unabhängige Mutationen auftreten müssen, damit eine 

maligne Tumorzelle entsteht. Dieser Prozess wurde 1996 am Beispiel des Kolonkarzinoms von 

Kinzler und Vogelstein beschrieben [Kinzler und Vogelstein, 1996]. Die malignen Tumorzellen 

besitzen sechs definierte Merkmale, die sie als solche kennzeichnen [Hanahan und Weinberg, 2000]. 

Als Erstes weisen Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen eine verminderte Sensibilität gegen 

wachstumshemmende Signale und zweitens eine Resistenz gegen Apoptose auf. Drittens können 

Tumorzellen ihr Wachstum durch selbstständige Wachstumssignale stimulieren. Viertens haben sie ein 

uneingeschränktes Replikationspotenzial. Fünftens sind sie in der Lage, sich durch selbstständige 

Angiogenese ausreichend mit Nährstoffen zu versorgen und sechstens können sie durch Invasion und 

Metastasierung in fremdes Gewebe einzuwandern. 2011 beschrieben Hanahan und Weinberg 

zusätzlich vier weitere Merkmale, die eine Tumorzelle charakterisieren: erstens Genominstabilität und 

spezifische Mutationen in Tumorzellen, zweitens tumorfördernde Entzündungsprozesse, drittens die 

Fähigkeit, die eigene Zerstörung durch das Immunsystem zu umgehen, sowie viertens die 

Fehlregulation des zellulären Energiehaushalts [Hanahan und Weinberg, 2011] (Abbildung 1-1). 
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Abbildung 1-1: Spezifische Eigenschaften von Tumorzellen nach [Hanahan und Weinberg, 2011] 

 

Diese beschriebenen Merkmale gelten für alle Neoplasien unabhängig von der Lokalisation und 

Histologie. Allerdings zeigen die Tumoren je nach Ursprungsgewebe ein extrem unterschiedliches 

zellbiologisches Verhalten und Therapieansprechen. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl in 

vitro- als auch in vivo-Untersuchungen an verschiedenen soliden Tumoren durchgeführt 

(Mammakarzinom, Glioblastom und Weichteilsarkom), die im Folgenden genauer beschrieben 

werden. 

1.1.1 Mammakarzinom 

Das Mammakarzinom ist mit 32 % die häufigste aller Tumorerkrankungen bei Frauen. 2010 gab es 

deutschlandweit bei den Frauen ungefähr 70.000 Neuerkrankungen, wobei die Anzahl stark 

altersabhängig ist und mit zunehmendem Alter deutlich ansteigt [Robert Koch-Institut und 

Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. (2013)]. Dementsprechend liegt 

das mittlere Erkrankungsalter bei 65 Jahren. Die Erkrankungsrate hat sich seit 1980 etwa verdoppelt, 

allerdings ist die Mortalitätsrate deutlich gesunken. Bei Frauen zwischen 30 und 60 Jahren ist 

Brustkrebs dennoch die häufigste Todesursache (ca. 17.000 Sterbefälle in 2010). Die absolute 

5-Jahres-Überlebensrate liegt bei 79 % [Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen 

Krebsregister in Deutschland e. V. (2013)]. 

Es gibt verschiedene Faktoren, die das Risiko an Brustkrebs zu erkranken nachweislich deutlich 

erhöhen [Armstrong et al., 2000]. Das Alter stellt den größten Risikofaktor dar, denn Frauen ab 

50 Jahren haben ein 6,5-fach erhöhtes Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Da das Wachstum der 

Mammakarzinome hormonell reguliert wird, zählen Faktoren, die den Hormonhaushalt beeinflussen, 

zu potenziellen Risikofaktoren [Lippman et al., 1986]. Dazu zählen eine frühe Menarche, späte 

Gravidität und Menopause sowie postmenopausale Hormonersatztherapien [Kobayashi et al., 2012; 

Lee et al., 2005; Parsa und Parsa, 2009]. Nur etwa 5 % aller Neuerkrankungen sind auf genetische 

Prädispositionen zurückzuführen. Die Keimbahnmutationen im BRCA1 und BRCA2-Gen ist für den 
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Großteil aller hereditären Erkrankungen verantwortlich. Bei einer Mutation in den 

Tumorsuppressorgenen BRCA1 bzw. BRCA2 liegt die Wahrscheinlichkeit, dass eine Frau im Laufe 

ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt, bei 64 % bzw. 45 % [Antoniou et al., 2003]. Aber auch andere 

Faktoren wie postmenopausale Adipositas, Rauchen, hoher Alkoholkonsum und Strahlenexposition 

können das Brustkrebsrisiko erhöhen [Boyle und Boffetta, 2009; Johnson et al., 2011; Reeves et al., 

2007; Ronckers et al., 2005]. Bei Brustkrebs treten meist keine frühzeitigen Symptome auf, sodass 

eine frühestmögliche Erkennung durch regelmäßige Tastuntersuchungen der Brust bzw. 

Mammographiescreenings für die Diagnosestellung von entscheidender Bedeutung ist. Der generelle 

Überlebensvorteil bei regelmäßigem Mammographiescreening gilt vor allem durch skandinavische 

Studien als nachgewiesen [Roberts et al., 1990; Tabar et al., 1989], wird aber durchaus kontrovers 

diskutiert [Autier et al., 2011; Autier et al., 2012]. Liegt ein positiver Befund vor, ist die histologische 

Klassifizierung des Tumors für die Prognose- und Therapieerstellung essentiell. Hierbei wird zwischen 

nicht-invasiven und invasiven Mammakarzinomen sowie verschiedenen Untergruppen unterschieden 

(Tabelle 1-1). Außerdem werden die histologischen Tumortypen in drei verschiedene 

Differenzierungsgrade G1-G3 (grading) eingeteilt. Mit Hilfe der TNM-Klassifikation wird die Größe 

des Tumors (T), die Anzahl der befallenen Lymphknoten (N) und eine eventuelle Fernmetastasierung 

(M) beschrieben. Daraus leitet sich dann die Einteilung des Tumors in verschiedene Stadien nach dem 

AJCC (American joint committee on cancer)-System der UICC (union internationale contre le cancer) 

ab. 

 

Tabelle 1-1: Histologische Klassifizierung des Mammakarzinoms [Tavassoli und Devilee, 2003] 

Histologie des Tumors relative Häufigkeit 

Nicht-invasiv  

   Duktales Karzinom in situ (DCIS) ---- 

   Paget-Erkrankung der Brustwarze ---- 

   Lobuläres Karzinom in situ (LCIS) ---- 

Invasiv  

   Duktales Karzinom (IDC) 40-75 % 

   Lobuläres Karzinom (ILC) 5-15 % 

   Medulläres Karzinom 1-7 % 

   Tubuläres Karzinom < 2 % 

   Muzinöses Karzinom 2 % 

   Papilläres Karzinom 1-2 % 

 

Die Wahl der Therapie richtet sich vor allem nach dem Stadium des Tumors, aber auch nach der 

immunhistologischen Klassifizierung des Östrogen-, Progesteron- und HER2-Rezeptorstatus. In der 

Regel erfolgt zunächst eine (brusterhaltende) Operation zur möglichst vollständigen Resektion des 

Tumors. Diese wird zumeist adjuvant (postoperativ) durch eine lokoregionäre Radiotherapie und eine 
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systemische Chemo-, Hormon- und/oder Antikörpertherapie ergänzt [Leitlinienprogramm Onkologie 

der AWMF, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe e. V. (2012)]. Die 

postoperative Radiotherapie dient nachweislich der Senkung der Rezidivrate [Fisher et al., 2002; 

Overgaard et al., 1999]. Bei fortgeschrittenen Tumorstadien (inoperable T4-Tumore) und bei 

inflammatorischen Tumoren wird die sogenannte neoadjuvante Therapie angewendet. In diesem Fall 

wird die Patientin vor der Operation mit Chemotherapeutika und/oder Hormonantagonisten behandelt, 

um das Tumorvolumen zu verringern und somit eine vollständige Entfernung des Tumors oder eine 

brusterhaltende Therapie zu ermöglichen. Bei HER2/neu positiven Tumoren, welche mit einer 

ungünstigen Prognose assoziiert sind [Slamon et al., 1987], wird zusätzlich eine Antikörpertherapie 

mit Trastuzumab durchgeführt, welche das krankheitsfreie Überleben um das 1,6 - 2,1-fache erhöht 

(Kaplan-Meier-Analyse: 95 % KI = 1,4-2,0 bzw. 95 % KI = 1,7-2,6; p < 0,0001; Log-Rank-Test) 

[Romond et al., 2005; Smith et al., 2007]. Neben einer optimalen individuellen Therapie für jeden 

Patienten steht auch die Etablierung neuer Prognosemarker wie z. B. dem extrazellulären 

Matrixprotein Osteopontin (OPN) im zentralen Blickfeld der Forschung. In Mammakarzinomen ist ein 

erhöhter OPN-Gehalt (mRNA/Plasma/immunhistochemisch) häufig mit einer schlechten Prognose und 

einer kürzeren Überlebenszeit der Patienten assoziiert [Rudland et al., 2002; Singhal et al., 1997; Tuck 

et al., 1998]. Um die Bedeutung von OPN weiter zu charakterisieren, wurden in der vorliegenden 

Arbeit die Effekte einer Transfektion mit OPN-siRNAs im Zusammenhang mit Bestrahlung in der 

MDA-MB-231 als Modellzelllinie für Mammakarzinome untersucht (2.1.1). 

1.1.2 Gliome 

Gliome sind Primärtumore des zentralen Nervensystems, die meist aus den Gliazellen, dem Nähr- und 

Stützgewebe der Nervenzellen, entstehen. Die Inzidenzrate für Gliome beträgt pro Jahr fünf bis sechs 

Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner. Sie machen ca. 40-50 % aller Hirntumore aus. Die 

Unterteilung in verschiedene Subtypen (Astrozytome, Oligodendrogliome, Ependynome und 

Mischgliome) erfolgt nach der Histologie der Gliazellen, welchen sie am meisten ähneln. Diese 

müssen allerdings nicht zwangsläufig die Ursprungszellen sein. Außerdem werden Gliome nach den 

verschiedenen Differenzierungsgraden der WHO (world health organisation) unterschieden [Louis et 

al., 2007]. Grad I-Tumore sind als gutartig charakterisiert und besitzen noch eine klare Abgrenzung 

zum restlichen Hirngewebe. Dies erklärt unter anderem die sehr gute 5-Jahres-Überlebensrate von ca. 

94 % (Tabelle 1-2). Höhergradige Tumore (Grad II-IV) wachsen infiltrierend und haben in 

Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad eine deutlich ungünstigere 5-Jahres-Überlebensrate. Bei Grad 

IV-Tumoren beträgt diese nur noch 5 % (Tabelle 1-2).  
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Tabelle 1-2: WHO-Klassifizierung der Gliome, relative Häufigkeit und 5-Jahres-Überlebensrate 

(modifiziert nach [Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neurologie (2014); Dolecek et al., 

2012]) 

WHO-Grad Tumor (Beispiele) Relative Häufigkeit 5-Jahres-Überleben 

I pilozytisches Astrozytom 5 % 94 % 

II diffuses Astrozytom 10 % 47 % 

 Oligodendrogliom 6 % 79 % 

III anaplastisches Astrozytom 6 % 26 % 

 anaplastisches Oligodendrogliom 2 % 49 % 

IV Glioblastom 54 % 5 % 

 

Die Ursachen für die Entstehung von Gliomen sind weitgehend unklar. Es gibt jedoch einige bekannte 

Faktoren, die das Risiko ein Gliom zu entwickeln erhöhen. Ein wesentlicher Faktor ist das Alter. Vor 

allem bei malignen Gliomen (Grad III und IV) steigt die Inzidenzrate mit dem Alter deutlich an. Bei 

anaplastischen Astrozytomen und Oligodendrogliomen (beide Grad III) liegt das mittlere 

Erkrankungsalter bei 54 bzw. 49 Jahren und bei Glioblastomen (Grad IV) bei 64 Jahren [Dolecek et 

al., 2012]. Wie auch bei anderen Tumorentitäten wird ionisierende Strahlung als mögliche Ursache für 

die Entstehung angesehen [Bondy et al., 2008]. Nur sehr selten findet man hereditäre Gliome, die 

beispielweise bei Patienten mit Neurofibromatose (Mutation am NF1 oder NF2), Li-Fraumeni-

Syndrom (Mutation am TP53), Turcot-Syndrom (Mutation am APC, hMLH1 und hPMS2) oder 

tuberöser Sklerose (Mutation am TSC1 oder TSC2) auftreten [Goodenberger und Jenkins, 2012; 

Houshmandi und Gutmann, 2007]. Die Früherkennung von Gliomen spielt bei der Prävention keine 

Rolle, da sich vor allem Glioblastome innerhalb weniger Wochen entwickeln können. Die 

histologische und zytologische Untersuchung des Tumors dient als Grundlage für die Prognose- und 

Therapieerstellung. Im Therapieverlauf wird zunächst eine möglichst komplette Resektion des Tumors 

angestrebt. Die Effektivität einer adjuvanten Strahlen- und/oder Chemotherapie kann durch die 

Verkleinerung der Tumormasse verbessert werden. Durch die kombinierte Behandlung aus Radio- und 

Chemotherapie mit Temozolomid konnte eine deutliche Verbesserung der 2-Jahres-Überlebensrate von 

Glioblastompatienten auf 26,5 % im Vergleich zu 10,4 % bei alleiniger Radiotherapie erzielt werden 

(Kaplan-Meier-Analyse: 95 % KI = 21,2–31,7 bzw. 95 % KI = 6,8–14,1; p < 0,001; Log-Rank-Test) 

[Stupp et al., 2005]. Aber auch bei Patienten mit Grad III-Gliomen lässt sich nach 10-jähriger 

Nachbeobachtungszeit ein signifikanter Überlebensvorteil bei kombinierter Radiochemotherapie 

(42,3 Monate) im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie (30,6 Monate) erkennen (Kaplan-Meier-

Analyse: p = 0,018; Log-Rank-Test) [van den Bent et al., 2013]. Es gibt bereits verschiedene 

molekulare Marker, mit deren Hilfe eine prognostische (therapieunabhängige) Aussage für 

Gliompatienten möglich ist. Dazu zählen die Hypermethylierung des Promotors der 

O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, die loss of heterozygosity (LOH)-Mutation auf den 

Chromosomenarmen 1p und 19q sowie die Punktmutation (R132H) der Isocitratdehydrogenase 1 
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(IDH1) [Cairncross et al., 2006; Esteller et al., 2000; Yan et al., 2009]. Aufgrund der sehr schlechten 

Überlebensraten vor allem höhergradiger Gliome, wird nach alternativen molekularen Substanzen 

gesucht, die zur Hemmung des Tumorwachstums eingesetzt werden können. Aber auch die 

Charakterisierung weiterer prognostischer und/oder prädiktiver molekularer Marker ist essentiell, um 

die Therapiemöglichkeiten für die Gliompatienten weiter verbessern zu können. In der vorliegenden 

Arbeit wurde die Bedeutung von OPN bzw. der OPN-Spleißvarianten in der Glioblastomzelllinie 

U251MG und in Glioblastomen als möglicher Tumormarker genauer untersucht (2.1.2 und 2.2.2). 

1.1.3 Weichteilsarkome 

Weichteilsarkome (WTS) sind eine sehr heterogene Gruppe von malignen Tumoren mesenchymalen 

Ursprungs. Sie betreffen vor allem Fett-, Muskel- und Bindegewebe sowie Blutgefäße und periphere 

Nervenzellen. In den Extremitäten treten WTS am häufigsten auf (60 %), gefolgt vom Rumpf (30 %) 

und dem Kopf-Hals-Bereich (10 %). Sie zählen zu den seltenen Tumoren und machen nur etwa 1 % 

aller Tumorerkrankungen im Erwachsenenalter aus [Fletcher et al., 2002]. Die Inzidenzrate beträgt 

zwei bis drei Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner pro Jahr [Bannasch et al., 2011]. Es sind alle 

Altersgruppen betroffen, aber man findet eine deutliche Prävalenz im Kindesalter (unter 15 Jahren). 

Der Großteil der Betroffenen ist über 55 Jahre alt, wobei Männer häufiger betroffen sind als Frauen 

[Weiss und Goldblum, 2007]. WTS entstehen in der Regel als primäre Neoplasien und gehen nur sehr 

selten aus benignen Weichteiltumoren hervor. Eine genetische Prädisposition konnte bei 

WTS-Patienten nur sehr selten nachgewiesen werden. Beispielsweise findet man bei Patienten mit 

Li-Fraumeni-Syndrom, Morbus Recklinghausen (NF1-Mutation), Gardner-Syndrom (APC-Mutation), 

Werner-Syndrom (WNR-Mutation), tuberöser Sklerose und Basalzellnävussyndrom (PTCH1-

Mutation) ein erhöhtes Risiko an WTS zu erkranken [Brennan et al., 1997]. Es sind einige chemische 

Substanzen bekannt, die das Risiko einer WTS-Erkrankung deutlich erhöhen, wie z. B. 

Polyvinylchlorid, Arsen, Asbest und Thorotrast [Falk et al., 1981; Selikoff et al., 1979]. Auch eine 

Bestrahlung infolge einer vorangegangenen Tumorerkrankung oder eine radioaktive Exposition geht 

mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko einher [Riad et al., 2012; Samartzis et al., 2013]. 

Da die Patienten meist keine typischen Symptome zeigen, werden WTS oft erst sehr spät erkannt, 

wobei bei 20 % der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen (in der Lunge) vorliegen 

[Weiss und Goldblum, 2007]. Da die Histogenese der meisten WTS ungeklärt ist, werden die Tumoren 

entsprechend ihres Ausgangsgewebes histologisch klassifiziert (Tabelle 1-3). Dies spielt für die 

Prognoseerstellung aber keine zentrale Rolle [Coindre et al., 2001]. Vielmehr stellt der 

Differenzierungsgrad des Tumors (Einteilung nach dem FNCLCC (Fédération Nationale de Centres 

de Lutte Contre le Cancer)-System [Trojani et al., 1984]) den klinisch relevantesten Prognosefaktor 

dar. Die metastasenfreie 5-Jahres-Überlebensrate bei G1-Tumoren beträgt 91 %, bei G2-Tumoren 

71 % und bei G3-Tumoren nur noch 44 % [Coindre et al., 2001]. 
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Tabelle 1-3: Histologische Subtypen der WTS und deren Häufigkeit (modifiziert nach [DGHO Deutsche 

Gesellschaft für Hämatologie und Medizinische Onkologie e.V. (2011)]) 

histologischer Subtyp relative Häufigkeit 

Leiomyosarkome (LMS) 15-25 % 

Liposarkome 10-15 % 

undifferenziertes pleomorphe Sarkome (NOS, früher MFH
1
) 15-25 % 

Synovialsarkome 3-10 % 

gastrointestinale Stromatumore 3-5 % 

maligne periphere Nervenscheidentumoren 3-5 % 

Fibrosarkome 2-3 % 

Angiosarkome 2-3 % 

Rhabdomyosarkome (RMS) ~2 % 

seltene Formen (z. B. endometriale Stromasarkome, alveoläre WTS) ~ 1 % 

WTS: Weichteilsarkom; NOS: not otherwise specified, MFH: malignes fibröses Histiozytom 

1
Nach neuer Einteilung gehören maligne fibröse Histiozytome (MFH) nicht mehr zur Gruppe der 

fibrohistiozytischen Tumore. Der Begriff MFH wird nicht mehr verwendet und wurde durch den Begriff des 

undifferenzierten Sarkoms ersetzt [Petersen, 2013]. 

 

Die Stadieneinteilung der WTS richtet sich nach der Größe und Lage des Primärtumors, dem 

regionalen Lymphknotenbefall, dem Auftreten von Fernmetastasen (TNM-System) und dem 

Tumorgrad. Die Wahl des Therapiekonzepts wird hauptsächlich durch das Stadium des Tumors 

bestimmt. Die lokale Tumorkontrolle sowie die Verhinderung des Auftretens von Fernmetastasen 

stehen dabei im Vordergrund. Die bevorzugte Behandlungsmethode ist die operative Entfernung des 

Primärtumors mit einem großzügigen Resektionsrand. Bei Sarkomen in den Extremitäten soll 

möglichst die entsprechende Extremität ohne Funktionsverlust erhalten bleiben. Bei Tumoren mit 

Stadium II oder höher werden die Patienten zusätzlich mit einer Strahlen- und/oder Chemotherapie 

behandelt. Die Strahlentherapie kommt primär adjuvant zum Einsatz um nach der Operation 

verbleibende Tumorzellen abzutöten. Eine neoadjuvante Strahlentherapie wird bei (scheinbar) 

inoperablen WTS eingesetzt. Der Nutzen einer Chemotherapie (neoadjuvant und/oder adjuvant) ist bei 

WTS mit Ausnahme des Ewing- und Rhabdomyosarkoms immer noch umstritten. Obwohl 2008 in 

einer Metaanalyse nach einer adjuvanten Chemotherapie aus Doxorubicin und Ifosfamid eine 

Verlängerung des Gesamtüberlebens nachgewiesen wurde [Pervaiz et al., 2008], konnte dies in einer 

großen EORTC (European organisation for research and treatment of cancer)-Studie nicht bestätigt 

werden [Woll et al., 2012]. Eine neoadjuvante Chemotherapie wird lediglich bei lokal 

fortgeschrittenen hochgradigen Sarkomen (Tumorgröße ≥5 cm) empfohlen oder um eine Amputation 

bzw. einen Funktionsverlust nach einer alleinigen Operation zu verhindern [Bannasch et al., 2011]. 

Weitere Therapieoptionen sind die regionale Hyperthermie in Kombination mit einer Chemotherapie, 

für welche bereits eine Verbesserung des Gesamtüberlebens nachgewiesen werden konnte [Issels et 

al., 2010], oder eine isolierte Extremitätenperfusion mit TNFα, Melphalan oder Interferon zur 
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Verhinderung von Amputationen [Eggermont et al., 2003]. Um den Einsatz der verschiedenen 

Therapiemöglichkeiten weiter verbessern zu können, ist es wichtig, prognoserelevante molekulare 

Marker zu identifizieren. Die mögliche Bedeutung von OPN und seinen Spleißvarianten als solche 

wird in Kapitel 2.2.1 beschrieben.  

1.2 Tumorhypoxie und Bestrahlung 

Unter Hypoxie versteht man die Sauerstoffunterversorgung von Gewebe, d. h. der Sauerstoffbedarf ist 

größer als der zur Verfügung stehende Sauerstoff. Während der Sauerstoffpartialdruck im 

Normalgewebe im Bereich von 25-60 mmHg liegt, findet man im hypoxischen Gewebe Bereiche mit 

einem Sauerstoffpartialdruck von 0-25 mmHg. Hypoxie tritt vor allem bei Gefäßverengungen infolge 

von Gefäß- und Lungenerkrankungen sowie bei soliden Tumoren auf. Es ist bekannt, dass ca. 50-60 % 

aller soliden Tumore hypoxische Bereiche aufweisen [Vaupel und Mayer, 2005]. Beispielsweise wurde 

für normales Brustgewebe ein durchschnittlicher Sauerstoffpartialdruck von 65 mmHg beschrieben, 

während dieser in Mammakarzinomen bei 30 mmHg lag [Vaupel et al., 1991]. In Glioblastomen liegt 

der Sauerstoffpartialdruck durchschnittlich sogar nur bei 7,4 mmHg [Rampling et al., 1994]. 

Ohne eine zusätzliche Sauerstoffversorgung wäre das Tumorwachstum auf eine maximale Größe von 

2-3 mm
3
 beschränkt, denn die diffusionsbedingte Sauerstoffbereitstellung kann bei größeren Tumoren 

nicht mehr gewährleistet werden. Man spricht dann von der sogenannten chronischen oder 

diffusionslimitierten Hypoxie. Die Bildung neuer Blutgefäße (Neovaskularisierung) zur 

Gewährleistung der Sauerstoff- und Nährstoffversorgung bietet dem Tumor die Möglichkeit für 

weiteres Wachstum und zur Metastasierung [Folkman, 1990; Gupta und Qin, 2003]. Um die 

Neovaskularisierung zu fördern, schütten Tumorzellen Angiogenesefaktoren aus, wie z. B. den 

vaskulären epidermalen Wachstumsfaktor (VEGF) und den Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) 

[Gupta und Qin, 2003]. Da die Gefäßneubildung fehlerhaft ist (blinde Enden, temporäre Verschlüsse, 

durchlässige Basalmembran) entstehen fortlaufend hypoxische Bereiche innerhalb des Tumors [Brown 

und Giaccia, 1998]. Neben einer erhöhten Angiogenese gehören auch eine erhöhte genomische 

Instabilität, eine veränderte Gen- und Proteinregulation (z. B. hypoxieinduzierter Faktor 1α (HIF-1α), 

siehe 1.2.1) sowie die Selektion von apoptoseresistenten Klonen zu den Folgen einer zellulären 

Hypoxie [Graeber et al., 1996; Reynolds et al., 1996]. Für verschiedene Tumorentitäten (z. B. 

Mammakarzinome, WTS und Gliome) wurde zudem eine negative prognostische Bedeutung der 

Tumorhypoxie nachgewiesen [Nordsmark et al., 2001; Rundqvist und Johnson, 2013; Vaupel et al., 

2002; Yang et al., 2012a].  

Darüber hinaus ist die Effektivität einer Radio- bzw. Chemotherapie in hypoxischen Tumorbereichen 

deutlich reduziert [Hockel und Vaupel, 2001; Overgaard, 2007]. Die Ursache für die verminderte 

Wirksamkeit von Chemotherapeutika ist zum einen in der zu großen Distanz der hypoxischen Zellen 

vom nächst gelegenen Blutgefäß begründet. Dadurch ist die Konzentration der Chemotherapeutika in 

den hypoxischen Zellen im Vergleich zu gut oxygenierten Zellen deutlich herabgesetzt. Zum anderen 
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richten sich Chemotherapeutika in erster Linie gegen schnell proliferierende Zellen. Die Teilungsrate 

hypoxischer Tumorzellen ist jedoch deutlich reduziert [Brown und Giaccia, 1998]. Die 

Strahlenresistenz hypoxischer Zellen ist auf die Abwesenheit von Sauerstoff zurückzuführen, da dieser 

unter anderem die zytotoxische Wirkung der Bestrahlung vermittelt [Gray et al., 1953]. Locker 

ionisierende Strahlung (z. B. Röntgenstrahlung) wirkt zu ca. einem Drittel direkt, während zwei Drittel 

der Schäden durch indirekte Strahleneffekte hervorgerufen werden. Die direkte Strahlenwirkung 

beruht auf der direkten Ionisierung der DNA durch freie Elektronen wodurch DNA-Einzel- und 

Doppelstrangbrüche sowie Basenschäden initiiert werden. Bei der indirekten Strahlenwirkung 

interagieren freie Elektronen zunächst mit anderen Molekülen (z. B. Wasser). Dabei werden Radikale 

gebildet, die ihrerseits wiederum in der Lage sind Biomoleküle wie die DNA zu schädigen. Da die 

menschlichen Zellen zu ca. 80 % aus Wasser bestehen, stellt die Radiolyse des Wassers die 

Hauptquelle der Radikalbildung dar (Abbildung 1-2). Die daraus entstandenen hoch reaktiven 

Hydroxylradikale (OH•) schädigen die DNA indirekt und es entstehen Bioradikale (z. B. der DNA: 

R•). In Anwesenheit von Sauerstoff reagiert dieser mit den freien Radikalen oder den Bioradikalen 

(R•) und es entstehen Peroxidradikale. Dadurch wird eine stabile Veränderung der chemischen 

Struktur der DNA erzielt, d. h. der DNA-Schaden ist chemisch fixiert und kann nur schwer repariert 

werden. Ist kein Sauerstoff vorhanden, sind die reaktiven Bioradikale langlebiger und werden von 

Thiolen (RSH) reduziert. Nach dieser Theorie kann der DNA-Schaden „chemisch repariert“ werden, 

d. h. die Anzahl der Strangbrüche wird somit reduziert und die „chemisch reparierte“ DNA ist somit 

für biochemische Reparaturmechanismen durch spezifische Enzyme besser zugänglich [von Sonntag, 

2006]. 

 

(1) Radiolyse des Wassers (Bsp.: R=DNA) 
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(2) Folgereaktionen unter normoxischen Bedingungen (Bsp.) 
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(3) Folgereaktionen unter hypoxischen Bedingungen (Bsp.) 
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Abbildung 1-2: Indirekter Strahleneffekt 

Radiolyse des Wassers (1) und Folgereaktionen unter normoxischen (2) und hypoxischen Bedingungen (3) 

(modifiziert nach [Hall und Giaccia, 2006; Richter und Feyerabend, 2002; von Sonntag, 2006]) 
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Dies gilt als allgemein akzeptierte Erklärung des sogenannten Sauerstoffeffekts, der die reduzierte 

Strahlenwirkung unter hypoxischen im Vergleich zu normoxischen Bedingungen beschreibt. Die 

sogenannte oxygen enhancement ratio (OER) gibt an, dass unter hypoxischen Bedingungen die zwei- 

bis dreifache Strahlendosis im Vergleich zu normoxischen Bedingungen aufgewendet werden muss, 

um den gleichen toxischen Effekt zu erzielen [Gray et al., 1953]. Es gibt bereits einige praxisrelevante 

Methoden zur gezielten Therapie von hypoxischen Tumoren. Dazu zählt die sogenannte ARCON 

(accelerated radiotherapy with carbogen and nicotinamide)-Therapie, bei der durch die zusätzliche 

Gabe von Carbogen (Gasgemisch aus 5 % CO2 und 95 % O2) und Nicotinamid die diffusions- bzw. 

perfusionsbedingte Hypoxie reduziert werden soll [Kaanders et al., 2002]. Außerdem werden 

sogenannte Hypoxieradiosensibilisatoren eingesetzt. Dies sind Substanzen (z. B. Tirapazamin, AQ4N), 

die ihre toxische Wirkung erst im hypoxischen Milieu entfalten und somit zur selektiven Abtötung von 

hypoxischen Tumorzellen führen und damit auch die Wirksamkeit der Bestrahlung verbessern [Brown 

und Wilson, 2004; Marcu und Olver, 2006]. Damit Patienten von einer hypoxiegerichteten Therapie 

profitieren können, ist es wichtig hypoxische Tumoren zu identifizieren und zu quantifizieren. Die 

Bestimmung des intratumoralen Sauerstoffpartialdrucks kann entweder direkt mit Hilfe einer 

Feinnadelelektrode erfolgen [Nordsmark et al., 1994] oder indirekt durch Injektion von sogenannten 

exogenen Hypoxiemarkern, wie Pimonidazol oder Misonidazol, die sich selektiv in hypoxischen 

Zellen anreichern. Sind diese Substanzen radioaktiv markiert (z. B. 
18

F-FMISO), ist es möglich über 

bildgebende Verfahren wie Positronenemissionstomographie die hypoxischen Bereiche im Tumor des 

Patienten nicht-invasiv zu lokalisieren und zu quantifizieren. Die immunhistochemische 

Quantifizierung endogener Hypoxiemarker wie z. B. HIF-1α, Carboanhydrase IX (CA IX), VEGF und 

GLUT1, also Proteinen, deren Expression bei Sauerstoffmangel verstärkt wird, stellt eine weitere 

Möglichkeit zur Detektion hypoxischer Tumorareale dar [Bussink et al., 2003; Vordermark und 

Brown, 2003]. 

1.2.1 HIF-1α und andere hypoxieregulierte Proteine 

Ein wichtiges Merkmal der Tumorzellen zur Anpassung an Hypoxie ist eine veränderte Genexpression 

und –regulation, bei der die Familie der hypoxieinduzierten Faktoren (HIF) eine zentrale Rolle spielt. 

Der wichtigste Vertreter HIF-1 besteht aus der sauerstoffabhängigen Untereinheit HIF-1α und der 

konstitutiv exprimierten Untereinheit HIF-1β. Bei Sauerstoffanwesenheit (Normoxie) wird HIF-1α 

durch die Prolyl-4-hydroxylase hydroxyliert. Dies ermöglicht die Bindung des von-Hippel-Landau 

Proteins, einer Komponente des Ubiquitin-E3-Ligase-Komplexes. Infolgedessen kommt es zur 

kovalenten Bindung von Ubiquitin an HIF-1α, wodurch dieses für den Abbau im 26S-Proteasom 

markiert wird (Abbildung 1-3). Die Halbwertszeit von HIF-1α beträgt unter normoxischen 

Bedingungen lediglich fünf bis acht Minuten [Moroz et al., 2009]. Zusätzlich kommt es unter 

normoxischen Bedingungen zur Hydroxylierung eines Asparaginrestes durch die 

Asparaginylhydroxylase FIH (factor inhibiting HIF-1), welche die Bindung der 

Transkriptionskoaktivatoren CBP/p300 (CREB-binding protein) an HIF-1α verhindert und somit die 
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transkriptionelle Aktivität inhibiert. Bei Sauerstoffmangel (Hypoxie) wird HIF-1α durch die fehlenden 

Hydroxylierungen stabilisiert und transkriptionell aktiv. Das stabilisierte HIF-1α wird in den Zellkern 

importiert, wo die Bindung an die konstitutiv exprimierte Untereinheit HIF-1β erfolgt. Das 

Heterodimer bindet über eine Erkennungssequenz an die HREs (hypoxia response elements) der 

Zielgene und nach erfolgreicher Interaktion der Koaktivatoren CBP/p300 mit HIF-1α wird die 

transkriptionelle Aktivität initiiert (Abbildung 1-3) [Brahimi-Horn und Pouyssegur, 2006; Patiar und 

Harris, 2006]. HIF-1α reguliert auf diese Weise die Expression von ca. 2 % aller Gene des 

menschlichen Genoms [Manalo et al., 2005]. Es beeinflusst über die Induktion spezifischer Zielgene 

zentrale Prozesse in der Zelle, wie den Energiestoffwechsel/Glykolyse (GLUT1 und HK2, hexokinase 

2), die Angiogenese (VEGFA), Zellproliferation (IGF2, insulin-like growth factor 2), Apoptose (TP53) 

und die pH-Regulation (CA9) [An et al., 1998; Carmeliet et al., 1998; Ebert et al., 1996; Feldser et al., 

1999; Forsythe et al., 1996; Wykoff et al., 2000]. 

 

 

Abbildung 1-3: Sauerstoffabhängige Regulation der Stabilität des HIF-1 (modifiziert nach [Carroll und 

Ashcroft, 2005; Nizet und Johnson, 2009]) 

Bei Sauerstoffanwesenheit wird HIF-1α destabilisiert und durch das Proteasom abgebaut. Unter hypoxischen 

Bedingungen kommt es zur Stabilisierung des HIF-1α Proteins. Es wird in den Zellkern importiert und bildet mit 

der konstitutiv exprimierten Untereinheit HIF-1β ein Heterodimer. Durch die Bindung der Koaktivatoren 

CBP/p300 wird das Heterodimer transkriptionell aktiv und induziert die Transkription der Zielgene. 

 

Die Carboanhydrase IX (CA IX) gehört zur Enzymfamilie der α-Carboanhydrasen. Zu den 

Hauptaufgaben im menschlichen Organismus zählen die Regulation und Aufrechterhaltung des 

pH-Wertes und des Säure-Base-Haushalts der Zellen. Wykoff und Mitarbeiter (2000) konnten in VHL-

Wildtyp-Zelllinien eine hypoxieabhängige CA9-Expression nachweisen, während CA9 in VHL-

defizienten Zelllinien konstitutiv und hypoxieunabhängig exprimiert wurde [Wykoff et al., 2000]. Die 

Regulation der hypoxieabhängigen Expression wird durch ein HIF-reguliertes HRE (hypoxia response 

element) in der Promotorregion des CA9 realisiert [Wykoff et al., 2000]. Durch immunhistochemische 
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Färbungen konnte in zahlreichen Tumoren (Nierenzell-, Speiseröhren-, nicht-kleinzellige Bronchial-, 

Kolorektal- und Mammakarzinome) bereits ein erhöhter CA IX-Proteingehalt nachgewiesen werden 

[Chia et al., 2001; Liao et al., 1997; Saarnio et al., 1998; Turner et al., 1997; Vermylen et al., 1999]. 

CA IX ist zudem in HT 1080- und FaDu-Zellen, aber auch bei invasiven Mammakarzinomen, als 

Hypoxiemarker beschrieben [Chia et al., 2001; Vordermark et al., 2005]. Neben den nachweislich 

hypoxieregulierten Proteinen HIF-1α, CA IX und GLUT1 [Vordermark und Brown, 2003], wird auch 

das extrazelluläre Matrixprotein OPN als potentieller Hypoxiemarker diskutiert [Bache et al., 2008]. 

Sodhi und Mitarbeiter (2000, 2001) zeigten in ersten Untersuchungen an Mesangiumzellen und 

vaskulären Muskelzellen der Ratte, dass der mRNA- und Proteingehalt von OPN bei niedrigen 

Sauerstoffkonzentrationen ansteigt [Sodhi et al., 2000; Sodhi et al., 2001a; Sodhi et al., 2001b]. 2003 

konnten auch erste in vivo-Analysen an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren einen Zusammenhang 

zwischen Hypoxie und OPN nachweisen. Die OPN-Plasmaspiegel der Patienten zeigten eine 

signifikant inverse Korrelation mit dem Sauerstoffpartialdruck im Tumor [Le et al., 2003]. 

Immunhistochemische Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe bestätigen diese Beobachtungen. 

Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurde eine deutliche Korrelation zwischen einem erhöhten 

OPN-Proteingehalt im Tumor und einem niedrigen Hämoglobingehalt im Blut bzw. einem erhöhten 

HIF-1α-Proteingehalt im Tumor nachgewiesen [Bache et al., 2006]. Bei Strukturuntersuchungen der 

murinen Opn-Promotorregion wurde eine sogenannte RAE-Sequenz (ras-activated enhancer) 

identifiziert, deren Aktivierung in NIH-3T3-Zellen essentiell für die hypoxieregulierte Induktion von 

OPN ist. In Abwesenheit von Sauerstoff werden Ras und die Akt Kinase aktiviert. Infolgedessen 

bindet ein noch unbekannter Transkriptionsfaktor an die RAE-Sequenz im Opn-Promotor und 

induziert somit die Transkription von Opn (Abbildung 1-4) [Zhu et al., 2005]. 

 

 

Abbildung 1-4: Postulierter Mechanismus der hypoxieabhängigen Regulation der OPN-Expression 

(modifiziert nach [Zhu et al., 2005]) 

 

Aber auch in vivo zeigte sich bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, dass OPN und Tumorhypoxie im 

Zusammenhang stehen. Patienten mit einem erhöhten OPN-Plasmaspiegel zeigten ein deutlich 

schlechteres Überleben nach Bestrahlung im Vergleich zu Patienten mit einem niedrigen 

OPN-Plasmaspiegel (univariate Cox-Regression: RR = 1,9; 95 % KI = 1,2-3,0; p = 0,0002). Durch die 

Gabe des Hypoxieradiosensibilisators Nimorazol konnte die Prognose der Patienten mit einem hohen 

OPN-Plasmaspiegel deutlich verbessert werden (univariate Cox-Regression: RR = 4,0; 95 % 
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KI = 1,7-9,1; p = 0,01) [Overgaard et al., 2005]. Dies deutet darauf hin, dass durch die Bestimmung 

des OPN-Plasmaspiegels eine Aussage über mögliche hypoxische Bereiche im Tumor getroffen 

werden kann. Daraus resultierend könnte durch die Reduktion der Tumorhypoxie bei den betroffenen 

Patienten eine deutliche Verbesserung der Wirksamkeit der Strahlentherapie und somit der Prognose 

erreicht werden. Aus diesem Grund wurde die Bedeutung von OPN als Hypoxiemarker, vor allem im 

Zusammenhang mit Bestrahlung, näher untersucht. 

1.3 Das extrazelluläre Matrixprotein Osteopontin 

Osteopontin ist ein sezerniertes Phosphoglykoprotein, das erstmals 1979 von Senger bei der 

Untersuchung sezernierter Proteine maligner transformierter Epithelzellen entdeckt und beschrieben 

wurde [Senger et al., 1979]. 

1.3.1 Struktur 

Die cDNA des OPN weist bei verschiedenen Säugetierarten (Schwein, Kuh, Kaninchen, Maus und 

Mensch) einen hohen Anteil an Sequenzhomologien auf. Das Gen SPP1 (secreted phosphoprotein 1, 

im Folgenden bezeichnet als OPN), welches für OPN codiert, liegt auf Chromosom 4 (4q21–4q25). 

Nach aktuellem Stand enthält OPN acht Exone, wobei durch posttranskriptionelles Spleißen fünf 

verschiedene Varianten entstehen (OPN-a – OPN-e). OPN-e ist die längste Isoform und enthält als 

einzige Variante Exon 4. Dort befindet sich auch das alternative Startcodon. Die kodierende Sequenz 

liegt somit im Bereich von Exon 4 bis Exon 8 (984 bp). Da allen anderen Varianten (OPN-a – OPN-d) 

Exon 4 (inkl. vorgelagertem Stoppcodon) fehlt, befindet sich das Startcodon dieser vier Varianten in 

Exon 2. Außerdem fehlt OPN-b zusätzlich Exon 6, OPN-c Exon 5 und OPN-d Exon 5 und Exon 6. Es 

entstehen also vier verkürzte Proteine mit einem im Vergleich zu OPN-e veränderten N-Terminus 

(Tabelle 1-4). Zum Zeitpunkt der Datenerfassung waren lediglich die Varianten OPN-a, OPN-b und 

OPN-c bekannt [Saitoh et al., 1995], sodass die Untersuchungen nur die drei genannten Varianten 

einschließen und die beiden Varianten OPN-d und OPN-e nicht untersucht wurden.  
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Tabelle 1-4: Übersicht der OPN-Spleißvarianten (modifiziert nach [Lin et al., 2015]) 

Isoform Exon 1-3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7+8 CDS (bp) Protein (AS) 

OPN-a 1 - 1 1 1 
945 

(NM_001040058.1) 

314 

(NP_001035147.1) 

OPN-b 1 - 1 - 1 
903 

(NM_000582.2) 

300 

(NP_000573.1) 

OPN-c 1 - - 1 1 
864 

(NM_001040060.1) 

287 

(NP_001035149.1) 

OPN-d 1 - - - 1 
822 

(NM_001251829.1) 

273 

(NP_001238758.1) 

OPN-e 1 1 1 1 1 
984 

(NM_001251830.1) 

327 

(NP_001238759.1) 

OPN: Osteopontin; CDS: coding DNA sequence, bp: Basenpaare, AS: Aminosäure 

 

Aufgrund zahlreicher posttranslationaler Modifikationen variiert das Molekulargewicht des OPN 

zwischen 44 und 75 kDa [Denhardt und Guo, 1993]. Neben einigen N- bzw. O-Glykosylierungen sind 

auch zahlreiche Phosphorylierungen an den Aminosäuren Serin und Threonin sowie Sulfatierungen 

bekannt [Christensen et al., 2005]. OPN besitzt eine hochkonservierte Glycin-Arginin-Glycin-

Aspartat-Serin-Sequenz (GRGDS- oder RGD-Sequenz) [Oldberg et al., 1986], welche die Bindung an 

αυβ3-, αυβ1-, αυβ5-, und α5β1-Integrine vermittelt (Abbildung 1-5). Diese Sequenz findet man auch bei 

anderen extrazellulären Matrixproteinen, wie z. B. Fibronektin, Vitronektin und Kollagen. Außerdem 

besitzt OPN eine Transglutaminasedomäne, eine putative Calcium- und zwei Heparinbindestellen 

sowie eine Thrombinschnittstelle (RS-Sequenz). Transglutaminase ist in der Lage OPN mit sich selbst 

zu Polymeren zu verknüpfen, welche eine erhöhte Zellmigration sowie eine verstärkte Zell- und 

Fokaladhäsion induzieren [Higashikawa et al., 2007]. Thrombin hingegen schneidet OPN sechs 

Aminosäuren von der RGD-Sequenz entfernt, wobei zwei etwa gleich lange Produkte entstehen. Die 

Aktivität der OPN-Fragmente ist im Vergleich zum ungeschnittenen OPN erhöht und führt zu einer 

gesteigerten Zelladhäsion [Senger et al., 1994]. Außerdem wird durch diese proteolytische Spaltung 

eine Bindestelle für α4β1- und α9β1-Integrine (SVVYGLR-Sequenz) aktiviert [Yokosaki et al., 1999]. 

OPN ist aber auch ein Ligand für diverse Isoformen des ebenfalls membranständigen 

CD44-Rezeptors. Es ist allerdings noch nicht bekannt, welche Domäne diese Bindung vermittelt 

[Katagiri et al., 1999].  
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Abbildung 1-5: Schematische Struktur des OPN (modifiziert nach [Buback et al., 2009]) 

OPN besitzt verschiedene, z. T. hochkonservierte, funktionelle Domänen, wie z. B. die RGD-Domäne (die 

Bindestelle für αυβ1,3,5-Integrine), CD44-Bindedomänen, die RS-Sequenz (Thrombinschnittstelle), eine 

Transglutaminase-Domäne und eine Calcium- sowie zwei Heparinbindestellen.  

 

1.3.2 Lokalisation 

Die Hauptfunktionen des OPN werden durch seine umfassend beschriebene extrazelluläre Form 

(OPNs) und deren Interaktionen mit membranständigen Integrin- und CD44-Rezeptoren vermittelt. 

Daneben existiert auch eine intrazelluläre Form des OPN (OPNi) [Zohar et al., 1997; Zohar et al., 

2000]. Für Makrophagen und dendritische Zellen, die für die zelluläre Immunantwort eine wichtige 

Rolle spielen, ist die Bedeutung des intrazellulären OPN gut untersucht. In stark migrierenden Zellen 

konnte eine Kolokalisation von OPNi und CD44 sowie eine Beteiligung des OPNi an dem 

Hyaluronan-CD44-ERM-Komplex (Ezrin, Radixin, und Moesin) nachgewiesen werden. Dieser ist bei 

der Migration von embryonalen Fibroblasten, aktivierten Makrophagen und metastatischen Zellen von 

Bedeutung [Zhu et al., 2004; Zohar et al., 2000]. Die Migration und Resorption der Osteoklasten wird 

ebenfalls durch die Kolokalisation von OPNi und CD44 beeinflusst [Suzuki et al., 2002]. 

 

 

Abbildung 1-6: Entstehung von OPNs und OPNi (modifiziert nach [Buback et al., 2009]) 

Bei der konventionellen Translation entsteht OPNs, welches ein Signalpeptid enthält und in die extrazelluläre 

Matrix sezerniert wird. Das verkürzte OPNi (ohne Signalpeptid) entsteht hingegen durch die alternative 

Translation und verbleibt im Zytoplasma. 
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OPNs und OPNi entstehen aus einer gemeinsamen maternalen mRNA durch alternative Translation 

(Abbildung 1-6). Diese mRNA enthält neben dem konventionellen AUG-Startcodon downstream noch 

eine zweite AUG-unabhängige Sequenz zur Translationsinitiation [Shinohara et al., 2008]. Bei der 

konventionellen Translation entsteht OPNs. Dieses enthält ein 16 Aminosäuren langes Signalpeptid, 

welches für die Lokalisation an den Golgi-Apparat verantwortlich ist und den Abtransport von OPNs 

über Vesikel aus der Zelle in die extrazelluläre Matrix (EZM) vermittelt. OPNi entsteht als verkürztes 

Produkt der alternativen Translation, welchem die Signalsequenz fehlt und somit im Zytoplasma der 

Zelle verbleibt [Shinohara et al., 2008]. 

1.3.3 Physiologische Funktionen des Osteopontins 

Als extrazelluläres Matrixprotein fungiert OPN als Bindeglied zwischen den Knochenzellen und der 

Knochenmatrix und ist sowohl an der Regulation der Knochenmineralisation als auch der 

Knochenresorption beteiligt. OPN ist in der Lage Hydroxylapatit, die anorganische Komponente der 

Knochenmatrix, zu binden und so die Bildung von Hydroxylapaptitkristallen zu inhibieren. Die 

funktionellen OPN-Bindedomänen für αυβ3-Integrine und CD44-Rezeptoren sind maßgeblich an der 

Interaktion zwischen OPN und den Osteoklasten beteiligt. Durch einen autokrinen Mechanismus ist 

extrazelluläres OPN in der Lage die Migration der Osteoklasten zu regulieren [Chellaiah und Hruska, 

2003]. Aber auch intrazelluläres OPN scheint die Osteoklastenbeweglichkeit und Knochenresorption 

zu beeinflussen [Suzuki et al., 2002]. 

Neben den Knochenzellen sind auch renale Epithelzellen in der Lage OPN zu bilden und in den Urin 

zu sezernieren (Uropontin) [Shiraga et al., 1992]. Durch die Bindung von Calciumionen (Ca
2+

) 

(Abbildung 1-5) wirkt OPN protektiv gegen die Bildung von Nierensteinen, indem es die 

Kristallisation (Nukleation, Wachstum und Aggregation) von Calciumoxalat, einer der 

Hauptkomponenten von Nierensteinen, verhindert [Shiraga et al., 1992]. Die OPN-Konzentration im 

Urin von gesunden Menschen ist ausreichend hoch, um das Wachstum und die Aggregation von 

Calciumoxalatkristallen zu verhindern [Asplin et al., 1998; Min et al., 1998]. Die Tatsache, dass im 

Urin von Patienten mit Nierensteinen signifikant niedrigere OPN-Konzentrationen gemessen wurden 

als bei gesunden Probanden [Nishio et al., 1999; Nishio et al., 2000], bestätigt die Bedeutung von 

OPN für renale Kristallisationsprozesse. 

OPN wird auch von immunologischen Zellen, wie z. B. T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und 

natürlichen Killerzellen gebildet und ist für immunologische Prozesse ebenfalls von immenser 

Bedeutung [O'Regan und Berman, 2000]. Infolge von Entzündungen und Infektionen (z. B. durch 

Arteriosklerose oder Mykobakterien) ist der mRNA- und Proteingehalt von OPN nachweislich erhöht, 

wodurch sowohl die Adhäsion als auch die Migration von Makrophagen und T-Lymphozyten zu den 

Entzündungsherden gefördert wird (Übersicht in [O'Regan und Berman, 2000]). Während der 

T-Zellaktivierung konnte eine Kostimulation der T-Zellproliferation durch OPN beobachtet werden 

[O'Regan et al., 1999]. Außerdem induziert die OPN-Stimulation in T-Zellen und Makrophagen 

RDG-abhängig die Bildung von Th1-Zytokinen (IFNγ, TNFα, IL-12), hemmt aber RGD-unabhängig 
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über CD44-Rezeptoren die Bildung von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-10) [Ashkar et al., 2000]. OPN kann 

aber nicht nur als proinflammatorisches Zytokin, sondern auch antiinflammatorisch wirken. OPN ist 

nämlich in der Lage die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) in Makrophagen zu 

inhibieren [Rollo et al., 1996]. Die NO-vermittelte Gewebsschädigung wird durch einen negativen 

Rückkopplungsmechanismus limitiert, da OPN durch NO verstärkt wird [Guo et al., 2001; Takahashi 

et al., 2000]. 

1.3.4 OPN-Signalwege und deren Bedeutung für die Tumorprogression 

OPN ist als extrazelluläres Matrixprotein in der Lage über Rezeptorbindung zahlreiche 

Signalkaskaden in der Zelle zu aktivieren, wodurch verschiedene Prozesse wie Zellwachstum, 

Differenzierung, Apoptose, Zellbeweglichkeit und Invasion reguliert werden. Dadurch manipuliert 

OPN die Tumorprogression und Metastasierung und beeinflusst somit die Prognose der Patienten 

[Weber et al., 2010]. Diese Prozesse können zum einen RGD-abhängig über αυβ-Integrine oder 

RGD-unabhängig über CD44-Rezeptoren vermittelt werden (1.3.1). 

 

 

Abbildung 1-7: OPN-regulierte Signalwege (modifiziert nach [Rangaswami et al., 2006]) 

Durch Bindung des OPN an membranständige Integrine oder CD44-Rezeptoren können verschiedene Prozesse 

der Tumorprogression und Metastasierung reguliert werden. 

 

Der Schutz vor Apoptose und eine verstärkte Zellproliferation sind initiale Prozesse der 

Tumorprogression, die durch OPN nachweislich beeinflusst werden. Sowohl lösliches als auch 

immobilisiertes OPN ist in der Lage Epithelzellen vor stressinduzierter Apoptose, hervorgerufen durch 

Serummangel oder TRAIL (tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand), zu schützen 

[Pritzker et al., 2004; Scatena et al., 1998]. Immobilisiertes OPN vermittelt seine antiapoptotische 

Wirkung durch die Bindung an αυβ3-Integrine über den Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor 

kappa B), lösliches OPN dagegen über das proapoptotische Protein Bcl-xl [Khan et al., 2002; Scatena 
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et al., 1998]. Aber auch durch die Interaktion mit CD44-Rezeptoren und die nachfolgende Aktivierung 

des PI3K/Akt-Signalweges (Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg) vermittelt OPN einen Schutz 

vor Apoptose (Abbildung 1-7) [Lin und Yang-Yen, 2001]. Weiterhin kommt es durch die Interaktion 

von OPN mit Integrinrezeptoren zur Aktivierung der Kinase c-Src (cellular sarcoma) (Abbildung 1-7). 

Diese phosphoryliert und transaktiviert EGFR (epidermal growth factor receptor). Infolgedessen 

erfolgt die Aktivierung verschiedener EGFR-Signalwege, wie z. B. PI3K/Akt-, Ras-MAP-Kinase-, 

PLC- (Phospholipase-C) und PKC-Signalweg (Proteinkinase C) [Das et al., 2004; Tuck et al., 2003]. 

Angelucci und Mitarbeiter (2004) beobachteten in diesem Zusammenhang eine Verstärkung der 

wachstumsfördernden Wirkung des EGF (epidermal growth factor) durch OPN [Angelucci et al., 

2004]. 

Damit die Tumorzellen in das umliegende Gewebe infiltrieren können, ist es zunächst notwendig die 

extrazelluläre Matrix proteolytisch abzubauen. Exogenes OPN führt in Mammakarzinomzellen zu 

einer erhöhten Migration und Invasion der Zellen. Gleichzeitig ist ein erhöhter mRNA-Gehalt der 

Protease uPA (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator) sowie eine erhöhte uPA-Enzymaktivität 

nachweisbar [Tuck et al., 1999]. OPN aktiviert durch die Interaktion mit αυβ3-Integrinen den 

c-Src/EGFR/ERK-Signalweg, welcher zur Aktivatorprotein 1-vermittelten uPA-Sekretion führt 

(Abbildung 1-7) [Das et al., 2004]. Aber auch die EZM-degradierenden MMPs 

(Matrixmetalloprotease) können durch OPN aktiviert werden. Die Stimulation der MMP-2 erfolgt über 

den NF-κB/IκBα/IKK-Signalweg in Abhängigkeit von der PI3K/Akt-Aktivität [Philip und Kundu, 

2003]. Die Aktivierung von MMP-9 ist hingegen von der uPA-Aktivität abhängig, welche durch NIK 

(NF-κB-inducing kinase) vermittelt und ebenfalls über den NF-κB/IκBα/IKK-Signalweg reguliert wird 

(Abbildung 1-7) [Rangaswami et al., 2004]. 

Ein weiterer wichtiger Schritt für die Metastasierung ist die Migration der Tumorzellen durch die 

extrazelluläre Matrix. OPN wirkt in diesem Prozess als Chemoattraktant. Diese Funktion des OPN 

wurde bereits für die Migration von Makrophagen, T-Zellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen und 

Tumorzellen beschrieben (Übersicht in [Standal et al., 2004]). Neben einer erhöhten Empfindlichkeit 

gegenüber OPN zeigen Tumorzellen oft eine verstärkte Bildung von Integrinen, die wachstums- oder 

migrationsfördernde Signalwege aktivieren [Guo und Giancotti, 2004]. Hierbei vermitteln vor allem 

αυβ3-Integrine eine verstärkte Migration maligner Zellen. Die OPN-vermittelte Migration kann 

zusätzlich durch die Wachstumsfaktoren EGF und HGF (hepatocyte growth factor) sowie deren 

Rezeptoren EGFR bzw. c-Met reguliert werden [Tuck et al., 2000]. 

Außerdem sind verschiedene OPN-regulierte Mechanismen bekannt, die Tumorzellen entwickelt 

haben, um sich vor dem Angriff durch die Immunabwehr zu schützen [Denhardt und Chambers, 1994]. 

In murinen Makrophagenzellen kommt es durch OPN-Stimulation zu einer deutlichen Reduktion der 

Cytochrom C Oxidase- bzw. iNOS-Aktivität [Gao et al., 2003; Guo et al., 2001]. Kokulturversuche 

mit kolorektalen Tumorzellen und Makropagen zeigen, dass eine Reduktion der OPN-Genexpression 

in den Tumorzellen zu einer gesteigerten NO-Produktion in Makrophagen führt. Infolgedessen kommt 
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es zu einer Hemmung der Tumorzellproliferation sowie einer erhöhten Apoptoserate [Wai et al., 

2006]. OPN ist durch die Hemmung der iNOS in der Lage das Überleben der Tumorzellen im lokalen 

Tumormikromilieu deutlich zu verbessern. Darüber hinaus kann OPN den Komplementfaktor H 

binden und damit den Komplement-vermittelten Zelltod und die Opsonierung der Tumorzellen 

inhibieren [Fedarko et al., 2000]. 

Die Neovaskularisierung gewinnt mit zunehmender Tumorgröße aufgrund der diffusionslimitierten 

Sauerstoff- und Nährstoffversorgung des Tumors an Bedeutung und ist für die Aufrechterhaltung des 

Tumorwachstums essentiell. Verschiedene proangiogenetische Faktoren, wie z. B. VEGF werden 

während der Tumorprogression verstärkt gebildet [Folkman, 2002]. VEGF stimuliert in Endothelzellen 

die Expression von OPN sowie ITGAV und ITGB3 (Integrin αν und β3). Durch die verstärkte Bindung 

von OPN an ανβ3-Integrine wird die Migration der Zellen gesteigert und die Apoptose inhibiert [Khan 

et al., 2002; Scatena et al., 1998; Senger et al., 1996]. 

1.3.5 OPN als prognostischer Marker und therapeutisches Zielprotein 

In zahlreichen Studien konnte die Bedeutung von OPN für verschiedene tumorrelevante Prozesse 

nachgewiesen werden (1.3.4). Aber auch in vivo zeigte sich bei der Untersuchung von Patienten mit 

Bronchial-, Mamma-, Prostata-, Kopf-Hals- und Leberkarzinomen ein deutlicher Zusammenhang 

zwischen einem erhöhten mRNA- und Proteingehalt von OPN und einer schlechten Prognose sowie 

einem erhöhten Metastasierungspotenzial [Rittling und Chambers, 2004; Shevde et al., 2010; Wai und 

Kuo, 2008; Weber et al., 2010]. Nachdem eine Pilotstudie an lymphknotennegativen 

Mammakarzinomen einen erhöhten OPN-Proteingehalt im Tumor (Immunhistochemie, IHC) als 

unabhängigen Prognosefaktor beschrieben hat (multivariate Cox-Regression: RR = 2,97; p = 0,014) 

[Tuck et al., 1998], wurde dies durch eine weitere Studie an Mammakarzinompatienten bestätigt 

(multivariate Cox-Regression: RR = 12,9; 95 % KI = 5,6-30,0; p < 0,0001) [Rudland et al., 2002]. 

Nach einer Nachbeobachtungszeit von 19 Jahren waren noch 94 % der OPN-negativen (IHC) 

Patienten am Leben, allerdings nur 26 % der OPN-positiven Patienten [Rudland et al., 2002]. 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einem 

erhöhten OPN-Proteingehalt im Tumor (IHC) und einem schlechteren Überleben bei Kopf-Hals-

Tumoren (univariate Cox-Regressionsanalyse: RR = 1,6; KI = 0,8–3,6 ; p = 0,2) [Bache et al., 2006]. 

Darüber hinaus identifizierte eine Genchip-Analyse SPP1 als das am stärksten überexprimierte Gen 

(von 12.000 Genen) in Kolonkarzinomen und als Marker für die Progression von Kolonkarzinomen 

[Agrawal et al., 2003]. 

Da OPN in die extrazelluläre Matrix sezerniert wird, kann die OPN-Konzentration im Blut der 

Patienten (Plasma oder Serum) über ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)-Messungen sehr 

einfach bestimmt werden. Davon ausgehend könnten Aussagen über die Prognose der Patienten 

getroffen werden, die dann in ein optimiertes Therapiekonzept einfließen. Die Beobachtung solcher 

Marker während der Therapie kann zusätzlich Auskunft über einen möglichen Therapieerfolg geben 

[Bellahcene et al., 2008]. Bei Mamma-, Bronchial- und Prostatakarzinompatienten konnten bereits 
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erhöhte OPN-Serumspiegel im Vergleich zu gesunden Patienten nachgewiesen werden [Fedarko et al., 

2001]. In metastasierten Mammakarzinomen wurde zudem mehrfach eine Korrelation zwischen einem 

ansteigenden bzw. erhöhten OPN-Plasmagehalt und einer schlechten Prognose bzw. einer kürzeren 

Überlebenszeit nachgewiesen (univariate Cox-Regression: RR = 4,98; 95 % KI = 2,74-9,06; 

p = 0,0001 bzw. Kaplan-Meier-Analyse: p < 0,001; Log-Rank-Test) [Bramwell et al., 2006; Singhal et 

al., 1997]. Der OPN-Plasmaspiegel war bei Patienten mit Leberzellkarzinomen ebenfalls signifikant 

höher als in der gesunden Kontrollgruppe. Außerdem korrelierte der OPN-Plasmaspiegel mit der 

Anzahl der Lymphknoten, dem Tumorgrad und dem TNM-Status. Ein erhöhter OPN-Plasmaspiegel 

erwies sich als unabhängiger prognostischer Marker für das Gesamt- und krankheitsfreie Überleben 

der Leberzellkarzinompatienten (multivariate Cox-Regression: RR = 2,46; p < 0,001 und RR = 19,2; 

p = 0,001) [Zhang et al., 2006]. Eine eigene Studie an Patienten mit nicht-kleinzelligen 

Bronchialkarzinomen zeigte ebenfalls eine positive Korrelation zwischen einem erhöhten 

OPN-Plasmaspiegel und einem schlechteren Überleben (univariate Cox-Regressionsanalyse: 

RR = 2,2; KI = 1,1-4,8 ; p = 0,04) [Ostheimer et al., 2014a]. Ähnliche Zusammenhänge zeigten sich 

auch in weiteren Tumorentitäten wie Prostata-, Nieren-, Bronchial-, Magen-, Kopf-Hals- und 

Pankreaskarzinomen (Übersicht in [Bellahcene et al., 2008]). Aufgrund der zahlreichen Funktionen, 

die OPN in wichtigen Prozessen der Tumorgenese und Metastasierung übernimmt, und seiner 

Bedeutung als prognostischer Marker erscheint die Inhibierung von OPN (Reduktion des 

OPN-Genexpression bzw. durch OPN-neutralisierende Antikörper) als eine vielversprechende 

Therapiemöglichkeit. Sowohl in vitro als auch in vivo führte die Inhibierung von OPN zur einer 

deutlichen Reduktion der Metastasierung, im Speziellen der Migration und Invasivität in 

Kolonkarzinomzellen sowie einer verringerten Tumorbildung und weniger Lymphknoten- bzw. 

Lungenmetastasen im Mausmodell [Ito et al., 2006; Wai et al., 2005; Ye et al., 2003]. 

1.4 Zielstellung 

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die Effekte der Reduktion der OPN-Genexpression mittels siRNA in 

Kombination mit Bestrahlung unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen in der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 untersucht. Dabei standen folgende Fragestellungen im 

Vordergrund: 

 

1. Welche Effekte hat eine siRNA-vermittelte Reduktion der OPN-Genexpression unter normoxischen 

Bedingungen in Kombination mit Bestrahlung auf verschiedene zellphysiologische Parameter? 

2. Welchen Effekt hat die siRNA-vermittelte Reduktion der OPN-Genexpression unter normoxischen 

bzw. hypoxischen Bedingungen auf die Radiosensitivität der Mammakarzinomzelllinie 

MDA-MB-231? 
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Aufgrund der starken Genexpression der OPN-Spleißvarianten OPN-a, OPN-b und OPN-c (im 

Folgenden nur noch als OPN-Spleißvarianten bezeichnet) in verschiedenen Glioblastomzelllinien, 

wurden in vitro-Untersuchungen zur Bedeutung dieser OPN-Spleißvarianten an der 

Glioblastomzelllinie U251MG durchgeführt. Dabei stand vor allem die Analyse der Bedeutung der 

OPN-Spleißvarianten durch eine selektive Reduktion der Genexpression mittels siRNA im Fokus: 

 

1. Welche Effekte hat die selektive siRNA-vermittelte Reduktion der Genexpression der 

OPN-Spleißvarianten in Kombination mit Bestrahlung auf verschiedene zellphysiologische 

Parameter? 

2. Wird die Radiosensitivität durch die selektive siRNA-vermittelte Reduktion der Genexpression der 

OPN-Spleißvarianten beeinflusst? 

3. Gibt es Unterschiede zwischen der gleichzeitigen siRNA-vermittelten Reduktion der 

Genexpression aller OPN-Spleißvarianten und der selektiven siRNA-vermittelten Reduktion der 

Genexpression einzelner OPN-Spleißvarianten? 

4. Wo sind die OPN-Spleißvarianten in der Zelle lokalisiert und welche Bedeutung hat dies für die 

mögliche Funktion der Spleißvarianten? 

 

Außerdem wurde in einer retrospektiven Analyse der mRNA-Gehalt von OPN und der 

OPN-Spleißvarianten im Normal- und Tumorgewebe von Weichteilsarkompatienten einer etablierten 

Weichteilsarkomdatenbank untersucht. Dabei wurden folgende Gesichtspunkte näher beleuchtet: 

 

1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem mRNA- bzw. Proteingehalt von OPN im Serum bzw. 

im Tumor? Welche Bedeutung hat die Expressionsrate für die Prognose der WTS-Patienten? 

2. Wie hoch ist der mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten in den Tumorproben der WTS-Patienten 

im Vergleich zum umliegenden Normalgewebe? 

3. Korreliert der mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten mit verschiedenen klinischen Parametern 

sowie Migrations- bzw. Invasionsmarkern? 

4. Ist der mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten für die Prognose der WTS-Patienten relevant und 

welche Rolle spielt die Strahlentherapie dabei? 

 

Zusätzlich wurde Tumormaterial und tumorassoziiertes Normalgewebe von Glioblastompatienten 

(retrospektive Analyse) untersucht. In dieser in vivo-Analyse sollte die Untersuchung des 

mRNA-Gehalts von OPN und der OPN-Spleißvarianten erfolgen sowie die prognostische Bedeutung 

von OPN und der OPN-Spleißvarianten analysiert werden. 

 

Neben seiner Rolle als potentieller Prognosemarker, sollte außerdem die Bedeutung von OPN in der 

Tumorhypoxie untersucht werden. Dafür wurde in vitro zunächst die Beeinflussung der 
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OPN-Genexpression unter Hypoxie in verschiedenen Zelllinien unterschiedlicher Tumorentitäten in 

Kombination mit Bestrahlung untersucht. Weiterführend erfolgte die in vivo-Analyse des 

Tumormaterials von Glioblastompatienten unter dem Gesichtspunkt möglicher Korrelationen 

zwischen dem mRNA-Gehalt von OPN und der OPN-Spleißvarianten mit verschiedenen 

Hypoxiemarkern. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 

2.1 Bedeutung von Osteopontin als Tumor- und Hypoxiemarker in vitro 

Neben der operativen Entfernung des Tumors ist die Strahlentherapie heute bei zahlreichen 

Tumorentitäten als (neo)adjuvante Therapieoption ein wichtiger Bestandteil der Standardtherapie. 

Zum Teil wird die Bestrahlung auch als Ersatztherapie für die operative Entfernung des Tumors 

eingesetzt und führt beispielsweise durch Stimmerhaltung bei Kehlkopftumoren zu einer Verbesserung 

der Lebensqualität der Patienten [Krengli et al., 2004]. Außerdem kann durch eine Strahlentherapie 

oftmals eine deutliche Verbesserung der Prognose der Tumorpatienten erzielt werden. Vor allem bei 

hypoxischen Tumoren ist jedoch die Wirksamkeit der Bestrahlung deutlich eingeschränkt [Brown und 

Giaccia, 1998]. Dass OPN dabei möglicherweise eine wichtige Rolle spielt, zeigen die 

Untersuchungen von Overgaard und Mitarbeitern (2005) an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren. 

Patienten mit einem hohen OPN-Plasmaspiegel hatten nach Bestrahlung im Vergleich zu Patienten mit 

einem niedrigen OPN-Plasmaspiegel ein 1,9-fach erhöhtes relatives Risiko am Tumor zu versterben 

(univariate Cox-Regression: 95 % KI = 1,2-3,0; p = 0,0002) [Overgaard et al., 2005]. Bei Patienten 

mit einem hohen OPN-Plasmaspiegel konnte durch die zusätzliche Gabe des Radiosensibilisators 

Nimorazol die Prognose deutlich verbessert werden (krankheitsspezifische Mortalität nach 5 Jahren: 

49 % vs. 79 %; p = 0,01). Bei Patienten mit einem niedrigen OPN-Plasmaspiegel hatte die zusätzliche 

Nimorazoltherapie keinen Einfluss auf das krankheitsfreie Überleben (krankheitsspezifische Mortalität 

nach 5 Jahren: 36 % vs. 44 %; p = 0,55) [Overgaard et al., 2005]. Weitere Untersuchungen zeigten 

ebenfalls eine Korrelation zwischen erhöhten OPN-Plasmaspiegeln und niedrigen 

Sauerstoffpartialdrücken im Tumor sowie einem schlechteren Gesamtüberleben der Patienten 

(multivariate Cox-Regression: RR = 6.3; 95 % KI = 1,4-68,9; p = 0,02) [Le et al., 2003]. 

Immunhistochemische Analysen der eigenen Arbeitsgruppe bestätigen dies. Bei Patienten mit Kopf-

Hals-Tumoren konnte ein Zusammenhang zwischen dem OPN-Proteingehalt, dem Hämoglobinniveau 

und dem Proteingehalt von HIF-1α und VEGF sowie dem Sauerstoffpartialdruck im Tumorgewebe 

nachgewiesen werden [Bache et al., 2006]. Allerdings gibt es kaum in vitro-Arbeiten, die die 

Bedeutung von OPN und der Spleißvarianten OPN-a, OPN-b und OPN-c für die Strahlentherapie 

unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen genauer untersucht haben. 

2.1.1 Bedeutung von OPN in Mammakarzinomzellen im Zusammenhang mit 

Bestrahlung 

Die initialen Untersuchungen zur Bedeutung der Reduktion der OPN-Genexpression wurden an der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 durchgeführt. In Mammakarzinomen und zahlreichen 

anderen Tumorentitäten übernimmt OPN eine zentrale Rolle bei der Regulation tumorassoziierter 

Prozesse, wie z. B. Schutz vor Apoptose, Förderung der Migration und Invasion sowie des klonogenen 
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Zellüberlebens und der Tumorangiogenese [Tuck et al., 2007]. Sowohl im Tumorgewebe 

(mRNA/Protein/Immunhistochemie) als auch im Blut (Plasma/Serum) von Mammakarzinompatienten 

wurde ein erhöhter OPN-Gehalt nachgewiesen, der mit einer schlechten Patientenprognose assoziiert 

war (Übersicht in [Tuck et al., 2007]). 

Zur Untersuchung des Einflusses von OPN auf zellphysiologische Prozesse von Tumorzellen wurde in 

der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 die OPN-Genexpression durch zwei unterschiedliche 

OPN-spezifische siRNAs (OpnS und OpnMix) reduziert [Hahnel et al., 2010]. Obwohl die 

Transfektion der siRNAs OpnS bzw. OpnMix zu einer gleich starken Reduktion des 

OPN-mRNA-Gehalts führte, war der OPN-Proteingehalt durch die siRNA OpnS stärker reduziert als 

durch die siRNA OpnMix [Hahnel et al., 2010]. Besonders der extrazelluläre OPN-Proteingehalt war 

nach OpnS-Behandlung stark reduziert. Betrachtet man den zeitlichen Verlauf (48 h und 72 h nach 

Behandlung) wird deutlich, dass der OPN-Proteingehalt nach OpnMix-Behandlung langsamer 

abnimmt als nach OpnS-Behandlung. 72 h nach Transfektion der siRNA OpnMix erreichte der 

OPN-Proteingehalt allerdings ein ähnliches Niveau wie 48 h nach Transfektion der siRNA OpnS. Dies 

lässt vermuten, dass die Behandlung mit der siRNA OpnS schneller zu einer Reduktion des 

OPN-mRNA-Gehalts führte als die Behandlung mit der siRNA OpnMix. Aus diesem Grund war der 

OPN-Proteingehalt durch die siRNA OpnS nach 48 h bereits stärker reduziert als nach Behandlung mit 

der siRNA OpnMix. Erst im weiteren zeitlichen Verlauf (nach 72 h) sank der extrazelluläre 

OPN-Proteingehalt nach Transfektion der siRNA OpnMix weiter ab. Außerdem ist es möglich, dass 

die verbleibende OPN-mRNA nach Transfektion der siRNA OpnMix zunächst noch effektiv 

translatiert wurde. Die zellphysiologischen Untersuchungen zeigten nach siRNA-Transfektion (OpnS 

bzw. OpnMix) im Boyden-Kammer-Assay eine Reduktion der Migration um 40 % bzw. 60 % 

(Abbildung 2-1 A). Die Behandlung mit der siRNA OpnS führte zudem 72 h nach Transfektion zu 

einer verstärkten PARP-Spaltung (Apoptosemarker [Kaufmann et al., 1993]) bzw. zu einem dreifachen 

Anstieg der Apoptoserate (DAPI [4′,6-Diamidin-2-phenylindol]-Färbung der Zellkerne) (Abbildung 

2-1 B). Das klonogene Zellüberleben der Zelllinie MDA-MB-231 war nach Transfektion der siRNA 

OpnS ebenfalls deutlich um 60 % reduziert (Abbildung 2-1 C). Hingegen hatte die Reduktion der 

OPN-Genexpression durch die siRNA OpnMix kaum Einfluss auf die Apoptose (PARP-Spaltung, 

DAPI-Färbung) und das klonogene Überleben (Abbildung 2-1 A und B) [Hahnel et al., 2010]. In 

Übereinstimmung mit den beschriebenen Effekten der Reduktion der OPN-Genexpression mittels 

siRNA zeigten in vitro-Untersuchungen mit OPN-spezifischen antisense-Oligonukleotiden in der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 ebenfalls ein stark reduziertes klonogenes Zellüberleben 

nach Reduktion der OPN-Genexpression. Auch in vivo war nach Reduktion der OPN-Genexpression 

die Bildung von osteolytischen Metastasen in Nacktmäusen gehemmt [Adwan et al., 2004]. Zhang und 

Mitarbeiter (2014) beobachteten in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 nach Reduktion der 

OPN-Genexpression mittels siRNA ebenfalls eine Reduktion der Migration und Invasion sowie eine 

Steigerung der Apoptoserate [Zhang et al., 2014]. Die mögliche Anwendung von OPN-siRNAs im 
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Tiermodell untersuchten Chakraborty und Mitarbeiter (2008) und beobachteten eine verringerte 

Tumorbildung im orthotopen Mammakarzinom-Xenograftmodell, ein reduziertes Tumorwachstum 

sowie eine Reduktion des Proteingehalts der Migrations- bzw. Invasionsmarker MMP-9, MMP-2 und 

uPA [Chakraborty et al., 2008]. Dies bestätigte sich auch in einem weiteren Xenograftmodell mit 

MDA-MB-231-Zellen, bei dem nach siRNA-Applikation in den Tumor eine Reduktion des 

Tumorwachstums nachgewiesen werden konnte [Minai-Tehrani et al., 2012]. 

Die weiterführenden Untersuchungen zum Einfluss des OPN auf die Effektivität der Bestrahlung 

zeigten, dass der mRNA- und Proteingehalt von OPN durch eine Bestrahlung nicht beeinflusst wird 

([Hahnel et al., 2010] und Daten nicht gezeigt). Die Beobachtungen, inwieweit eine Bestrahlung den 

mRNA- und Proteingehalt von OPN beeinflussen kann, sind sehr unterschiedlich. In 

Übereinstimmung mit den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit konnte nach der Bestrahlung 

(10 Gy) von Osteoblasten-ähnlichen MC3T3-E1-Zellen keine Änderung des OPN-mRNA-Gehalts 

nachgewiesen werden [Matsumura et al., 1998]. In einer anderen Studie an MC3T3-E1-Zellen zeigte 

sich dagegen 14 bzw. 21 Tage nach Bestrahlung (4 Gy bzw. 10 Gy) eine Induktion des 

OPN-mRNA-Gehalts [Gevorgyan et al., 2008]. Chang und Mitarbeiter (2012) konnten in 

Bronchialkarzinomzellen bereits 24 h nach Bestrahlung (5 Gy) einen Anstieg des OPN-Proteingehalts 

nachweisen [Chang et al., 2012]. In einer weiteren Studie mit verschiedenen Tumorzelllinien zeigte 

sich eine sehr zelllinienabhängige Beeinflussung des mRNA- und Proteingehalts von OPN durch die 

Bestrahlung [Wohlleben et al., 2015]. In den beiden Kopf-Hals-Tumorzelllinien Cal27 und FaDu 

konnte 24 h nach Bestrahlung (8 Gy) keine Änderung des OPN-mRNA-Gehalts nachgewiesen 

werden. Allerdings zeigte sich in der Glioblastomzelllinie U251MG eine Reduktion und in der 

Glioblastomzelllinie U87MG eine Erhöhung des mRNA- und Proteingehalts von OPN nach 

Bestrahlung (8 Gy) [Wohlleben et al., 2015]. 

Die Reduktion der OPN-Genexpression durch die siRNA OpnS konnte auch nach der Bestrahlung 

nachgewiesen werden [Hahnel et al., 2010]. Weiterhin zeigten sich nach Bestrahlung der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 und gleichzeitiger Transfektion der siRNA OpnS additive 

Effekte bei der Analyse verschiedener zellphysiologischer Parameter [Hahnel et al., 2010]. Durch die 

kombinierte Behandlung wurde die Migration der Zelllinie MDA-MB-231 im Gegensatz zur 

alleinigen Transfektion der siRNA OpnS signifikant um 60 % reduziert (Abbildung 2-1 A). Auch das 

klonogene Zellüberleben wurde durch die zusätzliche Bestrahlung (2 Gy) nach OpnS-Behandlung um 

70 % reduziert (Abbildung 2-1 C). Die Apoptoserate verdoppelte sich bei zusätzlicher Bestrahlung 

(2 Gy) im Vergleich zur alleinigen Transfektion der siRNA OpnS (Abbildung 2-1 B) [Hahnel et al., 

2010]. In Übereinstimmung dazu konnte in HT29-Zellen die proapoptotische Wirkung einer 

UV-Bestrahlung durch die Inkubation mit rekombinanten OPN unterdrückt werden [Lee et al., 2007]. 

In Bronchialkarzinomzellen bewirkte die Reduktion der OPN-Genexpression einen Anstieg des 

Proteingehalts verschiedener proapoptotischer Proteine [Chang et al., 2012]. Zusätzlich konnte durch 

Autophagieinduktion ein bestrahlungsbedingter Anstieg des OPN-Proteingehalts verhindert und somit 
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die OPN-vermittelte Radioresistenz der Bronchialkarzinomzellen reduziert werden [Chang et al., 

2012]. 
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Abbildung 2-1: Zellphysiologische Effekte der Reduktion der OPN-Genexpression (modifiziert nach 

[Hahnel et al., 2010]) 

Die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde mit OPN-spezifischen siRNAs (OpnS bzw. OpnMix) 

transfiziert und nach 24 h mit 2 Gy bestrahlt. Nach weiteren 48 h wurden das Migrationsverhalten mit Hilfe des 

Boyden-Kammer-Assays (A) und die Apoptose mittels DAPI-Färbung (B) untersucht. Das klonogene 

Zellüberleben wurde 24 h nach Transfektion bzw. 1 h nach Bestrahlung unter normoxischen Bedingungen (C) 

und hypoxischen (D) bestimmt. Alle Daten repräsentieren den Mittelwert (±Standardabweichung) aus drei 

voneinander unabhängigen Versuchen (* p ≤ 0,05 und ** p ≤ 0,001 vs. Luciferase-siRNA transfizierte Zellen bei 

der entsprechenden Strahlendosis). Die Luciferase-siRNA transfizierten Zellen bei 0 Gy wurden auf 100 % 

gesetzt. 

 

In den eigenen Untersuchungen führte die Transfektion der OpnS-siRNA zu einer leichten 

Radiosensitivierung der Zelllinie MDA-MB-231 (Abbildung 2-2 A). Es wurde ein Verstärkungsfaktor 

(EF-Wert) von 1,50±0,09 (p = 0,2) bei 6 Gy sowie ein DMF10 von 1,08±0,02 (p = 0,2) ermittelt 

(Tabelle 2-1) [Hahnel et al., 2010]. Der EF-Wert berechnet sich aus dem Quotienten der 

Überlebensfraktion der Kontrollzellen (Luciferase-siRNA) und der behandelten Zellen (OpnS-siRNA) 
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bei einer definierten Strahlendosis und stellt somit ein Maß für die Radiosensitivierung einer 

Behandlung dar. Der DMF10 (dose modifying factor) ist der Quotient der Strahlendosen die 

aufgewendet werden müssen, um das klonogene Zellüberleben der Kontrollzellen (Luciferase-siRNA) 

und der behandelten Zellen (OpnS-siRNA) auf 10 % zu reduzieren. Der DMF10 gibt Auskunft darüber 

in welchem Maß eine Behandlung die Wirkung einer Bestrahlung beeinflusst. Ein DMF10 bzw. 

EF-Wert > 1 zeigt eine Erhöhung der Radiosensitivität an, während ein DMF10 bzw. EF-Wert < 1 eine 

Radioresistenz erkennen lässt.  

 

 

Abbildung 2-2: Radiosensitivität der Zelllinie MDA-MB-231 unter Normoxie (A) und Hypoxie (B) 

Die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurden mit der OPN-spezifischen siRNA OpnS transfiziert und 

nach 24 h bestrahlt. Die Zellen wurden unter normoxischen Bedingungen mit 2, 4 und 6 Gy bzw. unter 

hypoxischen Bedingungen mit 2, 6, 10 und 14 Gy bestrahlt. Es wurde für jede „Behandlung“ eine unbestrahlte 

Zellpopulation als Referenz mitgeführt. Für die Bestimmung der Radiosensitivität wurde die Plattiereffizienz der 

jeweiligen Referenzpopulation bei 0 Gy auf 100 % gesetzt ( Kontrolle,  Luciferase,  OpnS). Die 

Kurvenanpassung erfolgte mit dem linearquadratischen Modell nach der Gleichung -lnS=αD + βD
2
 

(S - Überlebensfraktion, D - Dosis, α – lineare Komponente, β
2
 – quadratische Komponente). Alle Daten 

repräsentieren den Mittelwert (±Standardabweichung) aus drei voneinander unabhängigen Versuchen. 

 

Obwohl die Strahlentherapie ein fester Bestandteil der Standardtherapie bei einer Vielzahl von 

Tumoren ist, gibt es bisher nur wenige Studien, die einen möglichen Einfluss von OPN auf die 

Effektivität einer Bestrahlung untersucht haben. Erste in vivo-Analysen zeigten, dass 

Rektalkarzinompatienten mit einer erfolgreichen Radiochemotherapie einen deutlich niedrigeren 

prätherapeutischen OPN-Proteingehalt im Blut aufweisen als Patienten, die später Metastasen 

entwickelten [Debucquoy et al., 2006]. Aktuelle Untersuchungen bestätigen die radiosensitivierende 

Wirkung der Reduktion der OPN-Genexpression unter normoxischen Bedingungen. Nach stabiler 

Transfektion eines OPN-siRNA exprimierenden Vektors beobachteten Yang und Mitarbeiter (2012) 

ebenfalls eine leichte Radiosensitivierung in der Zelllinie MDA-MB-231 [Yang et al., 2012b]. Dieser 

Effekt wurde auch in Zelllinien anderer Tumorentitäten gezeigt (Bronchial- und 

Kolorektalkarzinomen) [Likui et al., 2011; Polat et al., 2013]. Für die Bronchialkarzinomzelllinie 
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A549 wurde dabei nach siRNA-vermittelter Reduktion der OPN-Genexpression ein DMF10 von 1,26 

ermittelt [Polat et al., 2013].  

 

Tabelle 2-1: EF-Werte der Transfektion der siRNA OpnS unter normoxischen und hypoxischen 

Bedingungen in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 

Sauerstoffversorgung 2 Gy 4 Gy 6 Gy 10 Gy 14 Gy 

Normoxie 1,23 ±0,24 1,21±0,05 1,50±0,09 --- --- 

Hypoxie 1,10±0,25 --- 1,23±0,05 1,24±0,12 1,32±0,55 

 

Da Hypoxie entscheidend zur Radioresistenz vieler Tumoren beiträgt, wurde in diesem 

Zusammenhang der Einfluss von OPN auf das klonogene Zellüberleben und die Radiosensitivität 

unter Hypoxie analysiert. Die eigenen Untersuchungen an der Mammakarzinomzelllinie 

MDA-MB-231 zeigten, dass die Transfektion der siRNA OpnS auch unter hypoxischen Bedingungen 

unabhängig von der Bestrahlung den OPN-mRNA-Gehalt um mehr als 90 % reduziert (Daten nicht 

gezeigt). Unter hypoxischen Bedingungen wurde nach Reduktion der OPN-Genexpression eine 

deutliche Reduktion des klonogenen Zellüberlebens um 75 % beobachtet (Abbildung 2-1 D). Zudem 

führte die Reduktion der OPN-Genexpression in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wie 

unter normoxischen Bedingungen auch unter hypoxischen Bedingungen mit ansteigender 

Strahlendosis zu einer leichten Radiosensitivierung (Abbildung 2-2). Bei einer Strahlendosis von 

14 Gy wurde unter hypoxischen Bedingungen ein Verstärkungsfaktor von 1,32±0,55 (p = 0,3) ermittelt 

(Tabelle 2-1). Außerdem wurde unter hypoxischen Bedingungen, ähnlich wie unter normoxischen 

Bedingungen, ein DMF10 von 1,10±0,16 (p = 0,3) ermittelt. 

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Reduktion der OPN-Genexpression in der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 unter Normoxie zu einer Reduktion der Migration und des 

klonogenen Zellüberlebens sowie zu einer Induktion der Apoptose führte. Auch unter hypoxischen 

Bedingungen wurde eine Reduktion des klonogenen Zellüberlebens nach Reduktion der 

OPN-Genexpression nachgewiesen. Sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen 

Bedingungen führte die Reduktion der OPN-Genexpression in Kombination mit Bestrahlung zu einer 

leichten Radiosensitivierung. Daher ist OPN als therapeutisches Ziel von normoxischen, aber auch von 

hypoxischen Tumoren gut geeignet. 

2.1.2 OPN und OPN-Spleißvarianten in Glioblastomzellen 

In der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 waren die beiden OPN-Spleißvarianten OPN-b und 

OPN-c aufgrund ihres geringen mRNA-Gehalts kaum nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Deshalb 

wurden Zelllinien unterschiedlicher Tumorentitäten untersucht und der mRNA-Gehalt von OPN (alle 

OPN-Spleißvarianten) und der OPN-Spleißvarianten OPN-a, OPN-b und OPN-c bestimmt (Abbildung 

2-3). Die Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und SKBR-3, aber auch die HNO-Zelllinien 

FaDu und SAS sowie die WTS-Zelllinie SKLMS-1 wiesen im Vergleich zu den Glioblastomzelllinien 
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U251MG, LN-464, U87MG, LN-229 und LN-308 einen deutlich geringeren OPN-mRNA-Gehalt auf 

(Abbildung 2-3 A). Die Analyse des mRNA-Gehalts der einzelnen Spleißvarianten zeigte in allen 

Zelllinien ein ähnliches Bild (Abbildung 2-3 B). Der mRNA-Gehalt der Variante OPN-a war höher als 

der mRNA-Gehalt der beiden Spleißvarianten OPN-b und OPN-c. Allerdings fiel auf, dass der Anteil 

der Spleißvariante OPN-b in Zelllinien mit einem hohen OPN-mRNA-Gehalt deutlich zugenommen 

hatte (Abbildung 2-3 B). 
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Abbildung 2-3: mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten in verschiedenen Tumorzelllinien 

Der mRNA-Gehalt von OPN (A) und der OPN-Spleißvarianten (B) wurde mittels quantitativer real-time PCR 

(qPCR) bestimmt. Als Referenzgen wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. 

Die unterschiedlichen Zelllinien sind von links nach rechts nach ansteigendem OPN-mRNA-Gehalt sortiert. Die 

unterschiedlichen Zelllinien sind entsprechend ihrer Tumorentität farblich markiert (Glioblastom: orange; 

Weichteilsarkom: blau, Kopf-Hals-Tumor: violett; Mammakarzinom: grün). Um einen Vergleich zwischen 

Tumor- und Normalgewebe ziehen zu können, wurde zusätzlich die Brustepithelzelllinie MCF-10 (rot) 

untersucht. 

 

Die Untersuchung des extrazellulären OPN-Proteingehalts der verschiedenen Zelllinien zeigte, dass 

die beiden Glioblastomzelllinien U251MG und LN-464 auch den höchsten extrazellulären 
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OPN-Proteingehalt (Zellüberstand) aufwiesen (Abbildung 2-4). Im Vergleich dazu war die von den 

anderen Zelllinien (z. B. MDA-MB-231) sezernierte OPN-Menge so gering, dass diese mittels 

Western Blot kaum bzw. nicht detektiert werden konnte. 
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Abbildung 2-4: Extrazellulärer OPN-Proteingehalt ausgewählter Tumorzelllinien 

Die Tumorzellen wurden 24 h in serumfreien Medium kultiviert. Anschließend wurde der Zellüberstand 

aufkonzentriert und mittels Western Blot analysiert. Die Zelllinien sind von links nach rechts nach ansteigendem 

OPN-mRNA-Gehalt sortiert. 

 

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfärbungen wurde deutlich, dass sich auch der intrazelluläre 

OPN-Proteingehalt in den Zelllinien MDA-MB-231 und U251MG stark voneinander unterscheidet. 

Die Intensität der OPN-Immunfluoreszenzfärbung (grün) war in MDA-MB-231-Zellen deutlich 

schwächer als in U251MG-Zellen (Abbildung 2-5 A und E). Außerdem war OPN in der Zelllinie 

MDA-MB-231 vorwiegend zytoplasmatisch granulär verteilt, während man in U251MG-Zellen eine 

starke OPN-Akkumulation am Zellkern bzw. am Golgi-Apparat (rot, merge: gelb) erkennen konnte 

(Abbildung 2-5 D und H). In Knochenzellen und renalen Epithelzellen zeigte sich ebenfalls eine starke 

perinukleäre und golgiassoziierte Lokalisation des OPN [de Oliveira et al., 2003; Hampel et al., 2003; 

Palioto et al., 2011]. Teilweise konnte zusätzlich eine punktuelle Verteilung des OPN im Zytoplasma 

nachgewiesen werden [de Oliveira et al., 2003; Palioto et al., 2011]. Hampel und Mitarbeiter (2003) 

zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen der Lokalisation des OPN am Golgi-Apparat und der 

Sezernierung des OPN in die extrazelluläre Matrix [Hampel et al., 2003]. Die Hemmung der Funktion 

des Golgi-Apparates führte zu einer verminderten Sezernierung des OPN aus der Zelle [Hampel et al., 

2003]. In Übereinstimmung dazu zeigte sich in den eigenen Untersuchungen in der Zelllinie U251MG 

ein hoher intrazellulärer (intensive Immunfluoreszenzfärbung bzw. eine starke Akkumulation des OPN 

an den Golgi-Apparat) und extrazellulärer OPN-Proteingehalt (Western Blot) (Abbildung 2-4 und 

Abbildung 2-5 E-H). 
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Abbildung 2-5: Lokalisation des intrazellulären OPN in den Zelllinien MDA-MB-231 und U251MG 

Mittels Immunfluoreszenztechnik wurde in den Zelllinien MDA-MB-231 (A-D) und U251MG (E-H) OPN 

(grün: A und E) und der trans-Golgi (rot: B und F) angefärbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Reagenz blau 

gefärbt (C und G). In den Bildern D und H sind alle Färbungen übereinander gelegt (merge). Der Balken 

entspricht 20 µm. 

 

Um die Bedeutung der OPN-Spleißvarianten zu analysieren, wurden Untersuchungen zur Reduktion 

der Genexpression der OPN-Spleißvarianten OPN-a, OPN-b und OPN-c in der Glioblastomzelllinie 

U251MG durchgeführt. Zunächst wurden zahlreiche siRNA-Konstrukte getestet, um die 

Genexpression der einzelnen OPN-Spleißvarianten selektiv zu reduzieren [Giebler, 2011]. Aufgrund 

der geringen Sequenzunterschiede war es nicht möglich, siRNA-Konstrukte zu entwerfen, welche nur 

eine Spleißvariante inhibieren. Mit dem siRNA-Konstrukt OpnAC konnte allerdings spezifisch und 

gleichzeitig die Genexpression der Varianten OPN-a und OPN-c reduziert werden. Der mRNA-Gehalt 

der Spleißvarianten OPN-a und OPN-c war nach Transfektion der siRNA OpnAC um 80 bzw. 90 % 

reduziert. Der mRNA-Gehalt von OPN-b blieb durch die siRNA OpnAC unbeeinflusst [Güttler et al., 

2013]. Dagegen reduzierte die siRNA OpnS den mRNA-Gehalt aller drei OPN-Spleißvarianten 

(OPN-a, OPN-b und OPN-c) um ca. 90 %. In Western-Blot-Analysen zeigte sich nach Transfektion 

der siRNA OpnAC eine deutliche Reduktion des intra- und extrazellulären OPN-Proteingehalts der 

Zelllinie U251MG. Die Reduktion der Genexpression aller Spleißvarianten mit Hilfe der siRNA OpnS 

führte allerdings zu einer stärkeren Reduktion des intra- und extrazellulären OPN-Proteingehalts 

[Güttler et al., 2013]. 

Die siRNA OpnAC hatte auf verschiedene zellphysiologische Prozesse keinen Effekt. Die Reduktion 

der Genexpression von OPN-a und OPN-c war im Vergleich zur Reduktion der Genexpression aller 

Spleißvarianten durch OpnS nicht ausreichend um die Proliferation, Migration, Zellzyklusverteilung 

bzw. Apoptose zu beeinflussen [Güttler et al., 2013]. Die Spleißvariante OPN-b ist möglicherweise in 

der Lage die gleichzeitige Reduktion der Genexpression von OPN-a und OPN-c zu kompensieren. In 

einer weiteren Studie an U251MG-Zellen wurde ebenfalls eine kompensatorische Wirkung der 

Überexpression der Spleißvariante OPN-b beobachtet. In dieser Studie konnte die Induktion der 
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Apoptose nach Reduktion der Genexpression aller Spleißvarianten mittels siRNA durch die 

Überexpression der Spleißvarianten OPN-a, OPN-b bzw. OPN-c gehemmt werden [Yan et al., 2010]. 

Die Proliferation von Bronchialkarzinomzellen wurde dagegen einzig durch die Überexpression der 

Spleißvariante OPN-b beeinflusst [Zhao et al., 2011]. Die Reduktion der Proliferationsrate von 

A549-Zellen nach Reduktion der Genexpression aller Spleißvarianten mit einer OPN-siRNA konnte 

durch gleichzeitige Überexpression von OPN-a bzw. OPN-c nicht kompensiert werden. Jedoch führte 

die gleichzeitige Überexpression der Spleißvariante OPN-b zu einer deutlichen Steigerung der 

Proliferation [Zhao et al., 2011]. Dies bestätigten auch die Beobachtungen von He und Mitarbeitern 

(2006), die in MCF-7-Zellen keine Änderung der Proliferation nach Überexpression der 

Spleißvarianten OPN-a bzw. OPN-c nachweisen konnten [He et al., 2006]. Die Spleißvariante OPN-b 

war nach Überexpression in Leberkarzinomzellen die Spleißvariante, die die Migration der 

Hep3B-Zellen am stärksten stimulierte [Chae et al., 2009]. Aber auch in anderen Tumorentitäten, wie 

Magen- und Prostatakarzinomen, stimulierte die Überexpression von OPN-b die Proliferation, 

Migration und Invasion der Tumorzellen [Tang et al., 2013; Tilli et al., 2012]. Eigene Untersuchungen 

zeigten, dass OPN nach Transfektion der siRNA OpnAC stark am Zellkern lokalisiert bzw. mit dem 

Golgi-Apparat assoziiert war (Abbildung 2-6 D). Es lässt sich vermuten, dass es sich dabei um das 

nach Reduktion der Genexpression der beiden Spließvarianten OPN-a und OPN-c noch konsistent 

gebildete OPN-b handelte. Nach Reduktion der Genexpression aller OPN-Spleißvarianten (OPN-a, 

OPN-b und OPN-c) mit Hilfe der siRNA OpnS war OPN dagegen kaum nachweisbar (Abbildung 

2-6 C). Anscheinend wird das nach Reduktion der Genexpression der beiden Spließvarianten OPN-a 

und OPN-c noch konsistent gebildete OPN-b am Golgi-Apparat für den Transport aus der Zelle 

prozessiert. Das sezernierte OPN-b ist dann in der Lage die Migration und Proliferation der 

benachbarten Zellen zu stimulieren bzw. den G2/M-Arrest und die Induktion der Apoptose zu 

unterdrücken. Auf diese Weise könnte OPN-b die Reduktion der Genexpression der beiden anderen 

Spleißvarianten OPN-a und OPN-c kompensieren. 

 

A B C D

 

Abbildung 2-6: Immunfluoreszenzfärbung nach siRNA-Transfektion gegen OPN [Güttler et al., 2013] 

U251MG-Zellen wurden auf Deckgläschen kultiviert und mit OPN-spezifischen siRNAs transfiziert. Nach 72 h 

wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikörpern gegen OPN (grün) und den trans-Golgi (rot) gefärbt. 

Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Reagenz gefärbt (blau). Der Balken entspricht 20 µm. 

 

In Übereinstimmung damit zeigen eigene Überexpressionsstudien der OPN-Spleißvarianten in der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit Hilfe von Immunfluoreszenzfärbungen, dass OPN bei 
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Überexpression von OPN-b diffus im Zytoplasma lokalisiert und vor allem perinukleär mit dem Golgi-

Apparat assoziiert war (Abbildung 2-7 E-H). Bei Überexpression der Spleißvariante OPN-a war OPN 

ähnlich wie bei Überexpression von OPN-b sowohl punktuell im Zytoplasma als auch stark in 

Zellkernnähe lokalisiert (Abbildung 2-7 A-D). Im Gegensatz dazu ließ sich bei Überexpression der 

Spleißvariante OPN-c nur eine zytoplasmatische Lokalisation des OPN beobachten (Abbildung 

2-7 I-L). Die zellphysiologischen Untersuchungen zeigten, dass die Überexpression der OPN-

Spleißvarianten in der Zelllinie MDA-MB-231 keinen Effekt auf die Proliferation, das klonogene 

Zellüberleben oder die Radiosensitivität hatte (Daten nicht gezeigt). 

 

 

Abbildung 2-7: Lokalisation des OPN bei Überexpression der OPN-Spleißvarianten 

Die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde mit dem Vektoren pDest490-OPNa (A-D), -OPNb (E-H) 

bzw. -OPNc (I-L) (Addgene Plasmid 17591 von [Takafuji et al., 2007]) transfiziert und mit G418 selektiert. 

Nach erfolgreicher Klonierung wurden die Zellen mit spezifischen Antikörpern gegen OPN grün (A, E, I) und 

den trans-Golgi rot (B, E, J) gefärbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Reagenz blau gefärbt (C, G, K). Der 

Balken entspricht 50 µm. 

 

Das sezernierte OPN-b ist möglicherweise für die Regulation der oben genannten Prozesse 

(Proliferation, Migration, Zellzyklusverteilung bzw. Apoptose) ausreichend. Denn in eigenen 

Untersuchungen zeigten sich, im Gegensatz zur selektiven Reduktion der Genexpression der 
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Spleißvarianten OPN-a und OPN-c, erst bei gleichzeitiger Reduktion der Genexpression aller 

OPN-Spleißvarianten durch die siRNA OpnS deutliche zellphysiologische Effekte. Nach Reduktion 

der OPN-Genexpression mittels OpnS-siRNA wurde auch in der Zelllinie U251MG eine Reduktion 

der Proliferation und der Migration sowie eine Steigerung der Apoptoserate beobachtet. Die Analyse 

des Zellzyklus zeigte nach Transfektion der OpnS-siRNA zudem eine deutliche Akkumulation der 

U251MG-Zellen in der G2/M-Phase [Güttler et al., 2013]. Der G2/M-Arrest der U251MG-Zellen nach 

Reduktion der Genexpression aller OPN-Spleißvarianten ist möglicherweise eine Folge der 

Beeinflussung regulatorischer Proteine des G2/M-Kontrollpunktes. Um die Akkumulation der Zellen 

in der G2/M-Phase genauer zu untersuchen, wurde zusätzlich das Cyclin B1 (CCNB1) untersucht. 

CCNB1 ist ein wichtiges Protein der G2/M-Transition und essentiell für den Start der Mitose. Nach 

Transfektion der OpnS-siRNA wurde eine deutliche Zunahme des mRNA- und Proteingehalts von 

CCNB1 detektiert (Abbildung 2-8). Auch in MDA-MB-435s-Zellen führte die Reduktion des 

OPN-Proteingehalts durch (-)-Agelastatin A (Oroidinalkaloid mit antitumoralen Eigenschaften) zu 

einem Anstieg der in der G2/M-Phase befindlichen Zellen von 18 % auf 40 % und zur gleichzeitigen 

Erhöhung des CCNB1-Proteingehalts [Mason et al., 2008]. CCNB1 bildet mit der cyclinabhängigen 

Kinase CDC2 (cell division cycle protein 2) einen Komplex, welcher durch die Dephosphorylierung 

der CDC2 aktiviert wird. Infolgedessen kommt es zur Initiation der G2/M-Progression. 

Möglicherweise führt die fehlende Komplexierung oder Aktivierung des CCNB1/CDC2-Komplexes 

zum Arrest der U251MG-Zellen in der G2-Phase [Daniel, 2003; Siddik, 2010]. Die U251MG-Zellen 

können also nicht in die Mitosephase übergehen und der CCNB1-Proteingehalt bleibt erhöht 

(Abbildung 2-8 B).  
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Abbildung 2-8: mRNA- und Proteingehalt von CCNB1 in U251MG-Zellen nach Reduktion der OPN-

Genexpression 

Die U251MG-Zellen wurden mit den siRNAs OpnS bzw. OpnAC transfiziert und nach 24 h mit 2 Gy bzw. 6 Gy 

bestrahlt. Nach weiteren 48 h wurden die Zellen geerntet sowie die mRNA und Proteine isoliert. Es wurde 

jeweils eine entsprechend behandelte unbestrahlte Kontrollpopulation mitgeführt. Der mRNA-Gehalt von 

CCNB1 wurde mittels qPCR analysiert (A). Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet. Die Luciferasekontrolle 

bei 0 Gy wurde auf 100 % gesetzt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert (±Standardabweichung) aus 

mindestens drei voneinander unabhängigen Versuchen (* p ≤ 0,05 und ** p = 0,001 vs. Luciferase-siRNA 

transfizierte Zellen bei der entsprechenden Strahlendosis). Das CCNB1-Proteinniveau wurde mittels Western 

Blot analysiert (B). Aktin diente als interne Ladekontrolle. 

 

Die eigenen Analysen zeigten außerdem, dass sowohl die Transfektion der OpnAC-siRNA als auch der 

OpnS-siRNA in U251MG-Zellen zu einer Reduktion des klonogenen Zellüberlebens um ca. 50 % 

führte [Güttler et al., 2013]. Die Spleißvariante OPN-b ist also allein nicht in der Lage die Effekte der 

reduzierten Genexpression der Spleißvarianten OPN-a und OPN-c auf das klonogene Zellüberleben zu 

kompensieren. Die Reduktion der Genexpression der Spleißvarianten OPN-a und OPN-c ist 

demzufolge ausreichend, um das klonogene Zellüberleben der U251MG-Zellen zu reduzieren [Güttler 

et al., 2013]. In Prostatakarzinom- und Mesotheliomzellen wurde eine deutliche Steigerung des 

klonogenen Zellüberlebens bei Überexpression der Spleißvariante OPN-b beobachtet [Ivanov et al., 

2009; Tilli et al., 2012]. Allerdings zeigten sich in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen in 

Abhängigkeit von der Zelllinie z. T. gegenteilige Effekte der Überexpression von OPN-b auf das 

klonogene Zellüberleben [Goparaju et al., 2010]. 

Die zusätzliche Bestrahlung der Zellen mit 2 Gy und 6 Gy wirkte in Kombination mit der Transfektion 

der siRNA OpnS additiv auf die Reduktion der Proliferation und des klonogenen Zellüberlebens, die 

Apoptoseinduktion und den G2/M-Arrest. Die Radiosensitivität der Glioblastomzelllinie U251MG 
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wurde unter normoxischen Bedingungen (Hypoxie nicht analysiert) weder durch die Reduktion der 

Genexpression aller OPN-Varianten mittels OpnS-siRNA noch durch die gleichzeitige Reduktion der 

Genexpression der Spleißvarianten OPN-a und OPN-c mit Hilfe der siRNA OpnAC beeinflusst 

[Güttler et al., 2013]. In der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde nach Reduktion der 

OPN-Genexpression durch die siRNA OpnS unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen eine 

leichte Radiosensitivierung erzielt (Abbildung 2-2) [Hahnel et al., 2010]. Die unterschiedlich großen 

mRNA- und Proteingehalte von OPN in den Zelllinien U251MG und MDA-MB-231 sind eine 

mögliche Erklärung für die unveränderte Radiosensitivität der Zelllinie U251MG nach Reduktion der 

OPN-Genexpression. Trotz der siRNA-bedingten Reduktion ist der OPN-mRNA-Gehalt in der 

Zelllinie U251MG noch deutlich höher als in den unbehandelten MDA-MB-231-Zellen. Das noch 

verbleibende OPN verhindert womöglich eine Sensitivierung der Zelllinie U251MG gegenüber der 

Bestrahlung. Möglicherweise kann unter hypoxischen Bedingungen ein besserer Effekt der Reduktion 

der OPN-Genexpression auf die Radiosensitivität der U251MG-Zellen erreicht werden. In 

Mammakarzinomzellen führte die Reduktion der OPN-Genexpression unter Hypoxie zu einer 

Reduktion des HIF-1α- und VEGF-Proteingehalts [Yang et al., 2012b]. Zusätzliche Untersuchungen 

der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass die Reduktion der HIF-1α-Genexpression mittels siRNA unter 

hypoxischen Bedingungen zu einer deutlichen Radiosensitivierung in U251MG-Zellen führte [Kessler 

et al., 2010]. 

Insgesamt zeigten die Untersuchungen zur Bedeutung der OPN-Spleißvarianten in der 

Glioblastomzelllinie U251MG, dass die Reduktion der Genexpression der Spleißvarianten OPN-a und 

OPN-c lediglich zu einer Reduktion des klonogenen Überlebens führte. Um eine Reduktion der 

Proliferation und Migration sowie eine Induktion der Apoptose und einen G2M-Arrest in der 

Glioblastomzelllinie U251MG erzielen zu können, musste eine Reduktion der Genexpression aller 

OPN-Spleißvarianten erfolgen. Eine Radiosensitivierung der U251MG-Zellen konnte durch die 

Reduktion der Genexpression der OPN-Spleißvarianten nicht erreicht werden. Die 

Überexpressionsstudien zeigten, dass die einzelnen OPN-Spleißvarianten unterschiedlich in der Zelle 

lokalisiert waren und somit auch einen unterschiedlichen Einfluss auf verschiedene zellphysiologische 

Prozesse haben können.  

2.1.3 OPN-Genexpression unter Normoxie und Hypoxie in verschiedenen 

Tumorzelllinien 

Die Bedeutung von Osteopontin in Gliomzellen ist im Zusammenhang mit Hypoxie bzw. als 

Hypoxiemarker bisher kaum untersucht. Immunhistochemische Untersuchungen von hochgradigen 

Gliomen zeigen, dass 72 % der OPN-positiven Zellen in der Nähe von perinekrotischen 

Gewebsarealen zu finden waren [Erpolat et al., 2013]. Diese kennzeichnen schlecht durchblutete bzw. 

hypoxische Bereiche. Außerdem waren sowohl eine positive OPN-Färbung (IHC) als auch ein hoher 

sogenannter „Hypoxiescore“ (bestehend aus HIF-1α, CA IX und OPN) mit einem signifikant 

schlechteren medianen Gesamt- und progressionsfreien Überleben assoziiert (Kaplan-Meier-Analyse: 
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OPN: p = 0,007 und p = 0,047 bzw. „Hypoxiescore“: p = 0,002 und p = 0,047; Log-Rank-Test) 

[Erpolat et al., 2013]. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe an Glioblastompatienten zeigten 

eine signifikante positive Korrelation zwischen dem OPN-mRNA-Gehalt und dem mRNA-Gehalt der 

hypoxieassoziierten Gene HIF-2A, CA9, GLUT1 und VEGF [Bache et al., 2015]. Zudem hatten 

Glioblastompatienten mit einem erhöhten mRNA-Gehalt von OPN, HIF-2A, CA9 und GLUT1 ein 

2,1-fach erhöhtes relatives Risiko am Tumor zu versterben (univariate Cox-Regression: 95 % 

KI = 0,95-4,79; p = 0,07) [Bache et al., 2015]. In einer weiteren Studie an Bronchialkarzinompatienten 

wurde aus den Plasmaspiegeln von OPN, CA IX und VEGF ein sogenannter „Hypoxiescore“ erstellt. 

Ein erhöhter Proteingehalt all dieser Marker im Plasma war ebenfalls mit einer schlechteren 

Patientenprognose assoziiert (multivariate Cox-Regression: RR = 2,9; 95 % KI = 1,6–14,4; p = 0,03) 

[Ostheimer et al., 2014a]. Die Bedeutung von OPN im Zusammenhang mit Tumorhypoxie ist in 

Kopf-Hals-Tumoren gut untersucht und verschiedene Studien zeigen eine negative Korrelation 

zwischen dem OPN-Proteingehalt im Tumor bzw. Plasma und dem Sauerstoffpartialdruck im Tumor 

[Bache et al., 2006; Le et al., 2003], allerdings gibt es zu anderen Tumorentitäten noch sehr wenige 

bzw. auch widersprüchliche Daten [Bache et al., 2008].  

In eigenen Untersuchungen wurden elf Zelllinien unterschiedlicher Tumorentitäten nach vierstündiger 

Kultivierung unter normoxischen (21 % O2) bzw. hypoxischen (0,1 % O2) Bedingungen mit 6 Gy 

bestrahlt und nach weiteren 24 h geerntet. In den beiden Tumorzelllinien MDA-MB-231 und XF354 

zeigte sich keine Änderung des OPN-mRNA-Gehalts nach hypoxischer Kultivierung (Tabelle 2-2). 

Bei einem Großteil der untersuchten Tumorzelllinien (SKLMS-1, US 8/93, HT-1080, FaDu, Cal33, 

U251MG und LN-229) wurde dagegen eine deutliche Reduktion des OPN-mRNA-Gehalts 

nachgewiesen. Beispielsweise wurde in der WTS-Zelllinie US 8/93 nach Hypoxieexposition eine 

Reduktion des OPN-mRNA-Gehalts um 61 % beobachtet. Die zusätzliche Bestrahlung mit 6 Gy hatte 

unabhängig von der Sauerstoffkonzentration keinen Effekt auf den OPN-mRNA-Gehalt (Abbildung 

2-9 A). Lediglich in den Zelllinien SAS und SF767 führte die Kultivierung unter hypoxischen 

Bedingungen zu einer Steigerung des OPN-mRNA-Gehalts. In der HNO-Zelllinie SAS wurde unter 

Hypoxie sowohl bei unbestrahlten als auch bei den bestrahlten Zellen eine Steigerung des 

mRNA-Gehalts von OPN um das 2,5-fache beobachtet (Abbildung 2-9 B). Zusätzlich wurde der 

mRNA- und Proteingehalt der HIF-1α induzierten CA IX als stabiler Hypoxiemarker untersucht. In 

allen Zelllinien wurde nach Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen (0,1 % O2) unabhängig von 

der Bestrahlung ein starker Anstieg des mRNA-Gehalts von CA9 nachgewiesen (Abbildung 2-9).  
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Abbildung 2-9: mRNA-Gehalt von OPN und CA9 in den Zelllinien US 8-93 und SAS 

Die Zelllinien US 8-93 (A) und SAS (B) wurden unter normoxischen (21 % O2) bzw. hypoxischen Bedingungen 

(0,1 % O2) kultiviert und bestrahlt. 24 h später wurden die Zellen geerntet und der mRNA-Gehalt von OPN und 

CA9 mittels qPCR bestimmt. In Abhängigkeit von der Zelllinie wurden verschiedene Referenzgene verwendet. 

Bei der WTS-Zelllinie US 8-93 wurde HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) und bei der HNO-

Zelllinie SAS GusB (β-Glucuronidase) verwendet. Die unbestrahlten Zellen unter Normoxie wurden auf 100 % 

gesetzt. Die Daten repräsentieren den Mittelwert (±Standardabweichung) aus mindestens drei voneinander 

unabhängigen Versuchen (* p ≤ 0,05 und ** p ≤ 0,001 vs. unbestrahlte Kontrollzellen unter Normoxie).  

 

Die Analysen zeigten eine deutliche Korrelation zwischen dem mRNA- und Proteingehalt des OPN. In 

sieben untersuchten Zelllinien, bei denen die hypoxische Kultivierung zu einer Reduktion des 

mRNA-Gehalts von OPN geführt hat, zeigte sich auch eine Reduktion des OPN-Proteingehalts. 

Sowohl der intrazelluläre (Zelllysat) als auch der extrazelluläre OPN-Proteingehalt (Zellüberstand) 

war nach Kultivierung der Zellen unter Hypoxie deutlich reduziert (Bsp. WTS-Zelllinie US 8/93, 

Abbildung 2-10 A). Im Gegensatz dazu wurde in den beiden Zelllinien SAS und SF767 ein Anstieg 

des intra- und extrazellulären OPN-Proteingehalts nach Hypoxieexposition beobachtet (Abbildung 

2-10 B). In allen untersuchten Zelllinien wurde die Induktion des CA IX-Proteingehalts als Nachweis 

für die hypoxische Kultivierung verwendet (Abbildung 2-10). 
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Abbildung 2-10: OPN- und CA IX-Proteingehalt in den Zelllinien US 8/93 und SAS 

Die Zelllinien US 8-93 (A) und SAS (B) wurden unter normoxischen (21 % O2) bzw. hypoxischen Bedingungen 

(0,1 % O2) in serumfreien Medium kultiviert und bestrahlt. Nach 24 h wurde der Zellüberstand aufkonzentriert, 

die Zellen geerntet und die Proteine mittels RIPA-Puffer isoliert. Die Analyse des intrazellulären Proteingehalts 

(OPN und CA IX) aus dem Zelllysat sowie des extrazellulären OPN-Proteingehalts aus dem Zellüberstand 

erfolgte mittels Western Blot (n = 4 bzw. n = 3). Aktin diente als interne Ladekontrolle. 

 

Die eigenen Untersuchungen zeigten deutlich, dass der Einfluss der Hypoxie auf OPN sehr stark von 

der untersuchten Zelllinie abhängt. Aber auch in der Literatur gibt es sehr unterschiedliche 

Beobachtungen zum Einfluss von Hypoxie auf OPN. In renalen Epithelzellen beobachteten Hampel 

und Mitarbeiter (2003) einen deutlichen Anstieg des intrazellulären OPN-Proteingehalts unter 

hypoxischen Bedingungen [Hampel et al., 2003]. Während in der Gliomzelllinie U87MG, den 

Kolorektalkarzinomzelllinien HAT-29 und HCT-116 sowie den HNO-Zelllinien HK1, HONE-1, 

C666-1 und CNE-1 keine Änderung des OPN-Proteingehalts nach Hypoxieexposition nachgewiesen 

wurde, zeigte sich in der Bronchialkarzinomzelllinie A549 und der HNO-Zelllinie FaDu eine 

Reduktion des OPN-Proteingehalts [Hui et al., 2008; Said et al., 2005]. In den beiden HNO-Zelllinien 

SCC4 und SCC22B sowie in NIH-3T3-Zellen, Osteozyten und der Zervixkarzinomzelllinie SiHa 

wurde hingegen eine Induktion des mRNA- bzw. Proteingehalts von OPN unter hypoxischen 

Bedingungen nachgewiesen [Raheja et al., 2008; Sorensen et al., 2007; Zhu et al., 2005]. Außerdem 

deuten einige Studien darauf hin, dass die Regulation der OPN-Genexpression unter Hypoxie sowohl 

von der Zelllinie abhängt, als auch durch die Dauer der Hypoxieexposition beeinflusst wird. Sodhi und 

Mitarbeiter (2000, 2001) beobachteten in Mesangiumzellen und vaskulären glatten Muskelzellen der 

Ratte, dass die Regulation des mRNA- und Proteingehalts von OPN durch die Dauer der 
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Sauerstoffabwesenheit beeinflusst wird. Es zeigte sich eine frühe und späte Induktion des mRNA- und 

Proteingehalts von OPN nach 2 h und 12 h bzw. 24 h [Sodhi et al., 2000; Sodhi et al., 2001b]. Le und 

Mitarbeiter (2003) beobachteten in der HNO-Zelllinie SCC4 lediglich nach 12-stündiger 

Hypoxieexposition, nicht aber nach 24 h, einen deutlichen Anstieg des intrazellulären 

OPN-Proteingehalts im Vergleich zur normoxischen Kultivierung. Im Gegensatz dazu stieg der 

extrazelluläre OPN-Proteingehalt (Zellüberstand) innerhalb der 24-stündigen Hypoxieexposition stetig 

an [Le et al., 2003]. Dies zeigt, dass die Dauer der Hypoxieexposition den intra- bzw. extrazellulären 

OPN-Proteingehalt unterschiedlich beeinflusst. In den elf untersuchten Zelllinien wurden ebenfalls 

zum Teil unterschiedliche Effekte auf den intra- bzw. extrazellulären Proteingehalt nach 24-stündiger 

Hypoxieexposition beobachtet (Tabelle 2-2). In den beiden Zelllinien FaDu und U251MG blieb der 

intrazelluläre OPN-Proteingehalt nach Hypoxieexposition unbeeinflusst. Allerdings wurde in diesen 

Zelllinien eine Reduktion des extrazellulären Proteingehalts im Vergleich zur normoxischen 

Kultivierung nachgewiesen (Tabelle 2-2). Zudem zeigten Hampel und Mitarbeiter, dass OPN nach 

Hypoxieexposition in renalen Epithelzellen im Vergleich zur Normoxie unterschiedlich lokalisiert war 

[Hampel et al., 2003]. 

 

Tabelle 2-2: Einfluss der Hypoxie (0,1 % O2) auf den mRNA- und Proteingehalt von OPN in 

verschiedenen Tumorzelllinien 

Tumorentität Zelllinie OPN-mRNA-Gehalt OPN-Proteingehalt 

intrazellulär extrazellulär 

Weichteilsarkome SKLMS-1 ↓ (-56 %)* ↓ → 

 US 8-93 ↓ (-61 %)* ↓ ↓ 

 HT-1080 ↓ (-67 %)* n.d. ↓ 

Mammakarzinome MDA-MB-231 → → → 

Kopf-Hals-Tumore FaDu ↓ (-40 %)* → ↓ 

 Cal33 ↓ (-47 %) ↓ ↓ 

 SAS ↑ (+142 %) ↑ ↑ 

 XF354 ↓ (-32 %) → → 

Glioblastome U251MG ↓ (-34 %) → ↓ 

 LN-229 ↓ (-54 %) ↓ ↓ 

 SF767 ↑ (+164 %)* n.d. ↑ 

↓: Zunahme, ↑: Abnahme, →: keine Änderung, n.d.: nicht detektierbar, * p ≤ 0,05) 

 

Außerdem ist es möglich, dass auch der Sauerstoffgehalt eine Rolle bei der OPN-Regulation spielt. 

Während mit den verwendeten „Gaspacks“ eine Sauerstoffkonzentration von ca. 0,1 % erreicht wird, 

wurden die Zellen in anderen Studien beispielsweise 1 % O2 [Raheja et al., 2008] bzw. 3 % O2 [Sodhi 

et al., 2000; Sodhi et al., 2001a; Sodhi et al., 2001b] kultiviert. Sorensen und Mitarbeiter (2005) 

konnten zeigen, dass in SiHa-Zellen erst bei 0 % O2 der maximale OPN-mRNA-Gehalt erreicht 

wurde, während bei anderen Genen wie z. B. CA9 und GLUT1 bei Sauerstoffkonzentrationen von 1 % 
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bzw. 0,1 % der maximale mRNA-Gehalt erreicht wurde [Sorensen et al., 2005]. Eigene 

Untersuchungen bestätigen dies. In vielen Zelllinien wurde erst bei einer Sauerstoffkonzentration von 

0,1 %, nicht aber bei 1 % O2, eine Änderung des mRNA- bzw. Proteingehalts von OPN beobachtet 

(Daten nicht gezeigt).  

Wie bereits mehrfach beschrieben, wird OPN unter Hypoxie unterschiedlich reguliert. Dies könnte 

unter anderem darauf zurückzuführen sein, dass die unzureichende Sauerstoffversorgung in den Zellen 

zu einer Umstellung des Zellstoffwechsels führt. Steht den Zellen kein oder nur sehr wenig Sauerstoff 

zur Verfügung, wird zur schnellen Energiegewinnung Pyruvat zu Laktat reduziert. Die damit 

verbundene Ansäuerung des Tumormikromilieus führt zu einem deutlichen Absinken des pH-Wertes. 

Da dieser Stoffwechselweg deutlich weniger Energie liefert, haben hypoxische Tumore einen erhöhten 

Zuckerbedarf (erhöhte Aufnahme und gesteigerter Verbrauch). Beide Parameter haben nachweislich 

ebenfalls einen Einfluss auf die OPN-Genexpression. Ein hohes Glukoseangebot führte unabhängig 

von der Sauerstoffkonzentration in vaskulären glatten Muskelzellen der Ratte und in Mesangiumzellen 

zu einer deutlichen Induktion des mRNA- und Proteingehalts von OPN [Sodhi et al., 2001a; Sodhi 

et al., 2001b]. Die OPN-Genexpression bleibt auch durch die Ansäuerung bzw. den niedrigen pH-Wert 

des Mediums als typische Folge hypoxischer Bedingungen nicht unbeeinflusst. Erste Untersuchungen 

an primären Knochenzellen der Maus zeigten nach 36-tägiger Kultivierung in normalem Medium 

(pH 7,5) einen deutlichen Anstieg des OPN-mRNA-Gehalts. Diese Induktion des OPN-mRNA-

Gehalts wurde bei der Kultivierung im azideren Medium (pH 7,1) fast vollständig unterdrückt [Frick 

und Bushinsky, 1998]. Unter normoxischen Bedingungen konnte der OPN-mRNA-Gehalt der 

Zervixkarzinomzelllinie SiHa bei pH-Werten unter 7,5 nicht mehr detektiert werden [Sorensen et al., 

2007]. Hingegen induzierte Sauerstoffmangel, welcher in SiHa-Zellen zu einer Induktion der 

OPN-Genexpression führte, unter aziden Bedingungen (pH 6,3) eine deutliche Reduktion der 

OPN-Genexpression [Sorensen et al., 2005].  

Insgesamt zeigte sich, dass die Effekte der Hypoxie auf die OPN-Genexpression durch verschiedene 

Parameter beeinflusst werden. Diese spielen nicht nur in vitro, sondern auch in vivo eine wichtige 

Rolle. Dazu zählen die Dauer der Hypoxie, die Sauerstoffkonzentration (Definition der Hypoxie), der 

Zelltyp (Tumorentität), der extrazelluläre pH-Wert und die Stoffwechselaktivität (Glukoseangebot). 

Dass Resultate aus in vitro-Beobachtungen nicht einfach auf in vivo-Analysen übertragen werden 

können, zeigte eine Untersuchung von Li und Mitarbeitern. Obwohl in vitro nach 24-stündiger 

Kultivierung von glatten Muskelzellen der Lungenarterie bei 1 % O2 keine Änderung des 

mRNA-Gehalts von OPN beobachtet wurde, zeigte sich in den Lungen von adulten Ratten nach 

zweiwöchiger Exposition bei 10 % O2 ein deutlicher Anstieg des OPN-mRNA-Gehalts [Li et al., 

2004]. 
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2.2 Bedeutung von Osteopontin bzw. der OPN-Spleißvarianten als Tumor-, Prognose- 

und Hypoxiemarker in vivo 

In vivo ist die Bedeutung von OPN als Tumor- und potenzieller Hypoxiemarker vor allem bei 

Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren sehr gut untersucht. Zahlreiche Studien an Kopf-Hals-

Tumorpatienten zeigten einen deutlichen Zusammenhang zwischen Tumorhypoxie und einem 

erhöhten OPN-Proteingehalt. Dabei korrelierte ein erhöhter OPN-Proteingehalt im Tumor oder Plasma 

mit einem schlechten Ansprechen auf eine Radiotherapie, einer schlechten Prognose und mit dem 

Auftreten von Rezidiven [Hui et al., 2008; Le et al., 2003; Overgaard et al., 2005]. In anderen 

Tumorentitäten, wie z. B. Weichteilsarkomen, Gliomen und Bronchialkarzinomen, ist die Bedeutung 

von OPN als Tumor- oder Prognosemarker weniger gut untersucht.  

2.2.1 In Weichteilsarkomen 

Sarkome, zu denen neben den Weichteilsarkomen auch die Osteosarkome zählen, machen nur einen 

sehr kleinen Teil der malignen Tumorerkrankungen (1 %) aus. Darüber hinaus gibt es nur sehr wenige 

Informationen über gute diagnostische oder prognostische Marker. Aufgrund fehlender typischer 

Tumorsymptome werden (Weichteil)sarkome oft erst sehr spät erkannt, und zumeist haben sich bei 

den Patienten zum Diagnosezeitpunkt schon Metastasen gebildet. Die frühzeitige Erkennung der 

Erkrankung mittels molekularer Marker kann dabei hilfreich sein, ein optimales Therapiekonzept zur 

Verbesserung der Patientenprognose zu entwickeln. Erste Anhaltspunkte deuten darauf hin, dass OPN 

als Prognosemarker bei (Weichteil)sarkomen eine Rolle spielen könnte. Mittels Microarray-Analysen 

wurde SPP1, welches für OPN kodiert, als eines der Gene identifiziert, dessen Expression in 

Osteosarkomzellen im Vergleich zu normalen Osteoblasten deutlich erhöht war (23-fach) [Sadikovic et 

al., 2009]. Beim Vergleich des mRNA-Gehalts potenzieller Marker von 22 Osteosarkom- und 

5 Osteoblastenproben stellte sich heraus, dass von allen Markern der mRNA-Gehalt von OPN am 

stärksten erhöht war (103-fach) [Sadikovic et al., 2010]. 

Die Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe erfolgten in einem Kollektiv von 93 Patienten mit 

primären WTS [Bache et al., 2010]. Mittels ELISA und qPCR wurde der OPN-Proteingehalt im Serum 

(n=86) sowie im Tumorgewebe (n=80) und der OPN-mRNA-Gehalt im Tumorgewebe (n=68) 

bestimmt. Es zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem OPN-Proteingehalt und 

verschiedenen klinischen Parametern (Tabelle 2-3). Ein hoher OPN-Proteingehalt im Serum 

(> kleinstes Quartil) korrelierte signifikant mit dem Tumorstadium, dem Tumorgrad und der 

Tumorgröße. Es konnte allerdings keine Korrelation zum OPN-Proteingehalt des Tumors 

nachgewiesen werden. Dieser war seinerseits signifikant mit dem Tumorgrad sowie der Rezidivrate 

assoziiert und zeigte eine tendenzielle Assoziation mit dem Tumorstadium. Bisherige Untersuchungen 

zur Bedeutung von OPN in (Weichteil)sarkomen basieren hauptsächlich auf der 

immunhistochemischen Analyse des OPN-Proteingehalts. Bramwell und Mitarbeiter (2005) konnten 

bei WTS-Patienten eine signifikante positive Korrelation zwischen einem erhöhten OPN-Proteingehalt 
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(IHC) und dem Tumorstadium bzw. dem Tumorgrad nachweisen [Bramwell et al., 2005]. Bei primären 

Sarkomen der pulmonalen Arterie zeigte sich eine starke OPN-Färbung (IHC) in den Tumorzellen, 

aber auch in der extrazellulären Matrix [Gaumann et al., 2001]. Bei Osteoblasten aus Bereichen der 

Knochenneubildung konnte immunhistochemisch (fast) kein OPN nachgewiesen werden. Allerdings 

zeigte sich sowohl in Osteoblasten des Osteoblastoms als auch in Osteosarkomzellen eine positive 

OPN-Färbung [Sulzbacher et al., 2002]. Weiterhin zeigten mRNA-Untersuchungen, dass ca. 90 % 

aller untersuchten Osteosarkome einen erhöhten OPN-mRNA-Gehalt aufweisen [Dalla-Torre et al., 

2006]. Bei WTS war der OPN-mRNA-Gehalt im Tumorgewebe im Vergleich zum umliegenden 

Gewebe ebenfalls stark erhöht [Bramwell et al., 2005]. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe 

konnten keinen Zusammenhang zwischen dem OPN-mRNA-Gehalt und klinischen Parametern bzw. 

der Prognose der WTS-Patienten nachweisen [Bache et al., 2010]. 

Aber es zeigte sich, dass der OPN-Proteingehalt im Serum und im Tumor eine prognostische Relevanz 

bei WTS-Patienten hatte [Bache et al., 2010]. In beiden Fällen korrelierte ein niedriger 

OPN-Proteingehalt (≤ kleinstes Quartil) mit einem signifikant besseren Überleben. Mittels 

Kaplan-Meier-Analyse errechnete sich für Patienten mit einem niedrigen OPN-Serumgehalt eine 

mittlere Überlebenszeit von 103 Monaten, während Patienten mit einem hohen OPN-Serumgehalt eine 

deutlich kürzere Überlebenszeit von lediglich 60 Monaten aufwiesen (p = 0,04; Log-Rank-Test) 

(Tabelle 2-3). Patienten mit einem hohen OPN-Proteingehalt im Tumor zeigten im Vergleich zu 

Patienten mit einem niedrigen OPN-Proteingehalt im Tumor ebenfalls ein signifikant schlechteres 

Überleben (Kaplan-Meier-Analyse: 58 vs. 68 Monate; p = 0,007; Log-Rank-Test). Die univariaten 

Cox-Regressionsanalysen zeigten, dass Patienten mit einem hohen OPN-Proteingehalt im Serum bzw. 

im Tumor ein 2,2- bzw. 3,7-fach erhöhtes relatives Risiko aufwiesen am Tumor zu versterben (Tabelle 

2-3) [Bache et al., 2010]. In Übereinstimmung damit war in einer kleineren Studie an 33 

Weichteilsarkompatienten ein erhöhter OPN-Proteingehalt (IHC) im Tumor ebenso mit einem 

schlechteren Gesamtüberleben assoziiert (Cox-Regression: RR = 1,41; 95 % KI = 1,10-1,81; 

p = 0,008) [Bramwell et al., 2005]. Im Gegensatz dazu konnte bei Osteosarkompatienten keine 

Korrelation zwischen einem erhöhten OPN-Proteingehalt (IHC) im Tumor und dem krankheitsfreien 

bzw. Gesamtüberleben nachgewiesen werden (Kaplan-Meier-Analyse: beide p > 0,05; Log-Rank-Test) 

[Sulzbacher et al., 2002]. Eine weitere Studie an Osteosarkomen zeigte jedoch, dass der 

OPN-mRNA-Gehalt signifikant mit einem besseren Gesamtüberleben assoziiert war (Kaplan-Meier-

Analyse: p = 0,001; Log-Rank-Test) [Dalla-Torre et al., 2006].  
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Tabelle 2-3: Klinische und histopathologische Parameter des WTS-Patientenkollektivs (modifiziert nach 

[Bache et al., 2010]) 

Parameter 

OPN-Proteingehalt 

im Serum [ng/ml] 

OPN-Proteingehalt 

im Tumor [ng/mg] 

OPN-mRNA-Gehalt im 

Tumor [Kopien/pg HPRT] 

≤ 516,54 < 516,54 ≤ 34,34 < 34,34 ≤ 0,576 < 0,576 

Gesamt 21 65 20 60 17 51 

Tumorstadium p = 0,004* p = 0,06 p = 0,21 

  I 8 6 7 6 5 7 

  II 10 27 7 25 7 19 

  III 2 24 4 22 5 17 

  IV 1 8 2 7 0 8 

Histologischer Subtyp p = 0,002* p = 0,07 p = 0,19 

  Liposarkome 12 9 10 11 5 13 

  Fibrosarkome + MFH
1
 4 20 3 17 6 11 

  neurogene Sarkome 0 8 2 5 2 1 

  RMS + LMS 3 19 4 18 3 17 

  andere WTS 2 9 1 9 1 9 

Tumorgröße p = 0,03* p = 0,85 p = 0,24 

  T1 6 6 3 8 1 9 

  T2 15 59 17 52 16 42 

Wiederauftreten p = 0,41 p = 0,02* p = 0,88 

  R0 15 40 17 34 12 35 

  R1 6 25 3 26 5 16 

Kaplan-Meier-Analyse p = 0,04* p = 0,007* p = 0,2 

  mittleres Überleben 

[Monate] 
103 60 68 58 72 65 

univariate 

Cox-Regressionsanalyse 
p < 0,05* p = 0,01* p = 0,21 

  relatives Risiko 2,2 3,7 1,7 

  Konfidenzintervall 1,0 - 5,1 1,3 – 10,4 0,7 – 4,3 

Die Unterteilung der Patienten erfolgte in zwei Gruppen entsprechend des Medians des OPN-mRNA-Gehalts im 

Tumor bzw. des OPN-Proteingehalts im Serum bzw. Tumor. WTS: Weichteilsarkom; OPN: Osteopontin; HPRT: 

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase; RMS: Rhabdomyosarkom; LM: Leiomyosarkom; T1 ≤ 5 cm; 

T2 > 5 cm; R0: Rezidiv; R1: Rezidiv; * p ≤ 0,05 

1
Nach neuer Einteilung gehören maligne fibröse Histiozytome (MFH) nicht mehr zur Gruppe der 

fibrohistiozytischen Tumore. Der Begriff MFH wird nicht mehr verwendet und wurde durch den Begriff des 

undifferenzierten Sarkoms ersetzt [Petersen, 2013].  

 

Zur prognostischen Bedeutung der OPN-Spleißvarianten gibt es jedoch nur sehr wenige Studien. Die 

erste Studie wurde an Mammakarzinompatienten durchgeführt [Patani et al., 2008]. Der 
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mRNA-Gehalt von OPN-a hatte keine prognostische Relevanz. Der mRNA-Gehalt der 

Spleißvarianten OPN-b bzw. OPN-c war hingegen signifikant mit dem Gesamtüberleben assoziiert 

(Kaplan-Meier-Analyse: OPN-b: p = 0,022; OPN-c: p = 0,016; Log-Rank-Test) [Patani et al., 2008]. 

Courter und Mitarbeiter (2010) konnten die Spleißvarianten OPN-a und OPN-b erstmalig auch in 

Weichteilsarkomen nachweisen [Courter et al., 2010]. Die eigenen Untersuchungen an 124 

WTS-Patienten waren die zweite Studie zur prognostischen Bedeutung der OPN-Spleißvarianten 

OPN-a, OPN-b und OPN-c [Hahnel et al., 2012]. In unserem WTS-Patientenkollektiv zeigte sich wie 

bei Courter und Mitarbeitern (2010), dass der mRNA-Gehalt der beiden Varianten OPN-a und OPN-b 

deutlich höher ist als der mRNA-Gehalt der Spleißvariante OPN-c (Tabelle 2-4: Mann-Whitney-U-

Test: OPNc vs. OPNa bzw. OPNb: beide p ≤ 0,001) [Hahnel et al., 2012]. Auch in Leberzell- und 

Mammakarzinomen bzw. Mesotheliomen war der mRNA-Gehalt von OPN-c von allen drei 

Spleißvarianten am niedrigsten [Chae et al., 2009; Ivanov et al., 2009; Patani et al., 2008]. Obwohl die 

mRNA-Gehalte der OPN-Spleißvarianten eine mittlere bis hohe Korrelation aufwiesen (r = 0,84-0,95; 

p < 0,01), zeigte sich nur eine geringe Korrelation zum mRNA-Gehalt von Gesamt-OPN 

(r = 0,26-0,32; p < 0,05) [Hahnel et al., 2012]. Dies ist möglicherweise auf die unterschiedlichen 

Patientenzahlen der beiden Untersuchungen zurückzuführen (Gesamt-OPN: n = 65 [Bache et al., 

2010] vs. OPN-Spleißvarianten: n = 124 [Hahnel et al., 2012]). Beim Vergleich von 15 

WTS-Gewebeproben und dem umliegenden „Normalgewebe“ war der mRNA-Gehalt der beiden 

Spleißvarianten OPN-b und OPN-c im Tumorgewebe um das 2,9- bzw. 3,4-fache erhöht 

(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: p = 0,07 bzw. p = 0,06) (Tabelle 2-4). Im Gegensatz dazu war der 

mRNA-Gehalt von OPN-a im Tumor im Vergleich zum umliegenden „Normalgewebe“ unverändert 

[Hahnel et al., 2012]. In anderen Tumorentitäten, wie z. B. Leberzellkarzinomen, Mesotheliomen und 

Glioblastomen, zeigte sich ebenfalls ein erhöhter mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten im 

Vergleich zum Normalgewebe [Chae et al., 2009; Ivanov et al., 2009; Yan et al., 2010]. Vor allem in 

Mamma-, Ovarial- und Prostatakarzinomen wurde ein erhöhter mRNA-Gehalt von OPN-b und OPN-c 

nachgewiesen (Übersicht in [Gimba und Tilli, 2013]). Bei Mammakarzinomen konnte mehrfach 

gezeigt werden, dass OPN-c nur im Tumorgewebe, aber nicht im Normalgewebe nachweisbar war und 

somit möglicherweise ein selektiver Tumormarker bei Mammakarzinomen ist [He et al., 2006; Mirza 

et al., 2008]. 
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Tabelle 2-4: Medianer mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten [Kopien OPN/Kopien HPRT] im 

Tumorgewebe und im umliegenden „Normalgewebe“ bei WTS-Patienten 

OPN-

Spleißvariante 

Tumorgewebe 

(n = 124) 

Tumorgewebe 

(n = 15) 

umliegendes 

„Normalgewebe“ 

(n = 15) 

OPN-a 0,68 (9,30*10
-4

 - 85,29) 0,77 (3,73*10
-2

 - 16,08) 0,66 (5,80*10
-2

 - 30,19) 

OPN-b 0,49 (0.00 - 17.64) 0,55 (3,32*10
-2

 - 10,60) 0,19 (7,2*10
-3

 - 3,98) 

OPN-c 0,082 (0.00 - 4.03) 0,11 (5,66*10
-3

 - 4,03) 0,034 (9,55*10
-4

 - 0,67) 

OPN: Osteopontin; HPRT: Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase; WTS: Weichteilsarkom; n: Anzahl der 

Patienten 

 

Aus den bivariaten Korrelationsanalysen geht hervor, dass alle drei Spleißvarianten signifikant mit 

dem Tumorgrad korrelieren. Grad 3-Tumore sind mit einem erhöhten mRNA-Gehalt von OPN-a, 

OPN-b und OPN-c assoziiert [Hahnel et al., 2012]. In Gliomen konnte ebenfalls ein positiver 

Zusammenhang zwischen dem mRNA-Gehalt aller Spleißvarianten und dem Tumorgrad 

nachgewiesen werden [Saitoh et al., 1995; Yan et al., 2010]. Bei Mammakarzinomen korrelierte 

lediglich der mRNA-Gehalt der Spleißvarianten OPN-b und OPN-c mit dem Tumorgrad, während der 

mRNA-Gehalt von OPN-a nicht mit dem Tumorgrad assoziiert war [Patani et al., 2008]. 

In den eigenen Analysen wiesen WTS-Patienten mit Lymphknotenmetastasen einen erhöhten mRNA-

Gehalt von OPN-c auf. Dies unterstützt die Vermutung, dass OPN-c eine besondere Rolle für die 

Tumorprogression spielt [Hahnel et al., 2012]. Auch bei Magenkarzinomen war einzig ein erhöhter 

mRNA-Gehalt von OPN-c signifikant mit mehr Lymphknotenmetastasen assoziiert [Tang et al., 2013]. 

Aber auch in anderen Tumorentitäten, wie Pankreas- oder Mammakarzinomen, war ein erhöhter 

mRNA-Gehalt von OPN-c mit Metastasen assoziiert [Patani et al., 2008; Siddiqui et al., 2014]. Die 

Metastasierung von Tumoren führt zu einer deutlichen Verschlechterung der Überlebensdauer von 

Tumorpatienten (Übersicht in [Valastyan und Weinberg, 2011]). Eine Voraussetzung für die 

Entstehung von Metastasen ist unter anderem das invasive Wachstum des Tumors. OPN-c ist in der 

Lage das verankerungsunabhängige Wachstum und die Invasion der Tumorzellen zu induzieren [He et 

al., 2006; Takafuji et al., 2007; Zhao et al., 2011]. Das verankerungsunabhängige Wachstum stimuliert 

die Überwindung der Anoikis von Tumorzellen (eine Form des Zelltods nach Verlust von 

Zellkontakten), was eine entscheidende Voraussetzung für das Überleben von metastasierenden 

Tumorzellen darstellt. Die Variante OPN-a unterstützt dabei das verankerungsunabhängige Wachstum 

durch die Steigerung des zellulären Glukosegehalts [Shi et al., 2014]. In Magen- Prostata-, 

Ovarialkarzinomen und Gliomen spielte insbesondere OPN-c eine zentrale Rolle bei der Regulation 

der Invasion durch Beeinflussung verschiedener Invasionsmarker wie den Matrixmetalloproteasen 

MMP-2 und MMP-9 sowie der Protease uPA [Tang et al., 2013; Tilli et al., 2011; Tilli et al., 2012; Yan 

et al., 2010]. Auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten WTS-Patienten zeigte sich ein 

schwacher Zusammenhang zwischen dem mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten und dem 
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mRNA- und Proteingehalt der Invasionsmarker uPA, uPAR (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator 

Rezeptor) und PAI (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor) (Tabelle 2-5) [Hahnel et al., 2012]. Weitere 

Untersuchungen an nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Mesotheliomen wiesen dagegen 

keinen oder einen negativen Einfluss der Überexpression von OPN-c auf die Invasion der Tumorzellen 

nach [Goparaju et al., 2010; Ivanov et al., 2009]. 

 

Tabelle 2-5: Bivariate Korrelation des mRNA-Gehalts der OPN-Spleißvarianten und des Protein- und 

mRNA-Gehalts der Invasionsmarker uPA, uPAR und PAI (nach Spearman-Rho) 

   OPN-a OPN-b OPN-c 

Protein uPA 

 

R 0,32 0,30 0,24 

p-Wert 0,006* 0,009* 0,041* 

N 75 75 75 

uPAR R 0,39 0,41 0,33 

p-Wert 0,001** < 0,001** 0,004* 

N 75 75 75 

PAI-1  R 0,33 0,35 0,32 

p-Wert 0,004* 0,002* 0,005* 

N 75 75 75 

mRNA uPA R ,15 ,18 ,15 

p-Wert 0,22 0,12 0,21 

N 74 74 74 

PAI-1 R 0,32 0,38 0,31 

p-Wert 0,005* 0,001** 0,007* 

N 74 74 74 

uPAR R 0,29 0,26 0,16 

p-Wert 0,012* 0,025* 0,18 

N 73 73 73 

OPN: Osteopontin; uPA: Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator; uPAR: Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator 

Rezeptor; PAI: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor; r: Korrelationskoeffizient; n: Anzahl der Patienten; * p ≤ 0,05; 

** p ≤ 0,001 

 

Obwohl der Gesamt-OPN-mRNA-Gehalt keine Bedeutung für die Prognose der 

Weichteilsarkompatienten hatte [Bache et al., 2010], zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang 

zwischen einem erhöhten mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten und einer schlechten Prognose der 

WTS-Patienten [Hahnel et al., 2012]. Bei dem in dieser Arbeit untersuchten WTS-Patientenkollektiv 

korrelierte ein hoher mRNA-Gehalt der Spleißvarianten OPN-b und OPN-c signifikant mit einem 

2,1- bzw. 1,8-fach erhöhtem relativen Risiko am Tumor zu versterben (Tabelle 2-6). Die 

unterschiedliche Patientenzahl (n = 68 [Bache et al., 2010] vs. n = 124 [Hahnel et al., 2012]) und der 

damit verbundene unterschiedliche Anteil an verschiedenen histologischen WTS-Subtypen ist 
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möglicherweise für die Diskrepanz dieser beiden Studien verantwortlich [Bache et al., 2010; Hahnel 

et al., 2012]. Aus einer umfangreichen Untersuchung an 1240 WTS-Patienten ging hervor, dass der 

histologische Subtyp einen signifikanten Einfluss auf das metastasenfreie 5-Jahres-Überleben hatte. 

Während Liposarkome mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 79,1 % eine recht gute Prognose hatten, 

lag die maligner fibröser Histiozytome bei 65,3 % und bei Rhabdomyosarkomen sogar nur bei 50,1 % 

(Kaplan-Meier-Analyse: p ≤ 0,001; Log-Rank-Test) [Coindre et al., 2001]. Sowohl die Studie von 

Patani und Mitarbeitern (2008), als auch aktuelle Studien an Mamma- und Pankreaskarzinomen 

bestätigten die prognostische Bedeutung der beiden Spleißvarianten OPN-b und OPN-c für das 

Überleben der Patienten [Ortiz-Martinez et al., 2014; Patani et al., 2008; Siddiqui et al., 2014]. Bei 

Mammakarzinomen wurde OPN-c sogar als unabhängiger Prognosemarker für das krankheitsfreie 

Überleben beschrieben (multivariate Cox-Regression: RR = 2,19; 95 % KI = 1,18-4,06; p = 0,012) 

[Ortiz-Martinez et al., 2014]. 

 

Tabelle 2-6: Überlebensanalysen nach Kaplan-Meier und Cox-Regressionsanalyse (modifiziert nach 

[Hahnel et al., 2012]) 

WTS-

Kollektiv 

OPN- 

Spleiß-

variante 

n 

 
Median 

Kaplan-Meier-

Analyse 

multivariate Cox-

Regressionsanalyse 

Überleben 

[Monate] 
p-Wert RR p-Wert KI 

Alle OPN-a niedrig
#
 62 

0,68 
90 

0,07 
   

OPN-a hoch 62 71 1,7 0,06 1,0 - 3,0 

OPN-b niedrig
#
 62 

0,49 
117 

0,13 
   

OPN-b hoch 62 66 2,1 0,02* 1,2 - 3,6 

OPN-c niedrig
#
 62 

0,08 
94 

0,38 
   

OPN-c hoch 62 81 1,8 0,04* 1,0 - 3,1 

Patienten 

mit Radio-

therapie 

OPN-a niedrig
#
 26 

0,65 
80 

0,04* 
   

OPN-a hoch 26 76 3,5 0,07 0,9 - 13,0 

OPN-b niedrig
#
 26 

0,42 
147 

0,05* 
   

OPN-b hoch 26 55 10,3 <0,01* 2,0 - 53,7 

OPN-c niedrig
#
 26 

0,07 
147 

0,05* 
   

OPN-c hoch 26 55 11,4 <0,01* 2,2 - 59,3 

Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten in verschiedenen 

WTS-Patientengruppen (alle WTS-Patienten und Radiotherapiepatienten). Die Unterteilung der Patienten 

erfolgte entsprechend des Medians (Einheit: Kopien OPN-Spleißvariante/Kopie HPRT) in zwei Gruppen. Die 

multivariate Cox-Regressionsanalyse wurde nach Tumorart, Tumorstadium und Tumorlokalisation adjustiert. 

WTS: Weichteilsarkom; OPN: Osteopontin; HPRT: Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase; n: Anzahl der 

Patienten; RR: relatives Risiko; KI: Konfidenzintervall; 
#
 Referenzgruppe; * p≤ 0,05 
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In eigenen in vitro-Untersuchungen an der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 konnte nach 

Reduktion der OPN-Genexpression mittels siRNA eine leichte Radiosensitivierung nachgewiesen 

werden (2.1.1) [Hahnel et al., 2010]. Da auch WTS-Patienten z. T. eine Radiotherapie erhalten, wurde 

die prognostische Bedeutung der OPN-Spleißvarianten bei Patienten mit bzw. ohne Radiotherapie 

getrennt voneinander analysiert [Hahnel et al., 2012]. Bei Patienten ohne Radiotherapie hatte der 

mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten keine prognostische Relevanz. Bei Patienten mit 

Radiotherapie korrelierte hingegen ein niedriger mRNA-Gehalt der Spleißvarianten OPN-a, OPN-b 

bzw. OPN-c mit einem signifikant besseren Überleben (Tabelle 2-6). Patienten mit einem hohen 

mRNA-Gehalt von OPN-b bzw. OPN-c verstarben deutlich eher am Tumor als Patienten mit einem 

niedrigen mRNA-Gehalt (55 Monate vs. 147 Monate; Kaplan-Meier-Analyse: p = 0,05; Log-Rank-

Test). Bei einem hohen mRNA-Gehalt von OPN-a wiesen die WTS-Patienten ein weniger deutliches, 

aber dennoch signifikant schlechteres Überleben auf (Kaplan-Meier-Analyse: 76 Monate vs. 80 

Monate; p = 0,04; Log-Rank-Test). Die multivariaten Cox-Regressionsanalysen ergaben für Patienten 

mit einem hohen mRNA-Gehalt von OPN-b bzw. OPN-c ein 10,3- bzw. 11,4-fach erhöhtes relatives 

Risiko am Tumor zu versterben (Tabelle 2-6). Aber auch bei Patienten mit Prostatakarzinom, die eine 

Radiotherapie erhielten, zeigte sich in univariaten Analysen ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen einem erhöhten OPN-Proteingehalt und einem schlechten Therapieansprechen (univariate 

Cox-Regression: RR = 1,49; 95 % KI = 1,15-1,94; p = 0,003) [Vergis et al., 2008]. 

Zusammenfassend zeigten die eigenen Analysen, dass OPN und seine Spleißvarianten bei 

WTS-Patienten eine prognostische Bedeutung hatten. Sowohl der OPN-Proteingehalt im Serum als 

auch im Tumor von WTS-Patienten hatten einen prognostischen Einfluss [Bache et al., 2010]. Der 

mRNA-Gehalt der Spleißvarianten OPN-b und OPN-c spielte insbesondere bei WTS-Patienten mit 

Radiotherapie eine wichtige Rolle für die Prognose [Hahnel et al., 2012].  

2.2.2 In Glioblastomen 

Welche Bedeutung OPN und seine Spleißvarianten bei Glioblastomen spielen, soll im folgenden 

Abschnitt erläutert werden. Glioblastome zählen als Grad IV-Tumore zur Klasse der hochmalignen 

Gliome [Louis et al., 2007]. Die frühzeitige Erkennung spielt keine Rolle, da sich Glioblastome 

innerhalb weniger Wochen entwickeln und die auftretenden Symptome, wie z. B. Kopfschmerzen oder 

Erbrechen, sehr universelle Ursachen haben können. Trotz multimodaler Therapieoptionen, bestehend 

aus Operation, Bestrahlung und Chemotherapie (1.1.2), liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei 

Glioblastompatienten lediglich bei 5 % [Dolecek et al., 2012]. Deshalb ist es zur Verbesserung der 

Therapieoptionen von Patienten mit Gliomen, im Speziellen mit Glioblastomen, essentiell 

prognostische Marker zu charakterisieren. Jang und Mitarbeiter (2006) beschrieben OPN als das am 

stärksten überexprimierte Gen in N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (ENU)-induzierten Gliomen bei Ratten 

[Jang et al., 2006]. Zudem war OPN (IHC) weder im (stark proliferierenden) Normalgewebe noch in 

ENU-exponierten Hirnen vor der Bildung von Kleinsttumoren (< 300 µm) oder in Regionen, die als 

potenzielle Vorstufen von Tumornestern identifiziert wurden, nachweisbar. Die Autoren vermuteten, 
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dass die Nachweisbarkeit von OPN im Tumorgewebe (IHC) mit dem Erwerb eines etablierten Glioms 

einhergeht [Jang et al., 2006]. Microarray-Analysen zeigten, dass OPN auch beim Vergleich von Grad 

II/III-Astrozytomen und Glioblastomen das am stärksten überexprimierte Gen war [Sreekanthreddy et 

al., 2010]. 

Die eigenen Untersuchungen an verschiedenen Zelllinien machten deutlich, dass Glioblastomzelllinien 

im Vergleich zu beispielsweise HNO- oder Mammakarzinomzelllinien den höchsten mRNA- und 

Proteingehalt von OPN aufwiesen (Abbildung 2-3 A und Abbildung 2-4). Außerdem war auffällig, 

dass der mRNA-Gehalt der Variante OPN-b bei einem sehr hohen Gesamt-OPN-mRNA-Gehalt 

anteilig deutlich zunahm, der Anteil der Spleißvariante OPN-a dagegen abgenommen hatte 

(Abbildung 2-3 B). In einer anderen Studie zeigte der Vergleich des mRNA-Gehalts der OPN-

Spleißvarianten, dass lediglich der mRNA-Gehalt der Variante OPN-b in allen untersuchten 

Glioblastomzelllinien im Vergleich zum Normalgewebe erhöht war [Sreekanthreddy et al., 2010]. 

Eigene retrospektive Untersuchungen an 41 Glioblastompatienten bestätigten diese Beobachtungen 

[Güttler et al., 2013]. Der mRNA-Gehalt von OPN war im Tumorgewebe im Vergleich zum 

Normalgewebe signifikant erhöht. Für die OPN-Spleißvarianten war ebenfalls ein Anstieg des mRNA-

Gehalts im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe nachweisbar. Allerdings war dieser 

Unterschied nicht signifikant. Außerdem war der mRNA-Gehalt der Spleißvariante OPN-a, ähnlich 

wie bei den Weichteilsarkompatienten, signifikant höher als der mRNA-Gehalt von OPN-b und OPN-c 

[Güttler et al., 2013]. In vivo zeigte sich in Abhängigkeit vom Tumorgrad bei Gliompatienten eine 

deutliche Zunahme des mRNA-Gehalts aller OPN-Spleißvarianten [Sreekanthreddy et al., 2010; Yan 

et al., 2010]. Außerdem zeigten zahlreiche Studien an Gliompatienten eine positive Korrelation 

zwischen dem OPN-mRNA-Gehalt und dem histologischen Tumorgrad [Cairncross et al., 2013; Said 

et al., 2007; Saitoh et al., 1995]. Zusätzlich zeigte die eigene retrospektive Analyse des 

Tumormaterials von 41 Glioblastompatienten keine Korrelation des mRNA-Gehalts von OPN und der 

OPN-Spleißvarianten mit dem Gesamtüberleben [Güttler et al., 2013]. Ein erhöhter 

OPN-Proteingehalt (IHC) war dagegen mit einem signifikant schlechteren Gesamtüberleben von 

Patienten mit Grad III- und IV-Gliomen assoziiert (Kaplan-Meier-Analyse: p = 0,007 bzw. p = 0,012; 

Log-Rank-Test) [Erpolat et al., 2013; Matusan-Ilijas et al., 2008]. Glioblastompatienten mit einem 

hohen OPN-Serumspiegel zeigten im Vergleich zu Patienten mit einem niedrigen OPN-Serumspiegel 

ebenfalls ein signifikant schlechteres Überleben (9 Monate vs. 21 Monate; Kaplan-Meier-Analyse: 

p ≤ 0,0001; Log-Rank-Test) [Sreekanthreddy et al., 2010]. In einer multivariaten 

Cox-Regressionsanalyse wurde der präoperative OPN-Serumspiegel zudem als unabhängiger 

Prognosemarker bei Glioblastompatienten identifiziert (p ≤ 0,0001) [Sreekanthreddy et al., 2010]. In 

einer Pilotstudie der eigenen Arbeitsgruppe wurde an einem Patientenkollektiv mit malignen Gliomen 

(Grad III und IV) der OPN-Proteingehalt im Plasma zu verschiedenen Therapiezeitpunkten (t0 – vor 

der OP; t1 – nach der OP, vor der Radiotherapie; t2 – nach der Radiotherapie; t3 – vier-acht Wochen 

nach der Radiotherapie) prospektiv untersucht [Cuno, 2013; Güttler et al., 2013]. Zu allen 
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Therapiezeitpunkten wurde in den Glioblastomen (Grad IV) im Vergleich zu den Grad III-Gliomen ein 

erhöhter OPN-Plasmagehalt nachgewiesen. In Übereinstimmung dazu beobachteten verschiedene 

Studien eine positive Korrelation zwischen dem OPN-Proteingehalt im Tumor oder Serum und dem 

Tumorgrad bei Gliompatienten [Saitoh et al., 1995; Sreekanthreddy et al., 2010; Toy et al., 2009; Tsai 

et al., 2012]. Die OPN-Plasmaspiegel der Gliompatienten stiegen darüber hinaus im Therapieverlauf 

kontinuierlich an [Cuno, 2013; Güttler et al., 2013]. Ein erhöhter OPN-Plasmagehalt war unabhängig 

vom Entnahmezeitpunkt mit einem schlechteren Überleben der Gliompatienten assoziiert. Patienten 

mit einem hohen OPN-Plasmaspiegel am Ende der Radiotherapie (t2) hatten im Vergleich zu Patienten 

mit einem niedrigen OPN-Plasmaspiegel eine signifikant kürzere Überlebenszeit (7,3 Monate vs. 

18,9 Monate; Kaplan-Meier-Analyse: p = 0,02; Log-Rank-Test). Dies galt auch, wenn man die 

Glioblastompatienten allein betrachtete. Die prognostische Bedeutung des OPN-Plasmaspiegels zeigte 

sich auch im Verlauf der Therapie. So war ein verstärkter Anstieg des OPN-Plasmaspiegels im 

Therapieverlauf (zwischen den Zeitpunkten t1 und t2) mit einem signifikant schlechteren Überleben 

der Patienten assoziiert (7,3 Monate vs. 20,6 Monate; Kaplan-Meier-Analyse: p = 0,02; Log-Rank-

Test) [Cuno, 2013; Güttler et al., 2013]. Übereinstimmend dazu war in einer eigenen Studie an 

Bronchialkarzinompatienten ein ansteigender OPN-Plasmagehalt nach Therapieende im Vergleich zu 

einem unveränderten oder abfallenden OPN-Plasmagehalt nach Therapieende mit einem signifikant 

schlechten Gesamtüberleben der Patienten assoziiert (multivariate Cox-Regression: RR = 3,6; 

95 % KI = 1,6-8,0; p = 0,002) [Ostheimer et al., 2014b].  

Insgesamt zeigte sich in Glioblastomen ein deutlich erhöhter mRNA-Gehalt von OPN und der 

OPN-Spleißvarianten im Vergleich zum Normalgewebe, jedoch konnte keine prognostische Relevanz 

des mRNA-Gehalts für das Überleben von Glioblastompatienten nachgewiesen werden. Im Gegensatz 

dazu war ein erhöhter OPN-Plasmaspiegel mit einer kürzeren Überlebenszeit von 

Glioblastompatienten assoziiert. Der Plasmamarker OPN kann möglicher Weise als prognostischer 

Verlaufsparameter Anwendung finden, denn Patienten mit einem starken Anstieg des 

OPN-Plasmaspiegels im Therapieverlauf hatten eine signifikant kürzere Überlebenszeit. 

2.2.3 OPN als Hypoxiemarker 

Die eigenen Untersuchungen deuten darauf hin, dass es auch in Gliomen, ähnlich wie in Kopf-Hals-

Tumoren, einen Zusammenhang zwischen Hypoxie und OPN gibt. In Tumoren kann andauernde 

Hypoxie zur Ausbildung von nekrotischen Bereichen führen [Brown, 2007]. Zudem kann die 

Ausdehnung der Tumornekrosen zur Bestimmung hypoxischer Tumorareale herangezogen werden 

[Cuno, 2013]. In der eigenen prospektiven Studie an Gliompatienten waren erhöhte 

OPN-Plasmaspiegel mit einem größeren Anteil an nekrotischen Tumorarealen assoziiert [Cuno, 2013; 

Güttler et al., 2013]. Darüber hinaus konnte in eigenen retrospektiven Analysen des Tumorgewebes 

von Glioblastompatienten eine signifikante positive Korrelation zwischen dem mRNA-Gehalt des 

OPN bzw. der OPN-Spleißvarianten und dem mRNA-Gehalt der Hypoxiemarker CA9, HIF-2α, 

GLUT1 bzw. VEGF nachgewiesen werden [Bache et al., 2015; Güttler et al., 2013]. Aus dem 
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mRNA-Gehalt von OPN und der Hypoxiemarker CA9, HIF-2α und GLUT1 wurde ein sogenannter 

„Hypoxiescore“ gebildet. Die Glioblastompatienten mit einem hohen „Hypoxiescore“ (der 

mRNA-Gehalt aller vier Gene ist erhöht) zeigten in Kaplan-Meier-Analysen eine mediane 

Überlebenszeit von 1,8 Monaten. Glioblastompatienten mit einem niedrigen „Hypoxiescore“ (der 

mRNA-Gehalt aller vier Gene ist reduziert) wiesen dagegen eine mediane Überlebenszeit von 

10,1 Monaten auf und überlebten somit deutlich länger (p = 0,06; Log-Rank-Test). Zudem wiesen 

Glioblastompatienten mit einem hohen mRNA-Gehalt von CA9, HIF-2α, GLUT-1 und OPN ein 

2,1-fach erhöhtes relatives Risiko auf am Tumor zu versterben (univariate Cox-Regression: 

95 % KI = 0,95-4,79; p = 0,07) [Bache et al., 2015]. In Übereinstimmung damit fanden Erpolat und 

Mitarbeiter (2013) bei der Untersuchung von malignen Gliomen (Grad III und IV) 72 % aller OPN-

positiven immunhistochemischen Färbungen in perinekrotischen Tumorbereichen [Erpolat et al., 

2013]. Allerdings zeigte sich keine Korrelation zwischen dem Proteingehalt (IHC) von OPN und dem 

Proteingehalt der Hypoxiemarker HIF-1α, CA IX und GLUT1. Aus den Überlebensanalysen dieser 

Studie ging jedoch hervor, dass sowohl ein erhöhter OPN-Proteingehalt als auch ein erhöhter 

„Hypoxiescore“ (bestehend aus HIF-1α, CA IX und OPN) mit einen signifikant schlechteren 

progressionsfreien Überleben und Gesamtüberleben assoziiert waren (Kaplan-Meier-Analyse: OPN: 

p = 0,047 und p = 0,007; „Hypoxiescore“: p = 0,047 und p = 0,002; Log-Rank-Test). Ein erhöhter 

„Hypoxiescore“ erwies sich in multivariaten Analysen zudem als unabhängiger negativer 

Prognosemarker für das Gesamtüberleben der Gliompatienten (Cox-Regression: RR = 3,76; 

95 % KI = 1,06-3,33; p = 0,03) [Erpolat et al., 2013]. Ein ähnlicher Zusammenhang bestätigte sich 

auch in einer Studie zur Bedeutung von Hypoxiemarkern in Glioblastomen [Irshad et al., 2015]. Der 

mRNA-Gehalt von OPN korrelierte mit dem mRNA-Gehalt zahlreicher hypoxieregulierter Gene, wie 

HIF-1α, CA9, VEGF und GLUT-1. Obwohl in dieser Studie der Zusammenhang zwischen OPN und 

den Hypoxiemarkern in vivo eindeutig war, zeigten sich in vitro in Abhängigkeit von der Zelllinie 

starke Unterschiede in der Regulation des OPN-mRNA-Gehalts nach hypoxischer Kultivierung. 

Während in der Zelllinie U87MG eine Zunahme des OPN-mRNA-Gehalts zu beobachten war, wurde 

in der Zelllinie A172 eine deutliche Abnahme nach Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen 

nachgewiesen [Irshad et al., 2015]. 

In der eigenen Arbeitsgruppe wurde außerdem die Bedeutung von OPN als Hypoxie- und 

Prognosemarker in 55 Bronchialkarzinompatienten, die eine kurative Therapie erhalten hatten 

(M0-Patienten, d h. keine Fernmetastasen), untersucht [Ostheimer et al., 2014a]. Die 

OPN-Plasmaspiegel der Bronchialkarzinompatienten korrelierten signifikant mit dem Plasmaspiegel 

der HIF-1α-regulierten und damit hypoxieassoziierten Proteine CA IX und VEGF. Dies zeigte auch für 

Bronchialkarzinome eine deutliche Beziehung zwischen OPN und hypoxieregulierten Proteinen. 2006 

konnten Le und Mitarbeiter in einer kleinen Studie an nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen 

(n = 20) zeigen, dass hohe OPN-Plasmaspiegel mit niedrigen Sauerstoffpartialdrücken in der Lunge 

und mit dem Wiederauftreten der Erkrankung korrelierten (rezidivfreie 2-Jahresüberlebensrate: 17 % 
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vs. 81 %; Kaplan-Meier-Analyse: p = 0,001; Log-Rank-Test) [Le et al., 2006]. Im Rahmen der eigenen 

Untersuchungen ergab die Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier für Bronchialkarzinompatienten mit 

einem hohen OPN-Plasmaspiegel eine signifikant kürzere Überlebenszeit im Vergleich zu Patienten 

mit einem niedrigen OPN-Plasmaspiegel (9,5 Monate vs. 23,4 Monate; p =  0,03; Log-Rank-Test). In 

der univariaten Cox-Regressionsanalyse wiesen Bronchialkarzinompatienten mit einem hohen 

OPN-Plasmaspiegel ein 2,2-fach signifikant erhöhtes relatives Risiko auf zu versterben 

(95 %KI = 1,1–4,8; p = 0,04) [Ostheimer et al., 2014a]. Die Kombination von OPN mit den 

Hypoxiemarkern CA IX und/oder VEGF (OPN/VEGF, OPN/CA IX bzw. OPN/VEGF/CA IX) zeigte 

additive prognostische Effekte. Das heißt Patienten, die erhöhte Plasmaspiegel aller drei Marker 

aufwiesen, hatten ein additiv erhöhtes relatives Risiko am Tumor zu versterben (univariate Cox-

Regression: RR = 5; 95 % KI = 1,5–17,2; p = 0,009). In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse 

erwies sich der „Hypoxiescore“ bestehend aus OPN, VEGF und CA IX als unabhängiger 

Prognosemarker für das Gesamtüberleben der Bronchialkarzinompatienten (RR = 2,9; 

95 % KI = 1,6-14,4; p = 0,03) [Ostheimer et al., 2014a]. Diese Ergebnisse fügen sich gut in die bisher 

in der Literatur beschriebenen Beobachtungen vor allem für Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ein. In 

verschiedenen Studien konnte für diese Tumorentität bereits ein deutlicher Zusammenhang zwischen 

einem erhöhten OPN-Plasmaspiegel und niedrigen Sauerstoffpartialdrücken im Tumor nachgewiesen 

werden [Le et al., 2003; Nordsmark et al., 2007]. Außerdem war der erhöhte OPN-Plasmaspiegel mit 

einer deutlich schlechteren lokoregionalen Tumorkontrolle und einem schlechteren Gesamtüberleben 

assoziiert [Le et al., 2003; Nordsmark et al., 2007; Overgaard et al., 2005]. In eigenen und weiteren 

Untersuchungen an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren korrelierte der OPN-Proteingehalt im Tumor 

(IHC) mit dem Sauerstoffpartialdruck im Tumor sowie mit dem Proteingehalt verschiedener 

hypoxieregulierter Proteine wie HIF-1α, VEGF bzw. CA IX [Bache et al., 2006; Le et al., 2007].  

Zusammenfassend zeigten die verschiedenen in vitro-Studien, dass die sauerstoffabhängige Regulation 

der OPN-Genexpression sehr heterogen ist (2.1.3). Im Gegensatz dazu zeigte sich in vivo eine relativ 

deutliche Assoziation zwischen dem OPN-Gehalt im Tumor (mRNA/Protein), Serum oder Plasma und 

Hypoxie. Bei Sauerstoffmangel konnte in verschiedenen Tumorentitäten eine Erhöhung des mRNA- 

und Proteingehalts von OPN im Tumor und/oder im Plasma/Serum und eine signifikante positive 

Korrelation mit anderen hypoxieregulierten Proteinen (HIF-1α, CA IX, GLUT-1) nachgewiesen 

werden [Bache et al., 2008; Bache et al., 2015; Güttler et al., 2013; Le et al., 2003; Nordsmark et al., 

2007; Ostheimer et al., 2014a]. Der durch den Zusammenschluss verschiedener hypoxieregulierter 

Proteine (HIF-1α, VEGF, GLUT-1 oder CA IX mit OPN) gebildete „Hypoxiescore“ scheint zudem ein 

geeigneter Parameter zur Analyse der Patientenprognose und zur Identifikation hypoxischer Tumoren 

zu sein. Dieser „Hypoxiescore“ könnte zur zielgerichteten Selektion von Therapieoptionen 

herangezogen werden um die Prognose und die Überlebenszeit der Patienten zu verbessern. 
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3. Zusammenfassung und Ausblick 

Innerhalb dieser Arbeit sollte die Bedeutung des extrazellulären Matrixproteins Osteopontin als 

endogener Hypoxiemarker und als therapeutisches Target in der Strahlentherapie untersucht werden. 

Die in vitro-Untersuchungen in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 zeigten, dass die 

Reduktion der OPN-Genexpression allein bzw. in Kombination mit Bestrahlung zu einer Hemmung 

tumorrelevanter Prozesse wie Proliferation, Migration und klonogenes Zellüberleben sowie zur 

Induktion der Apoptose führt. Hervorzuheben ist, dass sowohl unter normoxischen als auch unter 

hypoxischen Bedingungen durch Reduktion der OPN-Genexpression eine Radiosensitivierung der 

MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen erzielt wurde. 

Die Untersuchungen zu den OPN-Spleißvarianten an der Glioblastomzelllinie U251MG zeigten, dass 

die selektive Reduktion der Genexpression der beiden Spleißvarianten OPN-a und OPN-c zu einer 

Reduktion des klonogenen Überlebens führte. Allerdings war die gleichzeitige Reduktion der 

Genexpression aller OPN-Spleißvarianten erforderlich, um eine Reduktion der Proliferation und 

Migration sowie Apoptoseinduktion und einen G2/M-Arrest in den U251MG-Zellen zu erzielen. Die 

kombinierte Behandlung aus Bestrahlung und Transfektion der OPN-siRNAs (OpnS bzw. OpnAC) 

führte in der Zelllinie U251MG zu einer additiven Reduktion der Proliferation, Migration und des 

klonogenen Überlebens sowie Induktion der Apoptose und G2/M-Arrest. Jedoch konnte durch die 

Reduktion der Genexpression der OPN-Spleißvarianten (alle gleichzeitig bzw. OPN-a und OPN-c) in 

der Glioblastomzelllinie U251MG keine Radiosensitivierung erreicht werden. Die 

Immunfluoreszenzfärbungen zeigten, dass OPN nach Überexpression der OPN-Spleißvarianten 

unterschiedlich in der Zelle lokalisiert ist. Dies könnte eine mögliche Erklärung dafür sein, dass die 

einzelnen OPN-Spleißvarianten unterschiedliche Prozesse in der Zelle beeinflussen und z. T. die 

Reduktion der Genexpression anderer OPN-Spleißvarianten kompensieren können. 

Die in vivo-Analysen an Glioblastom- und WTS-Patienten zeigten einen deutlich erhöhten 

mRNA-Gehalt von OPN und der OPN-Spleißvarianten im Tumor im Vergleich zum Normalgewebe. 

Zudem zeigte sich, dass Gliompatienten mit einem erhöhten OPN-Plasmaspiegel nach der Therapie im 

Vergleich zu Patienten mit einem niedrigen OPN-Plasmaspiegel ein deutlich verkürztes Überleben 

aufweisen. Darüber hinaus wurden sowohl OPN als auch die OPN-Spleißvarianten als 

Prognosemarker für Weichteilsarkompatienten identifiziert. WTS-Patienten mit einem hohen 

OPN-Proteingehalt im Serum bzw. Tumor zeigten im Vergleich zu Patienten mit einem niedrigen 

OPN-Proteingehalt ein signifikant schlechteres Überleben. Ein hoher mRNA-Gehalt der 

OPN-Spleißvarianten korrelierte ebenfalls mit einer schlechten Prognose der WTS-Patienten. 

Insbesondere bei WTS-Patienten, die eine Radiotherapie erhalten hatten, zeigte sich, dass Patienten 

mit einem hohen mRNA-Gehalt der Spleißvarianten OPN-b und OPN-c ein 10,3- bzw. 11,4-fach 

erhöhtes relatives Risiko aufweisen am Tumor zu versterben. Im Gegensatz dazu hatte der 

mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten bei WTS-Patienten, die keine Radiotherapie erhalten hatten, 
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keine prognostische Bedeutung. Außerdem konnte bei WTS-Patienten eine positive Korrelation 

zwischen dem mRNA-Gehalt der OPN-Spleißvarianten im Tumorgewebe mit dem Tumorgrad, dem 

Auftreten von Lungenmetastasen (OPN-c) sowie mit dem mRNA- und Proteingehalt von uPA, uPAR 

und PAI-1 nachgewiesen werden. 

Aus den in vitro-Untersuchungen zur Bedeutung des OPN als Hypoxiemarker geht hervor, dass die 

hypoxische Kultivierung in Abhängigkeit von der Zelllinie zu einem Anstieg bzw. einer Reduktion des 

mRNA- und Proteingehalts von OPN führte. Die Analyse des Tumormaterials und Plasmas bzw. 

Serums von Patienten mit Tumoren unterschiedlicher Entitäten zeigte, dass es in vivo eine signifikante 

positive Korrelation zwischen OPN und hypoxieinduzierten Proteinen/Parametern gibt. In 

Gliompatienten korrelierte der mRNA-Gehalt von OPN bzw. der OPN-Spleißvarianten beispielsweise 

mit dem mRNA-Gehalt der hypoxieassoziierten Gene HIF-2α, GLUT1, CA9 und VEGF. Die 

Kombination von OPN mit verschiedenen hypoxieassoziierten Genen wie HIF-2α, GLUT1 und CA IX 

zu einem „Hypoxiescore“ zeigte einen prognostischen Einfluss auf das Überleben der Gliompatienten. 

Gliompatienten mit einem hohen „Hypoxiescore“ (d. h. mRNA-Gehalt aller Marker ist erhöht) hatten 

ein 2,13-fach erhöhtes relatives Risiko am Tumor zu versterben. Bei Patienten mit nicht-

metastasiertem nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinomen erwies sich ein erhöhter Plasmaspiegel aller 

drei Marker des „Hypoxiescores“ bestehend aus OPN, CA IX und VEGF sogar als unabhängiger 

negativer Prognosemarker (RR = 2,9; p = 0,03). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass OPN 

hypoxieassoziiert exprimiert wird. Allerdings muss noch genauer geklärt werden, durch welche 

Mechanismen die Regulation erfolgt bzw. welche Faktoren dazu führen, dass es keine einheitliche 

Beeinflussung des OPN-Gehalts in verschiedenen Tumorentitäten und -zelllinien gibt. In Kombination 

mit anderen Hypoxiemarkern stellt OPN einen wichtigen Prognosefaktor dar.  

Insgesamt wurde in dieser Arbeit somit vor allem die prognostische Bedeutung von OPN und seinen 

Spleißvarianten in verschiedenen Tumorentitäten belegt. Allerdings sollten die Ergebnisse zur 

prognostischen Bedeutung der Genexpression von OPN und der OPN-Spleißvarianten in größeren 

Patientenkohorten mit Weichteilsarkomen und vor allem mit Gliomen bzw. Glioblastomen verifiziert 

werden.  

Um die in vitro-Analysen zu verifizieren sollten die Untersuchungen zur Beeinflussung der 

Radiosensitivität durch die Reduktion der OPN-Genexpression auf andere Mamma- und 

Glioblastomzelllinien oder auch Zelllinien weiterer Tumorentitäten ausgeweitet werden. Um zu klären 

welche Mechanismen hinter der erhöhten Radiosensitivität der Mammakarzinomzellen nach 

Reduktion der OPN-Genexpression stehen, könnte die Analyse der reaktiven Sauerstoffspezies und die 

Bildung von H2AX-Foci erfolgen. Zusätzlich könnten zur weiteren Analyse der funktionellen 

Bedeutung der einzelnen OPN-Spleißvarianten andere OPN-überexprimierende Zelllinien etabliert 

und weiterführend im Mausmodell untersucht werden. 
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