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1 Einleitung / Ziel der Dissertation  
 

Das orale Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle (OSCC) stellt eine der häufigsten malignen 

Erkrankungen weltweit dar (6). Trotz kombinierter Therapieansätze aus Chirurgie, Chemo- und 

Strahlentherapie liegt die 5-Jahres Überlebensrate für Männer bei nur 52 % (7). Grund für 

diese schlechte Quote ist unter anderem die Resistenzentwicklung der Tumorzellen gegen-

über den adjuvanten Therapiemaßnahmen. Dies haben Hannahn und Weinberg schon vor 20 

Jahren in ihrer Publikation „hallmarks of cancer“ beschrieben (4). Die Gründe für eine Resis-

tenzentwicklung sind vielfältig. Dazu gehören unter anderem die Inaktivierung von Medika-

menten, die Veränderung der Zielstruktur, eine Verstärkung des Effluxes und Inhibierung der 

Apoptose (1). Die Umgehung der Apoptose spielt dabei eine entscheidende Rolle. Adjuvante 

Therapien beruhen in aller Regel auf der Induktion von oxidativem Stress durch die Generie-

rung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (8). Zu diesen ROS gehören zum Beispiel das Hydro-

xyl-Radikal OH• und das Hyperoxid-Anion O2•-. Durch diese Radikale kommt es sowohl zu 

Schäden innerhalb der Zelle als auch zur Schädigung der DNA. Dies führt zur Induktion der 

Apoptose (3).  

Das antioxidative Enzym Paraoxonase-2 (PON2) kommt ubiquitär im Körper vor und schützt 

so physiologischerweise die Zellen vor oxidativem Stress. Dies ist wichtig, da durch ROS di-

verse Erkrankungen wie zum Beispiel Atherosklerose verursacht werden (9). Außerdem spie-

len ROS bei der Entstehung von Neoplasien eine entscheidende Rolle. Die Radikale führen 

zu irreversiblen DNA-Schäden, was eine maligne Entartung begünstigt (3). In der Vergangen-

heit konnte bereits gezeigt werden, dass in Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms PON2 

verstärkt exprimiert wird (10). Zum einen fängt PON2 so ROS in Tumorzellen ab, die durch 

den entgleisten Stoffwechsel entstehen. Zum anderen scheint es ein Weg zu sein, über den 

sie die therapieinduzierte Apoptose durch ROS umgehen können. OSCC-Zellen, bei denen 

PON2 in vitro ausgeschaltet wurde, reagierten mit einer erhöhten Sensitivität auf die Bestrah-

lung und es kam zu verstärkter Apoptose (10). Es stellt sich daher die Frage, ob und wie man 

in Zellen des OSCC eine Downregulation von PON2 induzieren kann.  

Die Therapie des OSCC kann mit  Einschränkungen der Lebensqualität verbunden sein (11). 

Auf der Suche nach einem geeigneten Medikament steht daher neben der Wirkung auch das 

Nebenwirkungsprofil im Vordergrund. Valproinsäure (VPA) wird seit Jahren sehr erfolgreich in 

der Dauermedikation von Epilepsie eingesetzt (12). VPA zeichnet sich durch eine gute Ver-

träglichkeit und niedrige Kosten aus. Letzteres spielt aus ökonomischen Gesichtspunkten in 

der Onkologie eine wichtige Rolle, da die Krebstherapie eine sehr kostenintensive Behandlung 

ist. Es ist bereits bekannt, dass VPA neben seiner antikonvulsiven Wirkung in Tumorzellen 

einen Zellzyklusarrest induzieren kann und somit das Tumorwachstum hemmt (13). Dies be-

ruht auch auf der Induktion von ROS durch VPA. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine 
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Kombination aus Cisplatin und VPA die apoptotische Wirkung in der adjuvanten Therapie von 

Tumorzellen im Kopf- und Halsbereich deutlich verstärkt (14). Dies war sowohl in vitro als auch 

in vivo der Fall. Neben dieser bekannten Wirkung auf den Zellzyklus, scheint VPA aber noch 

einen weiteren Angriffspunkt zu haben. Tseng et al konnten zeigen, dass es in Zellen des 

multiformen Glioblastoms, einer Neoplasie der Astrozyten, zu einer Downregulation von 

PON2, sowie einer gesteigerten ROS Produktion nach Inkubation mit VPA kommt (15). Dies 

hatte ein verringertes Zellwachstum und eine gesteigerte Apoptose zur Folge. PON2 scheint 

daher ein vielversprechender Kandidat als Angriffspunkt für die adjuvante Therapie mit VPA 

zu sein. Die vorliegende Arbeit soll untersuchen, inwiefern VPA in Zelllinien des oralen Plat-

tenepithelkarzinoms eine Auswirkung auf die Expression von PON2 hat und ob es ebenfalls 

zu einer Downregulation kommt. Die Ergebnisse könnten in Zukunft eine entscheidende Rolle 

bei der Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms spielen, um Resistenzmechanismen der 

Tumorzellen auszuhebeln.  

Neben PON2 soll in der vorliegenden Arbeit auch der Einfluss von VPA auf weitere zelluläre 

Proteine untersucht werden, um die zugrundeliegenden Mechanismen und Zusammenhänge 

mit PON2 besser zu verstehen. p21 ist ein Cyclin abhängiger Kinase-Inhibitor (CDK-Inhibitor), 

dessen Aktivierung zum Arrest des Zellzyklus und somit zu einer Hemmung des Zellwachs-

tums führt (16). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Behandlung von Zellen des oralen 

Plattenepithelkarzinoms der Mundhöhle mit VPA zu einem Anstieg der p21 Expression führt 

und das Tumorwachstum inhibiert (17). Ein weiterer CDK-Inhibitor ist p27. Er hat eine ähnliche 

Funktion wie p21 und seine Expression führt ebenfalls zu einem Zellzyklus-Arrest und somit 

zu einem Stopp des Zellwachstums (18). Es ist bereits bekannt, dass eine fehlende Expression 

von p27 in vivo zu einem verstärkten Tumorwachstum führt (19). Die vorliegende Arbeit soll 

die Wirkung von VPA auf p21 bestätigen und einen möglichen Einfluss auf p27 erforschen. 

Die therapeutische Hochregulation der beiden CDK-Inhibitoren scheint ein vielversprechender 

Therapieansatz zu sein. Caveolin-1 (CAV1) ist das wichtigste Strukturprotein der Caveolae. 

Dies sind Einstülpungen in der Plasmamembran der Zelle und dienen der Mechanotransduk-

tion (20). Dabei werden physikalische Signale in intrazelluläre molekulare Prozesse umgewan-

delt (21). CAV1 kommt ubiquitär in allen Zellen vor und ist für die physiologische Funktion 

unabdingbar. Bis dato ist seine Rolle in der Tumorgenese nicht vollständig verstanden. So 

konnten sowohl Eigenschaften eines Tumorsuppressors als auch eines Tumorpromoters 

nachgewiesen werden (22).Die vorliegende Arbeit soll den Einfluss von VPA auf CAV1 ge-

nauer untersuchen und helfen, die Rolle von CAV1 in der Tumorgenese besser zu verstehen. 

Des Weiteren soll die Rolle des Autophagiemarkers LC3B untersucht werden. Autophagie be-

zeichnet einen Prozess innerhalb der Zelle, bei dem  fehlerhafte oder mutierte Proteine und 

beschädigte oder zu alte Zellorganellen abgebaut und verwertet werden (23). Somit sind Au-

tophagie und LC3B wichtige Bestandteile der physiologischen zellulären Funktionen und 
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schützen unter anderem die Zelle vor maligner Entartung (24). In Tumorzellen hingegen ist 

eine gesteigerte Autophagie mit einem verstärkten Tumorprogress vergesellschaftet. So kor-

relieren hohe Werte LC3B beim oralen Plattenepithelkarzinom mit fortgeschrittenem Tu-

morstadium und schlechterer Prognose (25). LC3B scheint daher ein sinnvolles therapeuti-

sches Ziel der adjuvanten Tumortherapie. Diese Arbeit soll den Einfluss von VPA auf die Ex-

pression von LC3B untersuchen, um neue therapeutische Ansätze für das orale Plattenepithel-

karzinom zu erforschen. Das glucoseregulierte Protein 78 (GRP78) gehört zur Familie der Hit-

zeschockproteine (HSP) und fungiert im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) als 

Chaperon. Es sorgt für eine korrekte Faltung und Zusammensetzung der Proteine (26). Es ist 

somit auch an der unfolded protein response (UPR) beteiligt. Kommt es durch vermehrte fehl-

gefaltete Proteine zu ER-Stress, wird die Expression des antiapoptotisch wirkenden GRP78 

verstärkt und somit die Apoptose der Zelle verhindert (27). Tumorzellen nutzen diese antiapo-

ptotischen Eigenschaften durch vermehrte Expression von GRP78, um einer therapieinduzier-

ten Apoptose zu entgehen (28).Der Zusammenhang zwischen GRP78 und der UPR ist inso-

fern bemerkenswert, da auch PON2 beim ER-stress über den UPR vermehrt exprimiert wird 

(29). Der Zusammenhang zwischen PON2, GRP78 und der UPR im Zuge einer Behandlung 

mit VPA, soll in dieser Arbeit weiter untersucht werden. Ein besseres Verständnis der Zusam-

menhänge könnte entscheidende Vorteile in der Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms 

erbringen. 
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2 Literaturdiskussion  
 

2.1 Das orale Plattenepithelkarzinom  
 

2.1.1 Epidemiologie des oralen Plattenepithelkarzinoms 
 

Jährlich erkranken 18,1 Millionen Menschen an Krebs (30). Neben Erkrankungen des Herzens 

gehört Krebs zu den häufigsten Todesursachen in den westlichen Industrienationen (31). Von 

jährlich 502.655 neuen Krebserkrankungen in Deutschland betreffen ungefähr 15.000 die 

Mundhöhle und den Rachen (7). Davon sind 84 % Plattenepithelkarzinome. Das orale Plat-

tenepithelkarzinom (OSCC) der Mundhöhle steht weltweit an sechster Stelle der häufigsten 

Krebserkrankungen (6). Männer sind im Verhältnis 2:1 bis 4:1 deutlich häufiger betroffen als 

Frauen (32). Die Inzidenzraten unterscheiden sich global gesehen. Zwei Drittel aller jährlichen 

Neuerkrankungen treten in Entwicklungsländern auf (6). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt laut 

Robert-Koch-Institut für Männer bei 52 % und für Frauen bei 62 % (7).  

 

2.1.2 Ätiologie des oralen Plattenepithelkarzinoms 
 

Als gesicherte Hauptrisikofaktoren gelten Tabakrauchen und Alkoholgenuss (33-35). Gemein-

sam haben sie synergistische Effekte auf die Pathogenese (35, 36). Dies liegt zum einen an 

der alkoholbedingten erhöhten Permeabilität der Mundschleimhaut für die im Tabakrauch ent-

haltenen Substanzen (37). Zum anderen verursacht Alkohol einen verminderten Speichelfluss 

und vermindert den Abbau karzinogener Substanzen in der Leber, was zu einer erhöhten An-

fälligkeit für Neoplasien führt (37). Das Risiko einer malignen Entartung des Epithels steigt mit 

Menge und Dauer des Nikotinabusus an. Bei 40 pack years ist das relative Risiko gegenüber 

einem Nichtraucher um das Siebenfache erhöht. Für die Karzinogenität sind vor allem tabak-

spezifische Nitrosamine wie N-Nitrosonornikotin oder aromatische Kohlenwasserstoffe wie 

3,4-Benzpyren verantwortlich (38). Auch Virusinfektionen können Risikofaktoren für die Ent-

stehung eines ein Plattenepithelkarzinoms sein. So birgt die Infektion mit humanen Papillomvi-

ren (HPV) ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines oropharyngealen Plattenepithelkarzi-

noms (OPSCC) (39-41). Der häufigste Typ ist HPV 16. Er konnte in über 90 % aller HPV-

Infektionen nachgewiesen werden. Studien ergaben, dass 12 % aller Patienten, die an einem 

OPSCC erkrankt waren, positiv auf HPV 16 getestet wurden (42). Ein weiterer wichtiger Ein-

fluss für die Entstehung des OSCC ist die Mundhygiene. So erkranken Patienten mit schlech-

ter Mundhygiene signifikant häufiger am OSCC (43). Regionale Traditionen und Gewohnhei-

ten stellen in manchen Regionen der Erde Risikofaktoren dar, die in Mitteleuropa nicht bekannt 
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sind. So führt der im asiatischen und pazifischen Raum verbreitete Konsum der Betelnuss, 

neben den genannten Risikofaktoren, vermehrt zur Entstehung von OSCC (44).  

 
2.1.3 Karzinogenese 
 

Hanahan und Weinberg beschrieben vor rund 20 Jahren in ihrer Publikation „hallmarks of 

cancer“ die Eigenschaften maligner Tumorzellen (4). Dazu gehören nachhaltige Proliferation, 

die Umgehung der Wachstumsinhibition, Umgehung der Apoptose, unendliches Replikations-

vermögen, die Induktion der Angiogenese und die Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung 

(4). Zehn Jahre später ergänzten sie diese um zwei weitere Merkmale: abnorme Stoffwech-

selwege und Umgehung des Immunsystems (45).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Aufgrund der oben genannten Faktoren kommt es zu Beginn der Karzinogenese zu geneti-

schen Veränderungen einer oder mehrerer Zellen. Zu diesem frühen Zeitpunkt ist die Morpho-

Abbildung 1: hallmarks of cancer 

Zu den Eigenschaften maligne entarteter Zellen gehören nachhaltige Proliferation, die Umgehung der 

Wachstumsinhibition, die Umgehung der Apoptose, ein unendliches Replikationsvermögen, die Induk-

tion der Angiogenese und die Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung (4). Abbildung entnommen 
aus „The Hallmarks of Cancer, Cell Press, 2000. 
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logie noch nicht verändert. Die stufenweise klinische Veränderung, über die einzelnen Dyspla-

siegrade bis zum Carcinoma in situ, ist mit der Akkumulation der genetischen Veränderung 

vergesellschaftet (46, 47). Dabei ist die Reihenfolge wie folgt: gesundes Epithel, Hyperplasie, 

Dysplasie, Carcinoma in situ, invasives Plattenepithelkarzinom und Metastasierung (2). Dieser 

mehrstufige Prozess kann sich über einen Zeitraum von 20 Jahren erstrecken (46). Es gibt 

verschiedene prämaligne klinische Erscheinungen des OSCC. Dazu gehören Leukoplakie, 

Erythroplakie, Nikotinstomatitis, Lichen planus und die submuköse Fibrose (48). Diverse Stu-

dien zum Risiko einer malignen Transformation solcher Präkanzerosen wurden durchgeführt. 

Silverman et al. zeigten bei 17,5 % der Leukoplakien eine Entartung (49). Im Gegensatz zur 

Leukoplakie sind Prävalenz und Inzidenz der Erythroplakie deutlich geringer. Allerdings neigt 

sie häufiger zu Entartung. So zeigten Shafer und Waldron bei 91 % der histologischen Unter-

suchungen von Erythroplakien dysplastische oder karzinomatöse Veränderungen (50).  

 

 
 

Abbildung 2: Stufenschema der Karzinogenese  

Gesundes Epithel entwickelt sich über Hyperplasie, Dysplasie und Carcinoma in situ zu einem invasiven 

Plattenepithelkarzinom (2). Abbildung entnommen aus „Understanding Carcinogenesis for Fighting Oral 

Cancer“, Journal of Oncology”, 2011. 



 7 

Abbildung 3: Klinische Erscheinungsformen des Mundhöhlenkarzinoms 

Es sind zwei unterschiedliche klinische Manifestationen des Mundhöhlenkarzinoms zu erkennen. Links: 

verruköses Karzinom im Bereich des rechten Mundbodens. Rechts: erythroplak anmutendes, beginnend 

invasives Plattenepithelkarzinom der rechten Wangenschleimhaut. Abbildung zur Verfügung gestellt 

durch die Klinik für Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie der Universitätsklinik Mainz.  

2.1.4 Klinische Manifestation  
 

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle weist kein einheitliches Erscheinungsbild auf. Es 

präsentiert sich häufig als ulzerierende Läsion mit derbem Randwall. Es kommen verschie-

dene Wachstumsmuster vor. Man unterscheidet zwischen exophytisch, proliferativ und papil-

lomatös wachsenden Tumoren (33). Sowohl leuko- als auch erythroplakes Aussehen ist mög-

lich. Die leukoplaken Bereiche entstehen dabei durch eine Keratinisierung des Epithels. Es 

können alle Bereiche der Mundhöhle betroffen sein, jedoch ist der Tumor in den meisten Fällen 

auf der Zunge oder dem Mundboden lokalisiert. Abbildung 3 zeigt zwei verschiedene klinische 

Erscheinungsformen des Mundhöhlenkarzinoms. Zum einen zeigt das linke Bild einen verru-

köses Karzinom im rechten Mundboden. Zum anderen ist im rechten Bild ein erythroplakes, 

initiales Plattenepithelkarzinom der Wangenschleimhaut rechts erkennbar. Entsteht der Tumor 

auf dem Alveolarfortsatz, ist ein Verlust der Prothesenpassung als Erstsymptom zu beobach-

ten. Symptome eines fortgeschrittenen Stadiums sind Schmerzen, Schluckbeschwerden, Sen-

sibilitätsstörungen oder pathologische Frakturen. Dies sind Anzeichen für ein infiltratives und 

destruierendes Wachstum. In vielen Fällen wird der Tumor erst im fortgeschrittenen Stadium 

detektiert, bei dem oftmals schon lokoregionäre Halslymphknotenmetastasen vorliegen. Wei-

terhin liegen bei bis zu 40 % der Patienten mit klinisch unauffälligem Halslymphknotenstatus 

bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sogenannte okkulte Metastasen der Halslymphknoten 

vor (51). Neben dem Vorhandensein von Halslymphknotenmetastasen wirkt sich auch die Tu-

morgröße negativ auf die Prognose aus, weswegen der Früherkennung des OSCC eine ent-

scheidende Rolle zukommt. 
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2.1.5 Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms 
 

Man unterscheidet bei der Therapie des OSCC zwei grundlegende Prinzipien: Bei der kurati-

ven Therapie wird eine vollständige Heilung angestrebt. Bei der palliativen Therapie ist nicht 

die Heilung der Erkrankung das Ziel, sondern die Behandlung der durch sie hervorgerufenen 

Beschwerden, um ein Maximum an Lebensqualität zu erreichen. Wird ein kurativer Therapie-

ansatz verfolgt, so stehen verschiedene Therapieoptionen zur Verfügung. Die alleinige chirur-

gische Therapie, die alleinige Strahlentherapie, eine Strahlentherapie in Kombination mit einer 

Chemotherapie oder die Kombination von chirurgischer Therapie, Strahlentherapie und Che-

motherapie (51). Die Auswahl des Therapiekonzeptes wird vornehmlich von Faktoren wie Tu-

morausdehnung, Lymphkontenbefall, Alter und Allgemeinzustand abhängig gemacht. Die Kar-

zinome im Frühstadium werden meist chirurgisch behandelt, wohingegen fortgeschrittene Sta-

dien unterstützend oder definitiv mittels Strahlentherapie und/oder Chemotherapie therapiert 

werden. Allerdings gibt es noch keine prospektiv randomisierte kontrollierte Multicenterstudie, 

die eine Aussage zur Überlegenheit einer Therapieform zulässt und zwar weder für die Stadien 

I und II noch für die fortgeschrittenen Mundhöhlenkarzinome im Stadium III und IV (51).  Das 

grundsätzliche Ziel, bei kurativer Intention, unabhängig von der Therapieform, ist die dauer-

hafte Tumorfreiheit. Diese ist in einem fortgeschrittenen Stadium häufig nur durch radikale, 

nicht organerhaltende Resektionen zu erreichen. Dies führt unweigerlich zu einem Verlust an 

Lebensqualität (11). Aber auch die Strahlentherapie führt aufgrund der Nebenwirkungen wie 

Dysphagie, Xerostomie oder Mukositis zu einem Verlust von Lebensqualität (52, 53). Ein wei-

terer Nachteil ist die niedrige Erfolgsrate bei alleiniger Bestrahlung. Hier kommt es nur in 20 % 

der Fälle zu einer Komplettremission des Tumors. Daher wird sie bei kurativer Intention meist 

in Kombination mit chirurgischer Resektion und/oder Chemotherapie eingesetzt. Als 

Chemotherapeutika, für adjuvante oder palliative Zwecke, kommen etablierte Medikamente 

wie Cisplatin, 5-Fluoruracil oder Docetaxel zum Einsatz (54, 55). Die Prognose verbessert sich 

durch die Chemotherapie, da sie auch okkulte Metastasen und Tumorresiduen erfasst. Laut 

einer Metaanalyse kommt es bei Einsatz von platinhaltigen Pharmaka zu besserem Therapie-

ansprechen (56). Eine weitere Therapieoption ist die Behandlung mit dem monoklonalen An-

tikörper Cetuximab. Studien zeigten ein besseres Gesamtüberleben bei einer Kombination 

dieses EGFR-Inhibitors mit Bestrahlung oder Chemotherapie (57). Des Weiteren können die 

PD-1-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab in der palliativen Situation zur Immuntherapie 

des OSCC eingesetzt werden (51). Pembrozilumab kann bei PD-L1 (programmed cell death 

ligand 1)-exprimierenden  Tumor- und Immunzellen als First-Line- Monotherapie oder in Kom-

bination mit Platin und 5-Fluoruracil eingesetzt werden (51). Trotz interdisziplinärer Behand-

lung und der Weiterentwicklung, bzw. Neuentwicklung von Therapiekonzepten, liegt die 5-Jah-

res-Überlebensrate geschlechterabhängig zwischen 50 % und 60 % (7). Das Ansprechen des 
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oralen Plattenepithelkarzinoms auf die adjuvanten Therapiemaßnahmen bleibt also schlecht 

vorhersagbar und ist häufig mit starken Nebenwirkungen vergesellschaftet. 
 

2.1.6 Die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies 
 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind Radikale, also Ionen oder Moleküle, die ein einzelnes 

ungepaartes Elektron in ihrer äußeren Hülle besitzen (3). Sie sind daher sehr instabil und be-

strebt, mit ihrer Umgebung zu reagieren, um eine höhere Stabilität zu erreichen. Wichtige Ver-

treter der ROS sind das Hydroxyl-Radikal OH• und das Hyperoxid-Anion O2•-. Aufgrund des 

Oxidationsprozesses kommt es zu Schäden im Organismus. Auf zellulärer Ebene sind davon 

vor allem Lipide, Low Density Lipoproteine (LDL), Proteine und Nukleinsäuren betroffen (58). 

Im Organismus entstehen ROS in den Mitochondrien, während diese Adenosintriphosphat 

(ATP) generieren (59). Dort reagieren die frei gewordenen Elektronen mit einem Sauerstoff-

molekül und es entsteht ein Superoxid-Molekül. Unter physiologischen Bedingungen werden 

die entstandenen ROS neutralisiert. Die Neutralisation kann auf zwei Arten erfolgen. Entweder 

durch Enzyme, wie die Superoxid-Dismutasen (SOD), oder nicht-enzymatisch durch Antioxi-

dantien, wie zum Beispiel Glutathion, Flavonoide und die Vitamine A, C und E (3). Hervorzu-

heben sind hier die SOD. Sie gehören zur Familie der Metalloenzyme und sind die ersten 

Enzyme, die bei der Abwehr von ROS aktiviert werden. Sie kommen ubiquitär in allen Aerobi-

ern vor und katalysieren dort die Disproportionierung von Superoxid zu Wasserstoffperoxid 

(60). ROS können auch pathologisch erhöht sein. Gründe für ihre vermehrte Entstehung sind 

ionisierende Strahlung oder toxische Chemikalien. Vor allem beim Rauchen von Zigaretten 

entsteht oxidativer Stress (61). Durch das Missverhältnis von ROS und Antioxidantien kommt 

es zu irreversiblen Zellschäden, welche die Pathogenese verschiedener Krankheiten fördern. 

Laut verschiedener Studien korrelieren hohe Level ROS unter anderem mit Diabetes Mellitus, 

Alzheimer, Parkinson, Arteriosklerose, Hypertonie, Asthma, Katarakt, rheumatoider Arthritis 

und diversen Krebsleiden (62). Gerade bei der Tumorentstehung spielen ROS eine entschei-

dende Rolle. Freie Radikale schädigen die DNA, da sie zu Basenmodifikationen, Deletionen, 

Strangbrüchen, Translokationen und Hyper-/Hypomethylierungen führen (63). Dies kann zu 

neoplastischen Veränderungen führen. Gerade das Gewebe der Mundhöhle ist dabei aufgrund 

seiner starken Exposition gegenüber Noxen für eine Entartung prädestiniert. Die beiden 

Hauptrisikofaktoren zur Entwicklung eines oralen Plattenepithelkarzinoms, Tabakrauch und 

Alkohol, verursachen große Mengen an ROS (61, 64). Hat sich erst eine Neoplasie gebildet, 

so unterstützen ROS das Tumorgeschehen. Diese tumorfördernden ROS-Konzentrationen 

können zu Zellzyklusprogression, verstärkter Proliferation und vermehrten Überlebenssigna-

len, epithelial-mesenchymaler Transition, erhöhter Motilität, genomischer Instabilität und er-

höhter Angiogenese führen (3). Überschreitet die ROS-Konzentration einen gewissen Punkt, 
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so kommt es zur Inhibierung des Tumorwachstums. ROS induziert dann Zellzyklus-Arrest, Se-

neszenz und Zelltod (3). Adjuvante Therapieformen machen sich diesen Umstand zu nutze. 

Es wird angenommen, dass durch die Chemotherapie die bereits erhöhten ROS-Level einen 

Schwellenwert überschreiten, was dann den Zelltod zur Folge hat (8). So führt die Therapie 

mit Cisplatin zu hohen intrazellulären ROS-Leveln und induziert Apoptose (65). Auch die 

Strahlentherapie basiert auf einem ähnlichen Mechanismus. Während der Bestrahlung entste-

hen durch die Radiolyse des Wassers Radikale wie O2- oder OH-. Wie oben beschrieben re-

agieren diese sehr leicht mit dem umgebenden Gewebe und wirken toxisch. Die ROS-Kon-

zentration steigt direkt nach der Bestrahlung für mehrere Stunden an, was neben den direkt 

radiogen bedingten Doppelstrangbrüchen zu weiterer DNA-Schädigung führt (66). 

 

 
 

  

Abbildung 4: Entstehung, Regulation und Effekte von zellulären ROS 

Zunächst kommt es durch eine gesteigerte ROS-Produktion (z.B. durch Tabakrauch) zu einer Entartung 

der gesunden Zellen und zur gesteigerten Tumorprogression. Werden nun durch Chemotherapeutika 

weitere Radikale erzeugt, kommt es zu einem Zellzyklusarrest und zum Absterben der Tumorzelle (3).  

Abbildung entnommen aus „Reactive oxygen species in cancer“, Free Radical Research, 2010.  
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2.1.7 Inhibierung des Zelltodes 
 

Es stellt sich die Frage, wieso das Ansprechen auf diese Therapieformen weiterhin so variabel 

ist. Beim OSCC liegt die 5-Jahres-Überlebnsrate nach wie vor bei 50 % bis 60 % (7). Verant-

wortlich dafür sind Arzneimittelresistenzen. Sie wurden zuerst bei Bakterien beschrieben. 

Diese entwickeln bekanntermaßen Resistenzen gegenüber verschiedenen Antibiotika. Man 

fand heraus, dass ähnliche Mechanismen auch bei Krebszellen auftreten. Dazu gehören die 

Inaktivierung des Medikaments, eine Veränderung der Zielstruktur, die Verstärkung des 

Effluxes, eine Reparatur der DNA-Schäden, eine epitheliale-mesenchymale Transition und 

Metastasierung, die Epigenetik, die Heterogenität der Krebszellen und Inhibierung des Zellto-

des (1).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hier soll genauer auf die Inhibierung des Zelltodes eingegangen werden. Bei der Regulation 

des Zellzyklus spielen Apoptose und Autophagie eine zentrale Rolle. Bei der Apoptose gibt es 

zwei etablierte Wege: zum einen den intrinsischen Weg, der durch Mitochondrien vermittelt 

wird und an dem die Proteine der B-Zell-Lymphom 2 (BCL-2) -Familie, Caspase-9 und Akt 

beteiligt sind, zum anderen den extrinsischen Weg, an dem Rezeptoren auf der Zelloberfläche 

beteiligt sind (1). Caspase-9 ist auch an der ROS vermittelten Apoptose beteiligt. ROS be-

schädigt die mitochondriale Membran und mitochondriale Permeabilitätsübergangspore 

(PTP), wodurch die Elektronentransferkette gestört wird und die Freisetzung von Cytochrom-

C induziert wird (67). Im Zytosol bildet Cytochrom-C mit dem apoptotischen Aktivierungsfaktor 

Abbildung 5: Entstehung von Arzneimittelresistenzen bei Krebszellen 

Es gibt verschiedene Gründe, warum Tumorzellen eine Resistenz gegen die adjuvanten Therapien ent-

wickeln können. Dazu gehören unter anderem die Inaktivierung des Medikaments, eine Veränderung 

der Zielstruktur, ein verstärkter Efllux, die Reparatur der DNA-Schäden und die Inhibierung des Zellto-

des (1). Abbildung entnommen aus „Drug Resistance in Cancer: An Overview“, Cancers, 2014. 
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1 (Apaf-1) und Procaspase-9 sogenannte „Apoptosome“, die zur Aktivierung von Caspase-9 

führen, was zu Spaltung zellulärer Proteine und zum apoptotischen Zelltod führt (67). Mit Hilfe 

antiapoptotischer Proteine wie die der BCL-2- oder Paraoxonase-Familie können Zellen dies 

vermeiden. Wie oben beschrieben, ist die Umgehung der Apoptose ein charakteristisches 

Merkmal der Karzinogenese. Daher sind für die Tumorforschung die betreffenden Gene und 

Proteine von Bedeutung. Im Folgenden soll die Rolle der Paraoxonase-2 näher beleuchtet 

werden 

 

2.2 Paraoxonase-2 
 

Das Enzym Paraoxonase-2 (PON2) gehört neben PON1 und PON3 zur Familie der Parao-

xonasen. Die drei Gene sitzen beim Menschen auf dem langen Arm von Chromosom 7q21-

22 (68). Alle drei wirken anti-oxidativ, anti-inflammatorisch und anti-atherosklerotisch (9). 

PON2 ist intrazellulär lokalisiert und weist ein molekulares Gewicht von ungefähr 44 Kilodal-

ton (kDa) auf (69). Die mRNA von PON2 wird nahezu ubiquitär im menschlichen Körper ex-

primiert, die höchsten Werte sind jedoch in Leber, Lunge, Plazenta, Hoden und Herz mess-

bar (70). Auch ist die mRNA im Endothel, der glatten Muskulatur und den Makrophagen in-

nerhalb der arteriellen Gefäßwände zu finden (71). Intrazellulär befindet sich PON2 an der 

inneren Mitochondrienmembran (72), am endoplasmatischen Retikulum (29), der Plasma-

membran (73) und der Kernhülle (29). Das humane PON2 zeichnet sich durch zwei grundle-

gende Eigenschaften aus: eine enzymatische Laktonase-Aktivität und eine anti-oxidative Ak-

tivität (74). Zum einen kann es bakterielle Laktone inaktivieren und stellt somit eine natürliche 

Schutzfunktion gegen Pseudomonas aeruginosa dar (75, 76). Zum anderen weist PON2 

ausgeprägte antioxidative Eigenschaften auf. Diese anti-oxidative Wirkung von PON2 spielt 

bei degenerativen Erkrankungen eine wichtige Rolle, da die Pathogenese solcher Krankhei-

ten mit erhöhten ROS-Leveln korreliert (77). So wird PON2 eine gefäßprotektive Wirkung zu-

geschrieben, da sie die ROS-Level durch ihre antioxidativen Eigenschaften senkt. In den 

letzten Jahren ist das wissenschaftliche Interesse an PON2 gestiegen, da dieses Enzym 

auch in Tumorzellen exprimiert wird (78). Bei verschiedenen malignen Prozessen scheint 

eine erhöhte PON2 Konzentration mit einer schlechteren Prognose für den Patienten verbun-

den zu sein (79). Einige Arbeitsgruppen haben bereits an verschiedene Tumorzellen er-

forscht, welche Rolle PON2 dort spielt. Erhöhte Werte des Enzyms konnten in Zellen des 

Ovarialkarzinoms (80), des Bauchspeicheldrüsenkarzinoms (81), des Harnblasenkarzinoms 

(82), des oralen Plattenepithelkarzinoms (10), des Magenkarzinoms (83) und bei Karzino-

men der Haut festgestellt werden. Bei infiltrativ wachsenden Basalzellkarzinomen ist PON2 

ebenfalls signifikant erhöht. (84). Bei den Melanomen korrelierten die PON2 Werte positiv mit 
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Breslow-Tumordicke, Clark-Level und Lymphknotenmetastasen (84). Daher war es nahelie-

gend, PON2 als möglichen Angriffspunkt neuer Therapieformen zu untersuchen. Allein ein 

Knockdown von PON2 führte aufgrund des starken Anstiegs von ROS zur Apoptose von ver-

schiedenen Tumorzellen (85). Krüger et al. bestrahlten Zellen des oralen Plattenepithelkarzi-

noms in vitro und untersuchten die PON2 Werte. Eine vermehret Expression von PON2 

schützte die Zellen vor strahleninduzierter Apoptose, wohingegen ein Knockdown von PON2 

zu einer höheren Apoptose Rate führte (10). Aber nicht nur gegen eine Bestrahlung scheint 

PON2 protektiv zu wirken. Bei der Behandlung von Zellen des Harnblasenkarzinoms mit den 

Chemotherapeutika Cisplatin und Gemcitabine hatte der Knockdown von PON2 eine erhöhte 

Menge ROS und ein geringeres Überleben zur Folge (82). Trotz Behandlung mit den antine-

oplastischen Therapeutika kam es nach Hochregulierung von PON2 zu stärkerer Zellprolife-

ration als bei der Kontrollgruppe (82). Ein temporäres Ausschalten von PON2 führte bei Cis-

platin behandelten A375 Melanomzellen zu einer signifikant verminderten Zellproliferation 

und geringeren Lebensfähigkeit (86). Weiterhin nahm die Sensitivität gegenüber Cisplatin 

nach Knockdown von PON2 deutlich zu. Diese Studien zeigen, dass in Tumorzellen die 

Überexpression von PON2 einen Abwehrmechanismus gegen oxidativen Stress und somit 

auch gegen adjuvante Therapieformen darstellt. Ein Therapieansprechen wird daher im 

Laufe der Behandlung immer unwahrscheinlicher, da die ROS-resistenten Tumorzellen einen 

Überlebensvorteil haben. Eine Inhibition von PON2 erscheint unter diesen Gesichtspunkten 

sinnvoll, da so das Therapieansprechen verbessert werden könnte. Die Unterbindung der 

Neutralisation von therapieinduziertem oxidativem Stress, könnte eine erfolgversprechende 

Unterstützung der bisherigen Therapien darstellen.  
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2.3 Histon-Deacetyelase  
 

Posttranslationale Proteinmodifikationen (PTM) von Proteinen finden nach der Translation 

statt. Diese Veränderungen beeinflussen die Funktion des Polypeptids. Es sind viele verschie-

dene PTMs bekannt. Zu den Mechanismen gehören DNA-Methylierung, Histonmodifikation 

und RNA-vermitteltes Silencing (87). Histone bilden zusammen mit dem DNA-Faden das 

sogennante Nucleosom, den Grundbaustein der Chromosomen (88). Histonmodifikationen be-

stehen zumeist aus Methylierung, Acetylierung, ADP-Ribosylierung oder Phosphorylierung 

(88). All diese Modifikationen dienen dazu, das Ablesen der Erbinformation gezielt zu steuern, 

indem sie die histongebundene DNA mehr oder weniger zugänglich machen (88). Sowohl His-

ton-Acetyl-Transferasen (HAT), als auch Histon-Deacetylasen (HDAC) können Histone kova-

lent modifizieren. HATs können die e-Aminogruppen von Lysinresten acetylieren. Dadurch ver-

lieren diese ihre positive Ladung und können keine Ionenbindungen mehr ausbilden, was zu 

einer Auflockerung des Nukleosomenkerns und letztlich eine verbesserte Zugangsfähigkeit 

von regulatorischen DNA-Sequenzen zur Folge hat (88). Genau gegensätzlich wirken die 

HDACs. Sie deacetylieren die Lysinreste, die daraufhin wieder positiv geladen sind. Die nun 

schlechtere Zugangsfähigkeit führt zu verminderter DNA-Transkription und somit letzten En-

des zu verminderter Genexpression. Humane HDACs werden nach Sequenz- und Domänver-

wandschaft zu ihren homologen Genen in Hefen, sogenannten Orthologen, in vier Gruppen 

eingeteilt (89). Klasse I enthält HDAC 1, 2, 3 und 8. Die Klasse II lässt sich nochmals untertei-

len: IIa besteht aus HDAC 4, 5, 7 und 9. Klasse IIb enthält HDAC 6 und 10. Klasse III besteht 

aus sieben Sirtuinen. Zuletzt gibt es noch Klasse IV, die nur HDAC 11 enthält. 

Verschiedene Autoren konnten im Rahmen von Studien zeigen, dass diverse HDACs in ma-

lignen Tumoren dereguliert sind. Patienten mit hoher Expression von HDACs zeigen meist 

eine fortgeschrittene Pathogenese und schlechteres Outcome (5). So waren bei vermehrter 

Expression von HDAC1 und HDAC3 die 5-Jahres Überlebensraten von Patienten mit Lungen-

karzinomen signifikant schlechter (90, 91).  Hohe Werte von HDAC2 wurden auch in Tumor-

gewebe des Pankreaskarzinoms gefunden (92). Verstärkte Expression der Klasse I HDACs 1, 

2 und 3 war bei Proben des Prostatakarzinoms zu messen (93). In Zellen des OSCC konnte 

eine Überexpression von HDAC8 festgestellt werden. Die Deacetylierung von Histonen spielt 

eine entscheidende Rolle bei verschiedenen Schritten der Tumorgenese. Dazu gehören Zell-

zyklus, Apoptose, Reaktion auf DNA-Schäden, Metastasierung, Angiogenese und Autophagie 

(5). HDAC1 und HDAC2 können an die CDK-Inhibitoren p21, p27 und p57 binden und deren 

Expression hemmen (94, 95). So werden Proliferation und Zellwachstum kontrolliert. Ein Ver-

lust der HDACs führt zum Zellzyklus Arrest in der G1-Phase. Zusätzlich beeinträchtig ein 

Knockdown von HDAC1 in Tumorzellen den Übergang von G2- zu M-Phase (96). 
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2.3.1 Histon-Deacetylase-Inhibitoren  
 

Vor dem Hintergrund der Relevanz der HDACs sind Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) 

in den vergangenen Jahren in den Mittelpunkt der Tumorforschung gerückt. Da die entgleiste 

Regulation des Zellzyklus einen zentralen Punkt der Tumorgenese darstellt (4), kann dessen 

Hemmung durch HDACi zu verlangsamtem Tumorwachstum führen. Man unterscheidet vier 

Hauptgruppen von HDACi: Hydroxamsäuren, Benzamide, kurzkettige Fettsäuren und cycli-

sche Peptide. Sie alle weisen den gleichen Wirkmechanismus auf: Die Hemmung der Deacety-

lase der HDACs. Dies erreichen sie durch kompetitive Hemmung am aktiven Zentrum (97). 

Die Aktivität der Deacetylase ist Zn2+-abhängig. HDACi binden an das Zn2+-Ion am aktiven 

Zentrum und unterbinden somit die enzymatische Funktion. HDACi können den abnormen 

Acetylierungen, die bei Krebszellen vorzufinden sind, entgegenwirken und die Expression von 

Abbildung 6: Funktionen von HDACs und HDACi 

Die Histondeacetylasen (HDACs) sorgen über Deacetylierung der Histone für eine verminderte Tran-
skription der DNA. Die Funktion der HDACs ist in Tumorzellen dereguliert, was zu einer verminderten 

Expression von Tumorsuppressoren wie z.B. p53 führt. Es kommt zu einer gesteigerten Autophagie, 

einer verminderten Apoptose und einer Entgleisung des Zellzyklus. Histondeacetylaseinhibitoren 

(HDACi) können die Expression von Tumorsuppressoren wiederherstellen und sorgen für einen Zell-

zyklus-Arrest, sowie die Induktion von Apoptose (5). Abbildung entnommen aus „HDACs and HDAC 

Inhibitors in Cancer Development and Therapy”, Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine, 2016. 
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Tumorsuppressoren reaktivieren. Dies führt zur Induktion von Zellzyklus-Arrest, Apoptose, Dif-

ferenzierung und Inhibierung von Angiogenese und Metastasierung (5). Nach Behandlung von 

Tumorzellen mit HDACi kam es zur verstärkten Expression von p21 und einer Unterdrückung 

bestimmter Wachstumsfaktoren, die für die Angiogenese von Bedeutung sind (98).  

 

2.4 Valproinsäure  
 

Valproinsäure (VPA) ist eine verzweigte, kurzkettige Fettsäure, die ein Derivat der natürlich 

vorkommenden Valeriansäure ist (12). Primär wird sie zur Medikation von Krampfanfällen ge-

nutzt, aber auch gegen Migräne und bipolare Störungen eingesetzt (12). VPA blockiert im ZNS 

erregende Ionenkanäle, wie die spannungsabhängigen Natrium- und Calcium-Kanäle. Zusätz-

lich wird die Synthese von Gamma-Aminobuttersäure (GABA) aktiviert und ihr Abbau ge-

hemmt. VPA verstärkt somit die inhibitorische Wirkung von GABA auf das ZNS. Daraus erklärt 

sich auch die antikonvulsive Wirkung von VPA. Außerdem hemmt VPA die Histon-Deacety-

lase. Sie kann also als Histon-Deacetylase-Inhibitor eingesetzt werden (99, 100). VPA bietet 

mehrere Vorteile gegenüber anderen HDACi, auch wenn ihre Potenz im Vergleich niedriger 

ist: Die Hemmung der HDACs wird in vivo schon bei niedriger VPA-Konzentration erreicht und 

hat ein sehr günstiges Nebenwirkungsprofil. Allerdings kann VPA teratogen wirken, was vor 

allem auf die HDAC-Inhibierung zurückzuführen ist (100). Daher ist VPA während der Gravi-

dität kontraindiziert. VPA hat eine sehr lange Halbwertszeit und ist leicht applizierbar (101). In 

Studien inhibierte VPA erfolgreich das Wachstum von Zellen des Plattenepithelkarzinoms des 

Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) (17, 102). Es kam zu einer dosisabhängigen Histon H3 Acety-

lierung und p21 Expression, sowie zu einer dosisabhängigen Zytostase (13). VPA führt zu 

einer Hyperacetylierung der Histone H3 und H4 (103). Die Zugabe von gut verträglichen Dosen 

HDACi, wie zum Beispiel VPA, zu platinbasierten Chemotherapeutika führte zu einer erhöhten 

Chemosensitivität verschiedener Krebsarten (104, 105). Eine in vivo Studie zeigte, dass VPA 

in Kombination mit Cisplatin und Cetuximab synergistisch antiproliferativ und proapoptotisch 

auf Zellen des Kopf-Hals-Karzinoms wirkt, während gesunde menschliche Fibroblasten von 

dieser Wirkung nicht betroffen waren (14). Außerdem wird durch VPA-Zugabe die Radiosen-

sitivität von Zellen des Plattenepithelkarzinoms gegenüber einer Bestrahlung erhöht (103). 

Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass die Behandlung von menschlichen Zelllinien des 

Glioblastoma multiforme zu einem Zellzyklus-Arrest in der G2-Phase der Zellteilung und zu 

einer vermehrten p21 Expression führte (15). Die Menge an ROS war erhöht und die PON2 

Expression erniedrigt im Vergleich zu unbehandelten Zellen (15). Dies legt die Vermutung 

nahe, dass VPA den PON2-vermittelten Schutzmechanismus der Tumorzellen vor oxidativem 

Stress auszuhebeln vermag, wobei der genaue Mechanismus ungeklärt bleibt.   
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2.5 p21 
 

Das Gen CDKN1A exprimiert das Protein p21, einen Cyclin-abhängigen Kinase Inhibitor 

(CDK-Inhibitor). Dieser hemmt universell alle Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) (16). Das na-

mensgebende Gen ist auf Chromosom 6p21.2 lokalisiert. Das Polypeptid besteht aus 164 

Aminosäuren und weist ein molekulares Gewicht von ungefähr 18 kDa auf (106). p21 gehört 

zur Familie der CDK-Inhibitoren, die in zwei Klassen aufgeteilt werden können: CIP/KIP und 

INK4. p21 ist wie p27 und p57 Teil der Kinase-Inhibitor-Proteine. Bei Säugetieren wird der 

Zellzyklus durch CDKs und ihre regulatorischen Cyclin-Untereinheiten reguliert. Zellzyklus-

Progression wird durch eine Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) herbeigeführt 

und p21 unterbricht diese Interaktion, was zu einer Hemmung des Zellzyklus führt. Die Ex-

pression von p21 wird durch den Tumorsuppressor p53 moduliert. p53 wird auch als Wächter 

des Genoms bezeichnet (107). Der Transkriptionsfaktor kommt unter physiologischen Bedin-

gungen nur in geringer Konzentration in der Zelle vor, spielt aber eine Schlüsselrolle bei der 

Reaktion der Zelle auf genomischen Stress. Zu den Stressfaktoren zählen eine direkte DNA-

Schädigung durch UV- oder g-Strahlung bzw. genotoxische Substanzen (z.B. Chemothera-

peutika), aber auch indirekte Mechanismen wie die pathologische Aktivierung des Zellzyklus 

durch aberrante Expression von Onkogenen (108). Nach DNA-Schädigung kann dieser Tran-

skriptionsfaktor in tetramerer Form direkt an den Promoter des Gens von CDK-Inhibitor p21 

binden: Dadurch wird die Expression von p21 hochreguliert (88). Expression von p21 führt zu 

Heraufregulation verschiedener Gene, die mit Zellseneszenz oder altersbedingten Krankhei-

ten wie Arteriosklerose, Alzheimer, Amyloidose und Arthritis assoziiert sind (109). Neben der 

Hemmung der Zellproliferation inhibiert p21 auch die Apoptose (110). Ob eine Reparatur der 

DNA erfolgt oder die Apoptose eingeleitet wird, hängt dabei vom Schweregrad des Schadens 

ab. Aufgrund des Einflusses auf die Regulierung des Zellzyklus, ist p21 für die Tumorforschung 

von Interesse. Der inhibierende Effekt von p21 auf Tumorzellen, wird anhand verschiedener 

Studien deutlich. So zeigten Patienten mit p21-positiven Lungenzellkarzinomen ein verbesser-

tes Gesamtüberleben gegenüber Patienten mit p21-negativen Karzinomen (111). Ähnliche Er-

gebnisse zeigten sich auch bei Plattenepithelkarzinomzellen. Bei Ösophaguskarzinomen 

(ESCC) war die 5-Jahres Überlebensrate für Patienten mit einem p21 Labeling Index (LI) über 

30 % deutlich höher als für Patienten mit einem LI von unter 30 % (112). Eine Transfektion 

von p21-cDNA in SKOV3 und OVCAR3 Zellen des Ovarialkarzinoms hatte ein reduziertes Tu-

morwachstum und verbessertes Ansprechen auf Cisplatin zur Folge (113). Außerdem war eine 

geringere Menge Cisplatin nötig, um die Tumorzellen zu töten. Man untersuchte die therapeu-

tische Heraufregulation von p21 mittels des HDACi VPA bei Zellen des oralen Plattenepithel-

karzinoms. Die Zelllinien reagierten auf VPA-Behandlung mit einer verminderter Zellprolifera-

tion, die mit einer Hochregulation von p21 assoziiert war (17).   



 18 

2.6 p27 
 
p27 wird vom Gen CDKN1B exprimiert und ist ein 27 kDa schweres Protein, das zur Familie 

der CDK-Inhibitoren gehört und dem Protein p21 sehr ähnlich ist (18). Es kommt sowohl im 

Nukleus und Cytoplasma (114), als auch in den Mitochondrien (115) vor. p27 ist ein universaler 

Inhibitor der CDKs und führt zu einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase (18). Die Level an p27 

sind in ruhenden Zellen erhöht und nehmen nach mitotischer Stimulation ab (116). p27 modu-

liert also wie p21 den Zellzyklus und seine Eigenschaften machen es zu einem Tumorsupp-

ressor. Studien zeigten, dass sich niedrige Level an p27 ungünstig auf TNM-Stadium und den 

Differenzierungsgrad auswirken (117, 118). Schon vor über 20 Jahren wurde die Bedeutung 

von p27 bei Frauen, die an Brustkrebs erkrankt waren, untersucht. Eine verminderte p27 Ex-

pression korrelierte mit einem reduzierten krankheitsfreien Überleben verglichen mit einer er-

höhten p27 Expression (119). Weiterhin führte der knockout von p27 bei Mäusen zu einem 

verstärkten Wachstum von Tumoren der Mamma und der Speicheldrüsen im Vergleich zu 

Wildtyp Mäusen (19). Sowohl Mutationen als auch Polymorphismen des p27-codierenden 

Gens können die Tumorgenese beeinflussen. Keimbahnmutationen des Gens CDKN1B führ-

ten zur Entwicklung von Multiplen endokriner Neoplasien (MEN) bei Menschen und Ratten 

(120). MEN sind autosomal-dominant vererbte Tumorerkrankungen, die ein ungehemmtes 

Wachstum endokriner Drüsen bewirken. Sowohl beim Prostatakarzinom als auch beim Plat-

tenepithelkarzinom des Kopf-/Halsbereichs (HNSCC) war ein Einzelnukleotidpolymorphismus 

in p27 mit schlechteren Prognosen bezüglich des Tumorstadiums und der Rezidivfreiheit ver-

bunden (121, 122). Im Gegensatz dazu hatten Patienten mit hohen Werten von p27 eine bes-

sere Prognose (123). p27 scheint auch als prognostischer Marker für das Ansprechen von 

Plattenepithelkarzinomen auf adjuvante Therapieformen geeignet zu sein. Die Expression von 

p27 wurde bei HNSCC nach Behandlung der Patienten mit Cisplatin oder 5-Fluoruracil immun-

histochemisch untersucht. Eine verstärkte Expression von p27 im Tumorgewebe hatte positive 

Auswirkung auf das Therapieansprechen (124). Ein weiterer möglicher Therapieansatz ist die 

Behandlung mit HDACi, wie zum Beispiel Trichostatin A. Wie VPA hemmt es die Zellprolifera-

tion und induziert Apoptose. Trichostatin A hemmt den Zellzyklus in der G1 Phase bei Zelllinien 

des Plattenepithelkarzioms des Ösophagus, da es durch die vermehrte Expression von p27 

zu einer Inaktivierung der CDKs kommt (125).  
 

2.7 Caveolin-1 
 
Caveolae sind 50-100 nm große, flaschenförmige Einstülpungen in der Plasmamembran (20). 

Es sind spezielle Lipid Rafts, die entscheidend für die zelluläre Mechanotransduktion sind. 

Dabei werden physikalische Signale in intrazelluläre molekulare Prozesse umgewandelt (21). 
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Die wichtigsten Strukturproteine sind dabei die Caveoline CAV1, CAV2 und CAV3. CAV1 wird 

in vielen verschiedenen Geweben exprimiert. Die größten Mengen sind in Adipozyten, En-

dothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und verschiedenen Epithelien zu finden. 

CAV2 zeigt ein ähnliches Expressionsmuster wie CAV1. CAV3 hingegen ist ausschließlich in 

Muskelzellen nachgewiesen worden, vor allem in Herz- und Skelettmuskulatur (126).  CAV1 

ist in den Caveolae der Plasmamembran, dem Golgi-Apparat und dessen Transportvesikeln 

lokalisiert (127, 128). Caveolae und somit auch CAV1 erfüllen verschiedenste zelluläre Funk-

tionen: Sie sind unter anderem am Membrantransport und der Endozytose, aber auch an der 

Regulation des Calcium- und Lipidstoffwechsels beteiligt. Auch für den Zellzyklus sind sie von 

Bedeutung. CAV1 verursacht eine Hemmung der Rezeptoren für den Epidermal Growth Factor 

(EGF), was zu vermindertem Zellwachstum führt. Defekte der Caveolae scheinen mit verschie-

denen Erkrankungen vergesellschaftet zu sein. Bei Tierversuchen führte ein Knockdown von 

CAV1 zum Verlust der Caveolae, was eine Beeinträchtigung des Signalweges von Calcium 

und Stickstoffmonoxid im kardiovaskulären System zur Folge hatte (129). Veränderungen der 

endothel-abhängigen Kontraktion, der Relaxation und des Muskeltonus wurden dadurch aus-

gelöst. CAV1 verfügt über Eigenschaften eines Tumorpromoter (130) und eines Tumorsupp-

ressors (131). Studien zeigen, dass in Zellen des Harnblasenkarzinoms (132) und des Lun-

genkarzinoms (133) CAV1 die Rolle eines Tumorpromoters besitzt. Andere Studien deuten 

auf eine tumorsuppressive Funktion hin: Versuche an Mäusen zeigten bei einer Unterbrechung 

der CAV1 Expression eine deutlich verstärkte Tumorgenese des Mammakarzinoms (133). In 

vitro Studien mit SW480 Zellen des kolorektalen Karzinoms deuten ebenfalls eine tumorsupp-

ressive Wirkung von CAV1 hin (134). Shatz et al. vermuten, dass es im Frühstadium der Tu-

morgenese zu einer Unterdrückung des Tumorwachstums durch CAV1 kommt (22). Zu diesem 

Zeitpunkt sind nur wenige veränderte Zellen vorhanden, die vermehrt CAV1 exprimieren. Die 

wachstumshemmenden Eigenschaften überwiegen. In einem späteren Stadium, wenn sich die 

CAV1 exprimierenden Zellen durchgesetzt haben, sind die Werte deutlich erhöht und führen 

zu einem Überlebensvorteil durch die antiapoptotischen Eigenschaften (22). Auch bei Multipler 

Drug Resistance (MDR) in Tumorzellen scheint CAV1 eine Rolle zu spielen. Die CAV1 Ex-

pression korreliert positiv mit MDR bei Adenokarzinomzellen des Kolons und Adriamycin-Re-

sistenz bei Adenokarzinomzellen der Mamma (135). Auch beim ESCC wird CAV1 vermehrt 

exprimiert und geht mit erhöhter MDR einher (136). 

 

2.8 Autophagiemarker LC3B 
 
Autophagie stammt vom altgriechischen Wort autophagos „sich selbst verzehrend“.  Autopha-

gie bezeichnet einen Prozess innerhalb der Zelle, bei dem  fehlerhafte oder mutierte Proteine 

und beschädigte oder zu alte Zellorganellen abgebaut und verwertet werden (23). So wird die 
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Homöostase innerhalb der Zelle erhalten. Die Abfallprodukte werden von Autophagosomen 

aufgenommen. Dabei handelt es sich um Vesikel mit einer Doppelmembran. Diese verschmel-

zen dann mit den Lysosomen. Es entstehen Autophagolysosomen, welche die sequestrierten 

Komponenten abbauen und wiederverwerten. Der Autophagie-Prozess wird über sogenannte 

autophagy related genes (ATG) gesteuert (137). Das Microtubule-Associated protein 1 Light 

Chain 3 beta (LC3B) wird vom Gen MAP1LC3B exprimiert und gehört zu den Proteinen der 

ATG8-Familie. Es kommen insgesamt drei verschieden Typen LC3 vor: A, B und C. Die Ex-

pression von LC3B ist allerdings der sicherste Marker dafür, dass Autophagosome gebildet 

werden (138), also ob Autophagie stattfindet oder nicht. Daher eignet es sich am ehesten für 

die Quantifizierung der Autophagie. Eine Dysregulation von Autophagozytose ist mit verschie-

denen neurodegenerativen, kardiovaskulären Erkrankungen, Diabetes Typ II und Krebs ver-

gesellschaftet (139), (140), (141), (142). Die Autophagie nimmt bei der Karzinogenese eine 

Sonderstellung ein. Einerseits fördert sie unter physiologischen Bedingungen die Zellerhal-

tung, aber sorgt andererseits auch für eine Tumorprogression in entarteten Zellen. Degenhardt 

et al erklärten dieses Phänomen folgendermaßen: Autophagie verhindert in Zellen, in denen 

die Apoptose nicht mehr funktioniert, eine Zellnekrose, die lokale Entzündung und Tumor-

wachstum fördert (24). Außerdem kommt es in Zellen, in denen die Autophagie defekt ist, zur 

Ansammlung von „Zellmüll“. Dazu gehören zum Beispiel geschädigte Mitochondrien, ROS und 

Einschlusskörperchen. Dies führt zur Schädigung von DNA, der Aktivierung von Onkogenen 

und zu Tumorgenese (143). Autophagie wirkt also protektiv gegen diese schwerwiegenden 

Schäden. Allerdings machen sich die entarteten Zellen den Mechanismus der Autophagie zu 

nutze. Die erhöhte Autophagie bietet den Krebszellen eine alternative Energiequelle für 

Wachstum und eine höhere Überlebenschance innerhalb der Tumormikroumgebung, wo Hy-

poxie, Nährstoffmangel oder therapeutische Stressbedingungen herrschen (144). Anfänglich 

schützt Autophagie also vor Krebs, wohingegen entstandene Krebszellen sie zur eigenen Zy-

toprotektion nutzen. So korreliert die Expression von LC3B beim Leberzellkarzinom positiv mit 

der Gefäßinvasion, vermehrten Lymphknotenmetastasen und einer verminderten 5-Jahres-

Überlebensrate (145). Immunhistochemische Untersuchungen an Präparaten des oralen Plat-

tenepithelkarzinoms zeigten deutlich erhöhte Werte LC3B im Vergleich zur gesunden oralen 

Mukosa (25). Wie beim Leberzellkarzinom war auch hier die hohe Expression von LC3B mit 

aggressiven klinisch-pathologischen Befunden und schlechter Prognose verbunden. Eine 

Hemmung der Autophagie scheint daher eine Möglichkeit zur Steigerung der Therapie-Effizi-

enz. Es gibt derzeit verschiedene Studien, bei denen Inhibitoren der Autophagie als unterstüt-

zende Maßnahme zur Chemotherapie getestet werden (146).  

 

 



 21 

2.9 GRP78 
 
Das glucoseregulierte Protein 78 (GRP78) gehört zur Familie der Hitzeschockproteine (HSP), 

genauer gesagt zur HSP70 Familie. Als Chaperon ist es essenziell für die normale Funktion 

des endoplasmatischen Retikulums (ER). Es ist im Lumen des ER lokalisiert. GRP78 sorgt 

dort für eine korrekte Faltung und Zusammensetzung der Proteine (26). Außerdem verhindert 

es den Transport von defekten oder nicht korrekt gefalteten Proteinen. GRP78 ist hierbei auf-

grund seiner Eigenschaft als Chaperon an der unfolded protein response (UPR) beteiligt. Das 

endoplasmatische Retikulum, durch das neu synthetisierte Proteine in verschiedene zelluläre 

Kompartimente verschickt werden, ist hochsensibel gegenüber überschießender Fehlfaltung 

von Proteinen (88). Unter diesem Stress erfolgt eine gezielte Antwort des ER, die als unfolded 

protein response oder ER stress response bezeichnet wird (88). Der ER-Stress führt zur Akti-

vierung des UPR und zur vermehrten Expression von GRP78, das antiapoptotisch wirkt (27). 

Wenn der ER-Stress ein bestimmtes Maß überschreitet, wird der programmierte Zelltod ein-

geleitet (88). Der ER-Stress spielt vermutlich auch beim Morbus Parkinson, bei der Arterio-

sklerose und beim Typ-2-Diabetes eine wichtige pathogenetische Rolle (88). Dass GRP87 

auch essenziell für die Entwicklung ist, konnte eine Studie mit Knockout-Mäusen zeigen. Bei 

homozygoten Knockout-Mäusen kam es nach 3,5 Tagen aufgrund von verminderten Prolife-

rationsraten und massiver Apoptose zum Absterben des Embryos (147). Bei heterozygoten 

Knockout-Mäusen hingegen kam es zu keinen phänotypischen Auffälligkeiten. Dies zeigt, wie 

wichtig GRP78 für die physiologische Funktion und Entwicklung der Zelle ist. Neben diesen 

physiologischen Funktionen spielt GRP78 auch eine Rolle bei der Tumorgenese. Im Rahmen 

des unkontrollierten Zellwachstums kommt es häufig zur Induktion von ER-Stress durch Glu-

kosemangel und Hypoxie. Dies führt zu einer Aktivierung des UPR und zur vermehrten Ex-

pression von GRP78 (27). Es scheint, dass die entarteten Zellen durch eine Upregulation von 

GRP78 und der Suppression von proapoptotischen Proteinen die Apoptose vermeiden, was 

das Tumorwachstum begünstigt (27). Es konnte gezeigt werden, dass GRP78 in verschiede-

nen Tumoren verstärkt exprimiert wird. Dazu gehören z.B. Prostatakrebs (148) und Lungen-

krebs (149). Bei Lungenkrebs sind höhere Expressionsraten mit einem schlechteren Differen-

zierungsgrad der Tumorzellen und einem fortgeschrittenen Tumorwachstum vergesellschaftet 

(149). GRP78 scheint aber nicht nur das Tumorwachstum zu fördern, sondern auch für die 

Resistenz gegen Chemotherapeutika mitverantwortlich zu sein. So wird GRP78 wird in Gliom-

zellen im Vergleich zum gesunden Gewebe des Hirns überexprimiert (28). Ein Knockdown von 

GRP78 führte in vitro zu langsamerem Wachstum der Gliomzellen, sowie einer verstärkten 

Induktion von Apoptose durch Chemotherapeutika. So konnte ein Knockdown die Sensitivität 

der Gliomzellen für 5-Fluoruracil erhöhen, wohingegen es bei Überexpression zu keinem An-

sprechen der Tumorzellen auf 5-Fluoruracil kam (28). Auch die Auswirkungen von VPA auf 
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GRP78 sind bereits untersucht worden. Shi et al. zeigten, dass eine Behandlung von humanen 

embryonalen Nierenzellen mit VPA zu einer gesteigerten Expression von GRP78 führte (150). 

GRP78 stellt daher ein weiteres mögliches therapeutisches Ziel für die adjuvante Tumorthera-

pie dar. Die Studienlage zeigt, dass GRP78 in der Karzinogenese und in der Tumortherapie 

aufgrund seiner antiapoptotischen Eigenschaften eine wichtige Rolle einnimmt. Zudem scheint 

es einen Zusammenhang mit der Expression des antiapoptotischen PON2 zu geben. Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass eine Aktivierung des UPR durch ER-Stress zur vermehr-

ten Expression von PON2 führt, was zu einer Eradikation der stressverursachenden ROS führt 

(29). Somit besteht über den UPR eine Verbindung von GRP78 zu PON2. Diese Arbeit soll 

diesen Zusammenhang weiter untersuchen, um die Rolle der beiden Proteine, sowie die Rolle 

des UPR in Bezug auf die Tumorgenese zu erforschen.  
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Material 
 

3.1.1 Zellkultur 
 
Tabelle 1: Zellkultur 

Material  Hersteller 
Accutase solution, A6964 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM, 

1x), Nr.: 31885-023 

Gibco® by life technologies™, Paisley, UK 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

(PBS), D8537 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Dimethylsulfoxid (DMSO), D2650 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Fötales Kälberserum (FCS) Gibco® by life technologies™, Paisley, UK 

L-Glutamine, G7513 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Penicillin-Streptomycin, P0781 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nähr-

mischung F-12 Ham (DME/F-12, 1:1), 

D6421 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Hydrocortison Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 
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3.1.2 Molekularbiologische Reagenzien 
 
Tabelle 2: Molekularbiologische Reagenzien 

Material Hersteller 
DEPC-Wasser RNase free Water VWR International GmbH, Erlangen, DE 

Ethanol 70 % AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 

RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, DE 

RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, DE 

iTaqä Universal SYBR® Green Supermix Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

RIPA Puffer R 0278 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1, P5726 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, P0044 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Protease Inhibitor Cocktail, P8340 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Pierce BCA Protein Assay Kit, Nr. 23227 Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, 

DE 

Mini-PROTEAN® TGX™ Gels Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

ECLä Prime Western Blot Detection Kit, 

RPN2232 

GE Healthcare, Chicago, IL, USA 

ECLä Rainbowä Marker-Full Range, 

RPN800E 

Cytiva, Global life Sciences Solutions Oper-

ations UK Ltd, Buckinghamshire, UK 

Qiashredder Qiagen GmbH, Hilden, DE 
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
 
Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 
Valproinsäure Natriumsalz 98 %, P4543 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Trypan-blau-Lösung 0,4 % Lonza, Walkersville, MD USA 

2-Mercaptoethanol, mind. 98 %, M3148 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT), 

M5655 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE  

Isopropanol Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart, DE 

2 N Salzsäure (HCL) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

L-012 sodium salt, SML22365 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone 

(DMNQ), D5439 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Fluorescence Mounting Medium, S3028 Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA 

Bovines Serum Albumin (BSA), A7906 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Triton-X-100, for molecular biology, T8787 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

Ampuwa aqua dest., B230673 Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Glycin, 25 mM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

4x Laemmli Puffer  Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

Natronlauge 32 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Paraformaldehyd, P-6148 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

DE 

 

 
  



 26 

3.1.4. Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
Cellstar® Serologische Pipette; 2 ml, 5 ml, 

10 ml, 25 ml 

Greiner Bio-One GmbH, DE 

Cellstar® Zellkulturflaschen; 550 ml Greiner Bio-One GmbH, DE 

Cellstar® Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, DE 

Hard-Shell® 96-Well PCR Plates Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

Life Science PCR 8er-Strips-Reaktionsge-

fäß, 0,2 ml, farblos 

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutsch-

land 

Life Science PCR 8er-Strips-Deckelstreifen Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutsch-

land 

Cellstar® Zellkulturplatte farblos, steril, 6-

Well  

Greiner Bio-One GmbH, DE 

Pipettenspitzen mit ART™ Barriere; 10 µl, 

100 µl, 200 µl, 1000 µl farblos 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, 

DE 

Falcon® Cell Scraper Corning Science Mexico, Tamaulipas, Mex-

ico 
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3.1.5 Laborgeräte 
  
Tabelle 5: Laborgeräte 

Gerät Hersteller 
Eismaschine AF80 Frimont S.P.A., Milano, Italien 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr GmbH, Biberach an der Riß, DE 

Gefrierschrank (-80 °C) Liebherr GmbH, Biberach an der Riß, DE 

Inkubator Function Line BB16 Heraeus Instruments, Hanau, DE 

Kühl-Gefrier-Kombination Liebherr GmbH, Biberach an der Riß, DE 

Lichtmikroskop DM2000 Leica DMIL Microsystems, Wetzlar, DE 

Automatischer Zellen-Zähler LUNA-II™ Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq, 

Frankreich 

NanoDropä One Spektralphotometer Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, 

DE 

PCR Workstation Pro Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE 

PCR Real-Time, CFX Connect™ Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, USA 

Pipette Pipetmann® 0,1-1000 µl Gilson S.A.S., FR 

Pipettierhelfer accu-jet® pro Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutsch-

land 

Sicherheitswerkbank Herasafe HS12 Heraeus Instruments, Hanau, DE 

Thermocycler, peqstar Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE 

Vortex PAA Laboratories GmbH, Cölbe, DE 

Heraeus Megafuge 16 Heraeus Instruments, Hanau, DE 

Microplate Reader SpectraMax® iD5 Molecular Devices, San Jose, CA USA 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

PowerPac 300 Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA, 

USA 

Fusion Solo S Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, 

Deutschland 

Magnetrührer RCT basic IKA Labortechnik, Staufen im Breisgau, DE 

pH-Meter CG840 Schott, Mainz, DE 
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3.1.6 Zelllinien 
 
Tabelle 6: Zelllinien 

Name Hersteller  

SCC-9 (CRL-1629ä) American Type Culture Collection, Manas-

sas, VA USA 

SCC-25 (CRL-1628ä) American Type Culture Collection, Manas-

sas, VA USA 

CAL-27 (CRL-2095ä) American Type Culture Collection, Manas-

sas, VA USA 

 

3.1.7 Antikörper 
 
Tabelle 7: Antikörper 

Name Hersteller  

Monoclonal Anti-b-Actin Clone AC-74 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

GRP Polyclonal Antibody, AB_559362 Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, 

DE 

Anti-PON2 antibody, ab183710 Abcam, Cambridge, UK 
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3.2 Methoden  
 

3.2.1 Zellbiologische Methoden 
 

3.2.1.1 Etablierung der Zellkultur 
 
Für die Zellkulturversuche wurden die Zelllinien SCC-9, SCC-15 und CAL-27 vom Hersteller 

ATCC® verwendet. Es handelt sich um Tumorzelllinien des oralen Plattenepithelkarzinoms die 

aus humanem Zungengewebe gewonnen wurden. Die Zellen werden bei 37 °C und 5 % CO2-

Atmosphäre kultiviert. Die Anzucht erfolgt in 550 ml Zellkulturflaschen mit 20 ml Zellkulturme-

dium. Ein Mediumwechsel wird alle 48 h durchgeführt. Die Kontrolle des Zellwachstums er-

folgte unter dem Lichtmikroskop. Für CAL-27 wird folgendes Nährmedium eingesetzt: DMEM 

1 g Glucose + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % L-Glutamin verwendet. Für SCC-

9 und SCC-25 verwendet man ein Zellkulturmedium bestehend aus DME/F-12 + 10 % FCS + 

1 % Hydrocortison + 1 % L-Glutamin. 

 

3.2.1.2 Passagieren der Zellen 
 
Zuerst wird das Medium verworfen, dann erfolgt eine Spülung der Kulturflasche mit PBS. Pro 

Flasche werden 6 ml Accutase-Lösung hinzugegeben und die Flasche für 5-10 min im Inku-

bator bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre zwischengelagert. Das erfolgreiche Ablösen der 

Zellen vom Flaschenboden wird unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die Zellsuspension wird 

mit einer serologischen Pipette aufgenommen und in ein 50 ml Röhrchen überführt und mit 10 

ml Zellkulturmedium aufgefüllt. Anschließend wird bei 800 U/min für 5 min zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Auf das Zellpellet werden 10 ml Zellkulturmedium pipettiert und mit dem 

Vortexmischer resuspendiert. Mit einer Pipettenspitze werden 50 µl der Zellsuspension mit 50 

µl Trypanblau in einem Eppendorf Tube gemischt. Die Auszählung erfolgt mit dem automati-

schen Zellen-Zähler LUNA-IIä. Nach der Auszählung berechnet man das Volumen, welches 

für eine Zellanzahl von 50.000 pro well bei insgesamt 12 well (2x 6-well Platten) nötig ist.  

Hier eine kurze Beispielrechnung:  

Das Zählgerät gibt eine Konzentration von 300.000 Zellen/1000 µl an. Das entspricht 3 x106 

Zellen in 10 ml Suspension. Bei 50.000 Zellen pro well benötigt man insgesamt 600.000 Zellen. 

Also werden 2000 µl der Zellsuspension in ein 50 ml Röhrchen pipettiert.  

Dieses wird mit 24 ml Zellkulturmedium aufgefüllt (2 ml pro well) und auf die zwei 6-well Platten 

aufgeteilt. Nach Inkubation der Zellen über 24 h bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre erfolgt 

ein Mediumwechsel mit 2 ml frischem Zellkulturmedium.  
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3.2.1.3 Behandlung der Zellen mit Valproinsäure 
 
Zur Herstellung einer einmolaren (1M) Stammlösung werden 1,67 g des Salzes der Valproin-

säure in 10 ml destilliertem Wasser gelöst. Es soll ermittelt werden, bei welcher Konzentration 

sich ein Effekt feststellen lässt und welche der drei Zelllinien am besten auf die Behandlung 

mit Valproinsäure anspricht. Die Konzentrationen an VPA betragen hierfür 5 mM, 7,5 mM und 

10 mM. Jeweils drei well werden mit je 5 mM, 7,5 mM oder 10 mM behandelt. Die letzten drei 

well bleiben unbehandelt und dienen der Kontrolle. Die VPA wird auf die 6-well-Platten pipet-

tiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 8: Konzentrationen und Volumina der VPA-Lösung 

Konzentration Volumen der VPA-Lösung pro well 
5 mM 10 µl 

7,5 mM 15 µl 

10 mM 20 µl 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Bestimmung der spezifischen VPA-Konzentration 
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Die behandelten well-Platten werden für 48 h bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre inkubiert. 

Durch Genexpressionsanalyse (siehe 3.2.2.4) bestimmt man, bei welcher VPA-Konzentration 

das Ansprechen am besten ist. Diese spezifische Konzentration wird für alle weiteren Versu-

che beibehalten, außer für die Immunfärbung. Der Aufbau sieht wie folgt aus: Versuchsaufbau 

mit spezifischer VPA-Konzentration 

 

 

 

 

  

Abbildung 8: Versuchsaufbau mit spezifischer VPA-Konzentration 
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
 

3.2.2.1 RNA-Extraktion 
 
Die Isolierung der Ribonukleinsäure (RNA) aus den Zellen von CAL 27, SCC-9 und SCC-25 

erfolgt mit dem RNeasy® Mini Kit nach Herstellerangaben. Dazu werden die Zellen der beiden 

6-well Platten, entsprechend den vier verschiedenen Konzentrationen (5 mM, 7,5 mM, 10 mM, 

Kontrolle), lysiert. Dies geschieht mittels 350 µl (<5 x 106 Zellen) RLT/b-ME Puffer. Durch Auf- 

und Abpipettieren werden die Zellen aufgelöst. Alle Arbeitsschritte während der RNA-Extrak-

tion, bei denen das Pipettieren notwendig ist, werden mit Spitzen durchgeführt, die eine ART® 

Barriere enthalten. Das Lysat wird danach auf eine Qiagen-Shredder-Säule pipettiert und bei 

13.000 U/min für 2 min zentrifugiert. Zu dem entstanden Lysat wird 350 µl 70 % Ethanol pipet-

tiert und auf eine RNeasy-Säule gegeben. Die andere Säule wird verworfen. Nun wird wieder 

zentrifugiert, diesmal für 15 s bei 10.000 U/min und das Eluat verworfen. 350 µl RW-1-Puffer 

werden nun auf diese Säule pipettiert, erneut für 15 s bei 10.000 U/min zentrifugiert und das 

Eluat verworfen. Dieser Wasch-Puffer sorgt dafür, dass alle nicht spezifischen Bindungen an 

der Silica-Membran entfernt werden. Zur Entfernung sämtlicher DNA-Reste pipettiert man je-

weils 78 µl frisches DNase Gemisch auf die Säule und lässt diese bei Raumtemperatur für 15 

min einwirken. Danach erfolgt eine erneute Zugabe von 350 µl RW-1-Puffer und die Zentrifu-

gation bei 10.000 U/min für 15 s. Das Eluat wird verworfen und die Säule in ein neues Röhr-

chen eingesetzt. Nun werden 500 µl RPE-Puffer auf die Säule gegeben und für 15 s bei 10.000 

U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wird danach wiederholt, aber für 2 min bei 13.000 U/min. 

Das Eluat wird beide Male verworfen. Die Zentrifugationen mit dem RPE-Puffer dienen der 

Auswaschung von Salzen, die durch den Einsatz der vorherigen Puffer in die Säule gelangen. 

Anschließend wird die Säule für 1 min bei 10.000 U/min trocken zentrifugiert. Das Röhrchen 

wird vorsichtig aus der Zentrifuge entfernt und die Säule in ein vorher beschriftetes Eppendorf-

Gefäß überführt. Abschließend werden 30 µl RNase freies Wasser auf die Säule pipettiert und 

bei 10.000 U/min für 1 min zentrifugiert. Nun befindet sich im Eppendorf-Gefäß die isolierte 

RNA, die in 30 µl RNase-freiem Wasser gelöst ist.  
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3.2.2.2 Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA 
 
Nach vorheriger Extraktion der RNA erfolgt die quantitative Analyse, um die exakten Mengen-

verhältnisse herauszufinden. Sowohl die Konzentration als auch der Reinheitsgrad der RNA-

Probe werden bestimmt. Die Messung wird mit dem Spektralphotometer NanoDrop® One der 

Firma Thermo Fisher Scientific durchgeführt. Die Funktion des Geräts beruht auf dem Prinzip 

der Spektralphotometrie. Es deckt den Wellenlängenbereich von 220 nm bis 750 nm ab. Das 

Absorptionsmaximum der RNA liegt bei einer Wellenlänge von 260 nm (A 260), das von Pro-

teinen bei 280 nm (A 280). Mit Hilfe des Quotienten A260/A280 wird die Reinheit der Probe 

bestimmt. Dieser sollte bei ca. 2,0 liegen. Da ein niedrigerer Wert auf eine Verunreinigung 

hinweist, wird eine weitere Beurteilung durch den Quotienten A260/A230 vorgenommen. Die-

ser Wert sollte zwischen 1,8-2,2 liegen. Eine Abweichung deutet auf eine Verunreinigung hin. 

Durch die Oberflächenspannung des Tropfens entsteht, nach dem Aufpipettieren der Probe, 

eine Flüssigkeitssäule zwischen den beiden Kontakten des Messgerätes. Die Kontakte beste-

hen aus Lichtleitern. Einer sendet einen Lichtblitz aus und der andere empfängt das Licht. Das 

empfangene Licht wird spektralphotometrisch gemessen und mit den generierten Daten durch 

den Computer die Konzentration berechnet. Nach Reinigung der Messfläche mit einem Mikro-

fasertuch, wird 1 µl RNase freies Wasser aufpipettiert und eine Leerwertmessung durchge-

führt. So erhält man den Referenzwert für die darauffolgenden Messungen der RNA-Proben. 

Die Messfläche wird erneut gereinigt und dann 1 µl der RNA-Probe aufgetragen. Nach jeder 

Messung werden die Daten gespeichert und die Applikationsstelle gesäubert.  

 
3.2.2.3 Reverse Transkription 
 
Um die RNA für die Genexpressionsanalyse zu verwenden, wird sie zunächst in die stabilere 

complementary DNA (cDNA) umgewandelt. Dies geschieht durch die sogenannte reverse 

Transkription. Dafür nutzt man das Enzym reverse Transkriptase, welches einzelsträngige 

RNA in doppelsträngige cDNA umschreiben kann. Um am RNA-Strang ansetzen zu können, 

benötigt die Transkriptase einen DNA-Primer als Startsequenz. Da die meisten RNA-Stränge 

einen Poly-A-Schwanz an ihrem Ende aufweisen, stellt die Codierung des Primers kein Prob-

lem dar. Vom 3‘-Ende des Primers aus synthetisiert die reverse Transkriptase einen komple-

mentären cDNA-Strang. Aus diesem Hybridstrang muss der RNA-Strang entfernt werden, da 

sonst keine Replikation, beziehungsweise Transkription stattfinden kann. Der Großteil wird 

mittels RNasen abgebaut. Die wenigen verbliebenen RNA-Sequenzen dienen im folgenden 

Schritt als Primer für die DNA-Polymerase-I, die den cDNA-Strang zu einem komplementären 

DNA-Doppelstrang synthetisiert. DNA-Nukleotide ersetzen die übrigen RNA-Primer und der 
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Poly-T-Schwanz des cDNA-Strangs wird entfernt. Die entstandene DNA kann nun weiterver-

arbeitet werden.  

 

Zunächst wird die RNA Menge jeder einzelnen Probe anhand des Messwertes am NanoDrop® 

berechnet. Folgende Formel wird dafür verwendet: 

 

Gesamt-RNA in ng = gemessener Wert ng/µl x 30 µl 
 

Beispiel: Die Messung ergibt 250 ng/µl RNA ––> 7500 ng RNA Gesamtmenge 

Für unsere Versuche benötigen wir 100 ng RNA je Probe, um sie in cDNA umzuschreiben. Die 

Formel lautet:  

 

Gewünschte Menge RNA = ( 𝟏𝟎𝟎	𝒏𝒈
𝑮𝒆𝒔𝒂𝒎𝒕	𝑹𝑵𝑨	𝒊𝒏	𝒏𝒈

) x 30 µl 

 

Daraus folgt:  

 

( 𝟏𝟎𝟎	𝒏𝒈
𝟕𝟓𝟎𝟎	𝒏𝒈

) x 30 µl = 0,4 µl 

 
Zu diesen 0,4 µl wird genau so viel RNase freies Wasser pipettiert, dass man ein Gesamtvo-

lumen von 15 µl erreicht. Für das gezeigte Beispiel sind also 14,6 µl Wasser nötig.  

 

Zum Ansetzen des Mastermix wird das cDNA-Kit der Firma BioRad verwendet. Pro well wer-

den 5 µl Mastermix benötigt. Dieser besteht aus 1 µl Enzym und 4 µl iScript. Der Ansatz wird 

immer so berechnet, dass man einen well Überschuss hat. Das bedeutet bei 7 Proben ein 8-

facher Ansatz. Von diesem Mastermix Ansatz wird danach zu jedem well 5 µl pipettiert, sodass 

man eine Gesamtmenge von 20 µl erreicht.  

 
15 µl RNA/RNase freies H20 + 5 µl Mastermix = 20 µl 

 

Die 96-well-Platte wird anschließend im Thermocycler platziert. Nach Durchlaufen des Pro-

gramms wird die cDNA bei -20 °C zwischengelagert.  



 35 

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die reverse Transkription 

Komponente Volumen (µl) 
RNase-freies Wasser Variabel 

mRNA Variabel 

5x Script Reaction Mix 4 µl 

iScript Reverse Transkriptase 1 µl 

Gesamtvolumen 20 µl 

 

3.2.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Standardverfahren in der modernen Molekularbi-

ologie. Ein bestimmter DNA-Abschnitt lässt sich mit dieser Technik beliebig häufig vervielfälti-

gen, um eine ausreichende Menge für weiterführende Untersuchungen zu gewinnen. Man be-

nötigt für die Durchführung eine hitzestabile DNA-Polymerase, die zu vervielfältigende DNA, 

auch Template genannt, zwei auf dieses Template abgestimmte Oligonukleotidprimer, sowie 

freie Nukleotide und eine Pufferlösung. Die PCR besteht aus folgenden Schritten: 

1. Denaturierung: Zunächst muss der komplementäre Doppelstrang der Template-DNA in zwei 

Einzelstränge geteilt werden. Dies geschieht bei einer Temperatur von 94 °C  

2. Hybridisierung: Nach einer Abkühlungsphase auf 55 °C lagern sich die passenden Oligo-

nukleotidprimer an die beiden Einzestränge an, indem sich Wasserstoffbrücken zwischen den 

komplementären Nukleinbasen bilden.  

3. Elongation: Nun wird erneut auf 72 °C erhitzt. Das ist die optimale Arbeitstemperatur für die 

DNA-Polymerase. Sie bindet die komplementären Nukleotide an die Einzelstränge. Somit er-

hält man eine genaue Kopie des ursprünglichen Templates. Am Ende dieses Zyklus wird er-

neut auf 94 °C erhitzt und der Prozess beginnt von vorne. Die neu synthetisierte DNA dient 

jetzt als Template. Die theoretische Verdopplung der DNA in einem Durchgang wird in der 

Praxis nicht erreicht, da das Ergebnis von vielen Faktoren abhängig ist. Unter anderem von 

Qualität und Menge der Template-DNA, vom pH-Wert des Puffers, vom exakten Zeitintervall 

bei Denaturierung und Elongation, sowie der passenden Nukleotidkonzentration und Primer-

kodierung. Bei den Versuchen wurde die Real Time PCR angewandt. Bei dieser Art der PCR 

wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I zugesetzt. Dessen Signalstärke wird detektiert, 

da sie mit der Menge der entstehenden PCR-Produkte korreliert. So kann man in Echtzeit 

deren Quantität erfassen.  
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Zunächst wird der Mastermix für die PCR angesetzt. Pro well werden 18 µl Mastermix + 2 µl 

cDNA verwendet. Da je Probe 3 well beschickt werden sollen und es sich um 4 Proben handelt, 

wird für 15 well Mastermix berechnet. Damit ist sichergestellt, dass sich in jedem well das 

vorgesehene Volumen befindet.  

 

Tabelle 10: Zusammensetzung Mastermix pro well 

Komponente Volumen (µl) 
iTaqUniversal SYBR Green Supermix 11 µl 

RNase-freies Wasser  5 µl 

Primer sense 1 µl 

Primer antisense 1 µl 

 

 
 
  

Abbildung 9: Ablauf der PCR 

Quelle:https://www.uni-bielefeld.de/teutolab/fachorientiert/biotechnologie/Arbeitsmate-

rial/PCR-Zyklus 
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Die PCR wurde in Mikrotiterplatten mit 96 wells durchgeführt. Der Aufbau sah wie folgt aus: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auf einer weiteren Mikrotiterplatte wurde die PCR mit p27, LC3B und CAV1 durchgeführt. Die 

Kontrolle erfolgte ebenfalls mit Aktin und GAPDH. Folgende Primersequenzen wurden ge-

nutzt:  

 

Tabelle 11: Primersequenzen 

Name Sequenz (5‘-3‘) 
GAPDH s 5‘-CAT GAC AAC TTT GGT ATC GTG-3‘ 

GAPDH as 5‘-GTC CAC CAC TGA CAC GTT G-3‘ 

Aktin s 5‘-GGA GCA ATG ATC TTG ATC TT-3‘ 

Aktin as 5‘-CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT-3‘ 

PON2 s 5‘-TCG TGT ATG ACC CGA ACA ATC C-

3‘ 

PON2 as 5‘-AAC TGT AGT CAC TGT AGG CTT 

CTC-3‘ 

p21 s 5‘-GCA GAC CAG CAT GAC AGA TTT-3‘ 

p21 as 5‘-AAG ATG TAG AGC GGG CCT TT-3‘ 

LC3B s 5´-CAG CGT CTC CAC ACC AAT CT-3´ 

Abbildung 10: 96-well Platte 
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LC3B as 5´-GCG GGT TTT GTG AAC CTG AA-3´ 

p27 s 5´-AGT GTC TAA CGG GAG CCC TA-3´ 

p27 as 5´-AAG AAT CGT CGG TTG CAG GT-3´ 

CAV1 s 5´-TAC GTA GAC TCG GAG GGA CAT-3´ 

CAV1 as 5´-GAA GCT GGC CTT CCA AAT GC-3´ 

3.2.2.5 MTT-Protokoll 
  
Lebende Zellen können das gelbe Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) aufneh-

men. Mittels einer mitochondrialen Dehydrogenase wird es zu einem stark blauen wasserun-

löslichen Formazanfarbstoff umgesetzt. Die Zellen werden lysiert, damit sie diesen Farbstoff 

freisetzen. Bei einer Wellenlänge von 570 nm wird die Intensität der Blaufärbung gemessen. 

Sie korreliert mit der metabolischen Aktivität der Zellen und bei gleicher Zellart auch mit deren 

Anzahl. Man geht dabei wie folgt vor: 

Zuerst werden 200 mg MTT in 40 ml PBS gelöst. Im well soll eine Verdünnung von 1:10 vor-

liegen. Das heißt, bei 2 ml Medium müssen 200 µl MTT auf jedes well pipettiert werden. Da-

nach erfolgt eine Inkubation über 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2. Das Medium wird dann 

abpipettiert und das well vorsichtig mit PBS gespült. Dann werden 2 ml Lysepuffer auf jedes 

well gegeben. Nach einer Einwirkzeit von 30 min bei Raumtemperatur werden die photometri-

schen Messungen durchgeführt. Zu Beginn muss der Leerwert mit Hilfe des reinen Lysepuffers 

gemessen werden, dann folgen die Proben.  

 

Tabelle 12: Stammlösung für MTT-Test 

Komponente Volumen  
MTT 200 mg 

PBS 40 ml 

 

Tabelle 13: Lysepuffer 

Komponente Volumen 
Isopropanol 49 ml 

2 N HCl 1 ml 
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3.2.2.6 Proteinextraktion 
 
Die Proteinextraktion ist Vorbereitung für proteinanalytische Verfahren wie den Western Blot. 

Zunächst werden die benötigten Zellen in 6-well-Platten kultiviert. Zu Beginn der Proteinex-

traktion werden die 6-well Platten auf Eis gestellt und das Medium abgekippt. Danach erfolgt 

eine zweifache Spülung mit kaltem PBS. Pro well werden 500 µl des Lysepuffers, bestehend 

aus RIPA-Puffer mit Inhibitoren (Tabelle 14), aufpipettiert. Die Zellen werden durch Schaben 

mit einem Cell Scraper gelöst. Nun wird das Lysat in das 2. well, das mit gleicher VPA-Kon-

zentration behandelt wurde, überführt und der Vorgang wiederholt. So werden alle Zellen ge-

poolt, die der gleichen Konzentration ausgesetzt waren. Nach dem Ablösen der Zellen vom 

letzten well verbleibt das Lysat für 5 min auf Eis bevor man es in ein Eppendorf Gefäß über-

führt. Daraufhin werden die Eppendrof-Gefäße bei 10.000 U/min und 4 °C für 10 min zentrifu-

giert. Der Inhalt wird dann in ein neues Eppendrof-Gefäß überführt, welches sofort mittels flüs-

sigen Stickstoffs schockgefroren und danach bei -80 °C gelagert wird. 

 
Tabelle 14: Ansatz für die Proteinextraktion 

Komponente  Volumen 
RIPA Puffer 1000 µl 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 10 µl 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 10 µl 

Protease Inhibitor Cocktail 100 µl 
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3.2.2.7 Messung der Proteinmengen 
 
Zur Proteinquantifizierung wird das Pierce BCA Protein Assay Kit nach Herstellerangaben ver-

wendet. Dabei wird zunächst durch die Proteine Cu2+ zu Cu1+ reduziert. Cu1+ wird dann kolori-

metrisch durch Bicinchoninsäure nachgewiesen. In einer 96-well-Platte werden jeweils 25 µl 

einer Proteinprobe zu 200 µl Färbelösung gegeben. Die Färbelösung besteht aus zwei Rea-

genzien, A und B. Diese werden nach Herstellerangaben im Verhältnis 50 : 1 (Reagenz A : 

Reagenz B) angesetzt. Anschließend erfolgt eine Inkubation für 30 min bei 37 °C. Die Messung 

erfolgt nach Abkühlung auf Raumtemperatur bei 562 nm mit dem Microplate Reader Spectra-

Max® iD5 in einer 96-well-Platte. 

 

3.2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Bei der Gel-Elektrophoresetechnik SDS-PAGE werden die im Proteingemisch befindlichen 

Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Durchführung erfolgt in Anlehnung an 

die Originalmethode von Laemmli (151). Das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat 

(SDS) bildet mit den Proteinen negativ geladene Komplexe. Die von einem Protein gebundene 

Menge SDS ist proportional zur Größe des Proteins. Daher besteht auch eine Proportionalität 

zwischen Größe des Proteins und der Ladung des Protein-SDS-Komplexes. Dies ist der Grund 

für die Auftrennung eines Gemischs im elektrischen Feld. Außerdem denaturiert SDS in Ver-

bindung mit den reduzierenden Agenzien Dithiothreitol (DTT) oder b-Mercaptoethanol die Pro-

teine. Somit werden Protein-Protein-Wechselwirkungen verhindert. Die Polyacrylmatrix siebt 

die Proteine nach ihrer Größe, wenn sie im elektrischen Feld zur Anode wandern. 

Zunächst wird jede Proteinprobe mit Lämmli Puffer im Verhältnis 4 : 1 verdünnt. Danach erfolgt 

eine Denaturierung für 5 min bei 90 °C. Die Kammer wird zusammengebaut und der Elektro-

phoresepuffer eingefüllt. Als Kammer wird die Mini-PROTEAN® Tetra Cell von Bio-Rad ver-

wendet. Es werden vorgefertigte Mini-PROTEAN® TGX™ Gele der Firma Bio-Rad benutzt. 

10 µl jeder Probe werden in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Zusätzlich werden zur 

Orientierung 10 µl Rainbow Marker in eine weitere Tasche pipettiert. Die gelelektrophoretische 

Auftrennung erfolgt für 10 min bei 20 mA und dann für 45 min bei 40 mA. Zur besseren Sicht-

barkeit der Proteine kann das Gel anschließend mit Coomassie-Brillant-Blau angefärbt wer-

den. 
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Tabelle 15: 5x Laufpuffer 

Komponente  Volumen 
Tris-Base 150 g 

Glycin 720 g 

Aqua dest ad 5000 ml 

 

Tabelle 16: 1x Laufpuffer 

Komponente  Volumen 
5x Laufpuffer 100 ml 

10% SDS 5 ml 

Aqua dest ad 500 ml 
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3.2.2.8 Western Blot 
 
Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Hierbei werden Proteine auf 

eine Trägermembran übertragen und danach sichtbar gemacht. Die Auftrennung der Proteine 

nach ihrer Größe wurde im vorherigen Abschnitt erläutert. Die Übertragung der Proteine vom 

Trenngel auf eine statische Matrix stellt den eigentlichen Vorgang des Blottens dar. Dazu wird 

ein elektrisches Feld angelegt, das senkrecht zum Polyacrylamid-Gel steht. So wandern die 

Proteine vom Gel auf die Membran. Die Anordnung der Proteinbanden bleibt dabei gleich und 

sie können nun sichtbar gemacht werden. Die Anfärbung geschieht mittels Antikörpersonden. 

Vorher wird allerdings noch die freie Oberfläche der Membran mit einer Proteinlösung abge-

sättigt, um die Oberfläche für die Antikörper zu blockieren. Die Visualisierung erfolgt mittels 

Chemilumineszenz. Zunächst wurde mittels Western Blot die basale Proteinexpression von 

PON2 in den Zelllinien CAL-27, SCC-9 und SCC-25 bestimmt. Des Weiteren wurde die Pro-

teinexpression von PON2 und GRP78 nach Inkubation mit VPA für 48 h im Vergleich zur un-

behandelten Kontrollgruppe untersucht.  

 

Für die Übertragung wird die semi-dry-transfer Kammer von BioRad und ein diskontinuierli-

ches Puffersystem genutzt. Das Puffersystem besteht aus drei verschiedenen Blotting-Puffern. 

Kathodenpuffer, Anodenpuffer I und Anodenpuffer II. Nach der elektrophoretischen Auftren-

nung wird das Gel aus der Kammer entfernt und für 15 min in Kathodenpuffer inkubiert. Das 

Gel wird dann auf eine PVDF-Membran gelegt, die vorher mit Methanol gereinigt wurde und 

für 5 min in Aqua dest. äquilibriert wurde. Nun erfolgt das Zuschneiden von 8 Whatman-Pa-

pieren entsprechend der Größe des Gels aus dem die Proteine auf die Membran transferiert 

werden sollen. Davon werden 4 im Kathodenpuffer, 2 im Anodenpuffer I und 2 im Anodenpuffer 

II für 10 min äquilibriert. Der Aufbau sieht wie folgt aus:  

 

Tabelle 17: Aufbau der semi-dry-unit 

Oberseite 
4x Whatman-Papier Kathodenpuffer 

Gel 

Membran 

2x Whatman-Papier Anodenpuffer II 

2x Whatman-Papier Anodenpuffer I 

Unterseite 
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Der elektrophoretische Transfer erfolgt für 20 min bei 300 mA. Unspezifische Bindungen von 

Antikörpern, an die in der Membran befindlichen Proteine, sollen vermieden werden. Dazu wird 

die Membran eine Stunde mit 5 % Milchpuffer in TBS-Puffer (Blocking Solution) blockiert. An-

schließend erfolgt die Inkubation mit dem primären PON2 Antikörper (1 : 1000). Dies geschieht 

über Nacht bei 4 °C und unter end-over-end Rotation. Am Folgetag wird die Membran dreimal 

für 10 min mit TBS-Puffer gewaschen. Bei Raumtemperatur erfolgt dann für eine Stunde die 

Inkubation mit dem Sekundärantikörper für PON2 (1 : 1000). Danach wird die Membran erneut 

dreimal 10 min mit TBS-Puffer gewaschen. Die Proteine werden durch den Einsatz des ECL 

Western Blot Detection kits sichtbar gemacht. Dabei werden die Reagenzien von der, am se-

kundären Antikörper gebundenen, Meerrettich-Peroxidase umgesetzt, wodurch Chemilumi-

neszenz erzeugt wird. Die Membran wird auf einer Glasplatte platziert, mit der Detektionslö-

sung inkubiert und die Chemilumineszenz mit dem Fusion Solo S gemessen. Anhand der 

Stärke des Signals kann die relative Proteinmenge bestimmt werden. Bei jedem Western Blot 

wurde zusätzlich ein immunologischer Nachweis von Aktin durchgeführt. Die Konzentrationen 

für den primären und sekundären Antikörper betrugen 1 : 5000.  Aktin ist Bestandteil des Zy-

toskeletts. Man nimmt an, dass Proteine des Zytoskeletts immer gleich stark exprimiert wer-

den. Somit bedeuten gleichgroße Aktin-Mengen bei den Proben, dass gleichgroße Mengen 

Gesamtprotein verwendet wurden. Nach dem gleichen Schema wurde die Proteinexpression 

von GRP78 ermittelt. Die Konzentrationen für den primären und sekundären Antikörper betrug 

1 : 1000. 

 

Tabelle 18: Anodenpuffer 1 

Komponente  Volumen 
Tris-Base 18,1 g 

Methanol 100 ml 

Aqua dest 400 ml 

 

Tabelle 19: Anodenpuffer 2 

Komponente  Volumen 
Tris-Base 1,5 g 

Methanol 100 ml 

Aqua dest 400 ml 
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Tabelle 20: Kathodenpuffer 

Komponente  Volumen 
Tris-Base 18,1 g 

Norleucin-DL  5,25 g 

SDS 10% 2,5 ml 

Aqua dest 1000 ml 
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Tabelle 21: 10x TBS 

Komponente  Volumen 
NaCl (1,4 M) 81,8 g 

Tris-Base (0,1 M) 12,1 g 

Aqua dest ad 1000 ml 
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3.2.2.9 Stripping  
 

Diese Methode ermöglicht eine Wiederverwendung der Membran, um unterschiedliche Prote-

ine nachzuweisen. Dabei werden die primären Antikörper der vorausgegangenen Visualisie-

rung entfernt. Die Membran wird zunächst 30 min in 25 mM Glycin (pH 2,0) und danach 30 

min in 1 % SDS inkubiert. Danach wird sie zweimal mit TBS-Puffer gewaschen und für eine 

Stunde in Blocking Solution geschwenkt. Die Membran kann bis zur nächsten Verwendung bei 

-20 °C zwischengelagert werden. 

 

Tabelle 22: 25 mM Glycin 

Komponente  Volumen 
Glycin 1,877 g 

Aqua dest ad 1000 ml  

 

Tabelle 23: 10% SDS 

Komponente  Volumen 
SDS 50 g 

Aqua dest ad 500 ml  

 

Tabelle 24: Blocking Solution 

Komponente  Volumen 
Milchpulver 10 g 

TBS-W 200 ml 
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3.2.2.10 Die Messung von intrazellulären ROS-Spiegeln 
 

Die Menge an intrazellulären ROS kann mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden. 

Dazu wird das Luminolderivat L-012 genutzt. Es detektiert vornehmlich intrazelluläre ROS, 

kann aber auch extrazelluläre ROS messen. Am Vortag der Messung werden 5000 Zellen/well 

auf eine 96-well-Platte in 100 µl Medium ausgesät. Die Platte wird für 24 h bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. Nach 24 h erfolgt eine Spülung der Zellen mit PBS und die Inkubation mit L-

012 für 15 min bei 37 °C. Die L-012 Konzentration beträgt 500 µmol/l. Die Zellen einer Platte 

werden mit drei verschiedenen Substanzen inkubiert. Dabei werden jeweils 24 wells genutzt, 

wobei zur Positivkontrolle mit DMNQ inkubiert wird. Ein weiteres, nur mit Medium gefülltes well 

dient als Negativkontrolle. Die anderen 24 wells werden mit VPA inkubiert. Dabei wird die vor-

her bestimmte, für die jeweilige Zelllinie spezifische, VPA-Konzentration verwendet (Siehe Ka-

pitel 3.2.1.3). Danach wird die ROS-induzierte Chemiluminiszenz für 60 min gemessen. Die 

Messungen erfolgt in Abständen von 5 min mit dem Mikroplatten Reader SpectraMax® iD5. 

 

3.2.2.11 Durchführung der statistischen Analysen 
 

Die Grafiken aus Kapitel 4 wurden alle mittels der Programme GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software San Diego, CA, USA) und SPSS® (IBM, New York, USA) erstellt. Statistische Signi-

fikanzen wurden mittels „students t-test“, „one- oder two-way ANOVA with Bonferronis`s mul-

tiple comparison post-test“ sowie Logrank-Test erstellt. Als statistisch signifikant wurde ein p-

Wert ≤ 0.05 festgelegt. Die Berechnungen wurden ebenfalls mit der oben aufgeführten Soft-

ware durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Bestimmung der basalen PON2 Expression 
 

Zu Beginn der vorliegenden Studie erfolgte die Bestimmung der basalen PON2 Expression 

der drei Zelllinien, um festzustellen, ob sich diese voneinander unterscheiden und um dann 

Unterschiede im biologischen Verhalten zu analysieren. Die Bestimmung erfolgte mittels Wes-

tern Blot. Hierzu wurden die PON2-Proteinbanden der Tumorzelllinien CAL-27, SCC-9 und 

SCC-25 nebeneinander visualisiert. Nach Verwendung der Antikörper gegen PON2 (1 : 1000) 

und Aktin (1 : 5000) wurde die optische Dichte der Proteinbanden mittels ImageJ erfasst und 

die relative PON2 Proteinmenge normalisiert zu Aktin gemessen. Abbildung 10 zeigt, dass die 

Intensität der Proteinbande von SCC-9 am stärksten und die von SCC-25 am schwächsten ist. 

Abbildung 11 zeigt die quantitative Analyse des Western blots. Die relative PON2 Proteinex-

pression von CAL-27 (MW: 1,110 ±0,8431) lag zwischen den Werten von SCC-9 (MW: 1,541 

±0,8717) und SCC-25 (MW: 0,5930 ±0,4801). Die basale PON2 Proteinexpression unterschei-

det sich also zwischen den drei Zelllinien, wobei SCC-9 die höchste und SCC-25 die niedrigste 

Expression aufwies. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
  

Abbildung 11: Western Blot der basalen PON2 Proteinexpression 

Die Messung der optischen Dichte erfolgte normalisiert zu Aktin. Die Intensität der Proteinbanden zeigt 

bereits, dass SCC-9 die höchste und SCC-25 die niedrigste basale PON2 Expression aufweisen. Das 

Ergebnis der statistischen Auswertung zeigt Abbildung 11. 
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Abbildung 12: Basale PON2 Proteinexpression 

Die Zelllinien weisen Unterschiede in ihrer basalen PON2 Expressionsrate auf. Während SCC-9 Zellen 

die höchste (MW: 1,541 ±0,8717) und SCC-25 (MW: 0,5930 ±0,4801) die geringste PON2 zeigen, liegt 

die Zelllinie CAL-27 (MW: 1,110 ±0,8431) dazwischen. 
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4.2 Bestimmung der spezifischen VPA-Konzentration 
 

Um einen durch VPA ausgelösten intrazellulären Effekt auf die untersuchten Tumorzelllinien 

darzustellen, wurde die Expression von p21 nach Inkubation mit VPA gemessen. VPA indu-

ziert den Zellzyklus Arrest über eine Erhöhung der p21-Expression (15). Zu Beginn der Ver-

suchsreihen wurde daher die mRNA-Expression von p21 bei drei verschiedenen VPA-Kon-

zentrationen mittels gRT-PCR untersucht. Es wurden 5 mM, 7,5 mM und 10 mM VPA einge-

setzt. Abbildung 12 zeigt die Konzentrationsreihen für die einzelnen Zellen. Die Inkubation 

erfolgte über 48 Stunden. Dabei zeigten die drei Zelllinien CAL-27, SCC-9 und SCC-25 ein 

unterschiedliches Ansprechen: Im Fall von CAL-27 kam es bei 10 mM VPA zur vergleichs-

weise stärksten Expression von p21. Bei den SCC-9 Zellen zeigte sich die stärkste mRNA-

Expression von p21 bei einer VPA-Konzentration von 7,5 mM. Die Zelllinie SCC-25 wies die 

stärkste p21 Expression bei einer VPA-Konzentration von 10 mM auf. Diese Konzentrationen 

an VPA bewirkten die stärkste mRNA-Expression von p21. Daher wurden die weiteren Versu-

che mit der in diesem Experiment ermittelten zelllinienspezifischen Konzentration an VPA 

(CAL-27: 10 mM; SCC-9: 7,5 mM; SCC-25: 10 mM) durchgeführt.  
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Abbildung 13: Ermittlung der Arbeitskonzentration von VPA für die Zelllinien CAL-27, SCC-9 und 
SCC-25 

Die mRNA-Expression von p21 nach Inkubation mit VPA belegt einen Effekt durch VPA. A: Für die 

Zelllinie CAL-27 zeigte sich die stärkste VPA p21 Induktion bei 10 mM VPA. B: In der Zelllinie SCC-9 

war der VPA-induzierte Effekt bei einer Konzentration von 7,5 mM am stärksten. C: Für SCC-25 wurde 
eine VPA-Arbeitskonzentration von 10 mM ermittelt. 

C 
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4.3 Einfluss von VPA auf die Genexpression von PON2, p21, CAV1, LC3B 
und p27 
 

Für alle drei Zelllinien erfolgte eine Inkubation für 48 h mit der jeweils spezifischen VPA-Kon-

zentration (Kapitel 4.2). Daraufhin wurde die mRNA-Expression der Gene PON2, p21, CAV1, 

LC3B und p27 gemessen, um einen potenziellen Einfluss von VPA auf deren Expression im 

oralen Plattenepithelkarzinom zu überprüfen. Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der durchge-

führten qRT-PCRs. Dargestellt ist jeweils der relative Anstieg der mRNA im Vergleich zur un-

behandelten Kontrolle. Die Symbole repräsentieren die Mittelwerte ±Standardabweichung 

(SD). Die Grafik zeigt das Ergebnis drei unabhängig durchgeführter Experimente (n=3). Die 

statistische Signifikanz wurde mittels 2way-ANOVA berechnet. In CAL-27 ist der relative An-

stieg der PON2 Expression (MW: 1,363 ±0,65); p > 0,05), sowie der Expression von CAV1 

(MW: 2,241 ±1,004; p > 0,05) und p27 (MW: 1,513±0,5441; p > 0,05) nicht signifikant. Die 

mRNA Expression von p21 (MW: 11,18 ±6,655; p < 0,05) und LC3B (MW: 6,982 ±4,992; p < 

0,05) steigt hingegen signifikant an. 

Nach Inkubation von SCC-9 Zellen mit VPA zeigt sich kein signifikanter Anstieg für PON2 

(MW: 1,614 ±1,482; p > 0,05) und p27 (MW: 1,342 ±0,6423; p > 0,05). Hingegen steigt für p21 

(MW: 6,504 ±1,544; p < 0,05), CAV1 (MW: 3,172 ±0,6405; p < 0,05) und LC3B (MW: 5,173 

±0,4611; p < 0,05) die Expression signifikant an. 

Ein ähnliches Bild ist bei SCC-25 Zellen zu beobachten. Der Anstieg der Expression von PON2 

(MW: 2,353 ±3,424; p > 0,05), CAV1 (MW 11,09 ±18,52; p > 0,05) und LC3B (MW 19,05 

±22,82; p > 0,05) war nicht signifikant. Allein die mRNA-Expression von p21 (MW: 18,25 

±10,63; p < 0,05) und p27 (MW 2,362 ±0,8895; p < 0,05) zeigt einen signifikanten Anstieg. 
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Abbildung 14: mRNA-Expression nach Inkubation mit VPA 

Gezeigt ist die Expression der mRNA nach Inkubation mit VPA für 48h. A: In CAL-27 kommt es zu keiner 
signifikanten Erhöhung der Expression von PON2, CAV1 und p27 (p > 0,05). p21 und LC3B sind hin-

gegen signifikant erhöht (p < 0,05). B: In SCC-9 ist die Expression von PON2 und p27 nicht erhöht  

(p > 0,05), wohingegen die Expression von p21, CAV1 und LC3B signifikant zunimmt (p < 0,05). C: In 

SCC-25 kommt es zu keiner vermehrten Expression von PON2 und CAV1 (p > 0,05). p21 und p27 sind 

signifikant erhöht (p < 0,05). 
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4.4 Analyse der Proteinexpression 
 

4.4.1 Analyse der PON2 Proteinexpression 
 

Abbildung 14 zeigt den Western Blot der analysierten Zelllinien nach Inkubation mit 7,5 mM 

VPA (SCC-9) und 10 mM VPA (CAL-27, SCC-25), verglichen mit den unbehandelten Kontroll-

zelllinien. Die Relativierung erfolgte anhand von Aktin. Aufgrund der ähnlichen Signalstärke 

der Aktin-Banden kann von einer annährend gleich aufgetragenen Proteinmenge ausgegan-

gen werden. PON2 wird basal in den Tumorzellen exprimiert (siehe Kapitel 4.1). Die Banden 

von allen drei, mit VPA inkubierten Zelllinien zeigen keine stärkere Intensität als die unbehan-

delten Kontrollgruppen. Zur genaueren Bestimmung der PON2 Expression wurde die optische 

Dichte der Proteinbanden mittels ImageJ erfasst und die relative PON2 Proteinmenge im Ver-

gleich zu Aktin berechnet. Abbildung 15 zeigt die relative PON2 Protein Induktion im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrollgruppe, normalisiert zu Aktin. Es kommt durch VPA bei CAL-27 

(MW: 1,082 ±0,8496; p > 0,05), SCC-9 (MW: 1,714 ±1,641; p > 0,05) und bei SCC-25 (MW: 

0,6680 ±0,5756; p > 0,05) zu keinem Anstieg der PON2 Protein Induktion. Der Unterschied 

zur Kontrollgruppe war bei CAL-27 (MW: 1,110 ±0,8431; p > 0,05), SCC-9 (MW: 1,514 

±0,8717; p > 0,05) und SCC-25 (MW: 0,5930 ±0,4801; p > 0,05) nicht signifikant.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Western Blot der PON2 Proteinexpression nach Inkubation mit VPA 

Die Abbildung zeigt die PON2 Expression der Zelllinien CAL-27, SCC-9 und SCC-25 nach Inkubation 

mit VPA für 48 h und die Kontrollgruppe normalisiert zu Aktin. Es ist anhand der Intensität der Banden 

bei allen drei Zelllinien keine verstärkte PON2 Proteinexpression nach VPA Behandlung zu erkennen. 
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Abbildung 16: PON2 Proteinexpression nach Inkubation mit VPA 

Die Messung der optischen Dichte der Proteinbanden zeigt, dass es durch die Inkubation der drei Zell-

linien CAL-27, SCC-9 und SCC-25 mit VPA für 48 h zu keinem signifikanten Anstieg der PON2 Protei-

nexpression kommt (p > 0,05). Die Expression wurde zu Aktin normalisiert. 
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4.4.2 Analyse der GRP78 Proteinexpression 
 
Zur Überprüfung der Aktivierung des UPR-Signalwegs wurde die Proteinexpression von 

GRP78 mittels Western Blot analysiert. Abbildung 16 zeigt den Western Blot der analysierten 

Zelllinien nach Inkubation mit 7,5 mM VPA (SCC-9) und 10 mM VPA (CAL-27, SCC-25), ver-

glichen mit den unbehandelten Kontrollzelllinien. Die Relativierung erfolgte anhand von Aktin. 

Die Konzentration der primären und sekundären Antikörper betrug für GRP78 1 : 1000 und für 

Aktin 1 : 5000. Aufgrund der ähnlichen Signalstärke der Aktin-Banden kann von einer annäh-

rend gleich aufgetragenen Proteinmenge ausgegangen werden. Anhand der Grafik ist zu er-

kennen, dass es bei SCC-9 zu einer Zunahme der GRP78 Expression nach Inkubation mit 

VPA kommt. Zur genaueren Bestimmung der GRP78 Expression wurde die optische Dichte 

der Proteinbanden mittels ImageJ erfasst und die relative GRP78 Proteinmenge im Vergleich 

zu Aktin berechnet (Abbildung 17). Die Berechnung erfolgte mittels 1way-Anova (p < 0,05). Es 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von GRP78 nach Behandlung mit 

VPA im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p > 0,05). Allerdings wies die Zelllinie 

SCC-9 die höchste Expression von GRP78 auf verglichen mit CAL-27 und SCC-25. 

 
 
  

Abbildung 17: Western Blot der GRP78 Proteinexpression nach Inkubation mit VPA 

Zu sehen ist die Proteinexpression von GRP78 nach Inkubation mit VPA für 48 h. Die Expression wurde 

im Verhältnis zu Aktin gemessen. Aufgrund der ähnlich starken Intensität der Aktinbanden, ist eine ver-

stärkte GRP78 Expression bei VPA-behandelten SCC-9 Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe erkenn-

bar.   
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Abbildung 18: GRP78 Proteinexpression nach Inkubation mit VPA 

Die Messung der optischen Dichte der Proteinbanden ergab keinen signifikanten Unterschied der 

GRP78 Proteinexpression nach Inkubation mit VPA für 48 h im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-

gruppe (p > 0,05). SCC-9 zeigte jedoch eine doppelt so hohe GRP78 Expression nach VPA Behand-

lung. Die Expression in CAL-27 und SCC-25 war deutlich niedriger. Die Expression wurde zu Aktin 
normalisiert gemessen. 
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4.5 Ergebnisse Viabilitätsmessung  
 

Um das Überleben der Tumorzellen nach VPA Behandlung zu quantifizieren, wurden alle drei 

Zelllinien für 48 h mit VPA inkubiert und eine Viabilitätsmessung mittels MTT-Assay durchge-

führt. Abbildung 18 zeigt das Ergebnis drei unabhängig voneinander durchgeführter Versuche 

(n=3). Die Zugabe von VPA wirkt sich negativ auf die Viabiliät aller drei Zelllinien aus. Im Falle 

von CAL-27 zeigte die Kontrollgruppe (MW: 0,8778 ±0,2126; p < 0,05) eine signifikant höhere 

Viabilität als die mit VPA behandelten Zellen (MW: 0,3453 ±0,1565; p < 0,05).  Auch bei SCC-

9 Zellen führte die Zugabe von VPA zu einer signifikant niedrigeren Viabiliät (MW: 0,1618  

±0,04927; p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle (MW: 0,3815  ±0,02536; p < 0,05). Die mit VPA 

inkubierten SCC-25 Zellen zeigten ebenfalls eine signifikant erniedrigte Viabilität (MW: 0,1228  

±0,05152; p < 0,05), verglichen mit der Kontrollgruppe (MW: 0,2912  ±0,07062; p < 0,05). 
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Abbildung 19: Auswirkung von VPA auf die Zellviabilität 

Nach Inkubation mit VPA für 48 h zeigen die Zelllinien CAL-27 (A), SCC-9 (B) und SCC-25 (C) eine 

signifikant verminderte Viabilität im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p < 0,05). 
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4.6 Ergebnisse der intrazellulären ROS-Messung 
 

Für die quantitative Bestimmung der intrazellulären ROS-Menge wurde das Luminolderivat L-

012 genutzt. ROS reagieren mit L-012 wodurch Chemilumineszenz induziert wird. Diese wurde 

in Abständen von 5 min mit einem Fluometer gemessen. Ziel war es, den Einfluss von VPA 

auf die intrazelluläre ROS-Bildung zu untersuchen. Zum einen wurde die ROS Produktion 

durch Zugabe von VPA im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe gemessen. Zum 

anderen wurde eine weitere Kontrollgruppe mit DMNQ inkubiert. Dies induziert nachweislich 

ROS. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse von drei unabhängig voneinander durchgeführten 

Experimenten (n=3). Die Berechnung erfolgte mittels 1way-ANOVA (p < 0,05).  Es kam in CAL-

27 Zellen zu keinem signifikanten Anstieg der ROS-Spiegel bei Behandlung mit VPA im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p > 0,05). In den Zellen, die mit DMNQ behandelt 

wurden, war ein signifikanter Anstieg der ROS-Menge (p < 0,05) im zeitlichen Verlauf im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe und zu den mit VPA behandelten Zellen zu beobachten. SCC-9 Zel-

len zeigten ein ähnliches Verhalten. Nach Behandlung mit VPA kam es zu keinem signifikanten 

Anstieg der ROS Produktion. DMNQ hingegen induzierte signifikant ROS (p < 0,05) im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe und den mit VPA inkubierten Zellen. Auch bei der 

Zelllinie SCC-25 zeigte sich keine signifikante Induktion von ROS durch VPA (p > 0,05). DMNQ 

hingegen induzierte in SCC-25 signifikant ROS (p < 0,05) im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe und den mit VPA behandelten Zellen.  
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Abbildung 20: Induktion von ROS durch VPA 

Nach Inkubation mit VPA wurde die Bildung von ROS für eine Stunde in Abständen von 5 min gemes-

sen. In CAL-27 (A), SCC-9 (B) und SCC-25 (C) kommt es zu keiner Induktion von ROS durch VPA im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (p > 0,05. DMNQ hingegen induziert in allen drei Zelllinien signifikant ROS, 

verglichen mit der Kontrollgruppe und den VPA-behandelten Zellen (p < 0,05).  
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5 Diskussion 
 

5.1 Auswirkungen von Valproinsäure auf den Zellzyklus und die p21-Ex-
pression 
 

Die Dysregulation des Zellzyklus stellt einen zentralen Punkt der Karzinogenese dar (4). Mit-

verantwortlich dafür ist eine gesteigerte Expression von Histon-Deacetylasen (HDAC). Deren 

vermehrte Expression korreliert bei malignen Tumoren mit fortgeschrittener Pathogenese und 

einer verschlechterte Prognose (5). HDAC wirken p21 antagonistisch entgegen, was zu einer 

unkontrollierten Zellproliferation führt (95). Die p21-Expression in Tumorzellen ist von klini-

scher Relevanz. Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, die erhöhte 

Werte p21 aufwiesen, hatten deutlich bessere Prognosen als Patienten mit niedrigen Werten 

(112). Der Einsatz von Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) erscheint daher sinnvoll, um 

eine therapeutische Erhöhung von p21 zu erreichen. So kann mittels körpereigner Regulati-

onsmechanismen das Tumorwachstum gestoppt werden. In dieser Studie wurde VPA als 

HDACi eingesetzt und die Auswirkungen von VPA auf den Zellzyklus anhand der p21-Expres-

sion untersucht. Dies diente vor allem dazu, den Wirkungseintritt von VPA zu bestätigen. Da 

die Wirkung von VPA auf PON2 kaum untersucht ist, benötigten wir einen anderen Marker, 

um einen Wirkungseintritt verlässlich anzeigen zu können. Bei allen der drei verwendeten Zell-

linien (SCC-9, CAL-27 und SCC-25) konnte eine signifikante Steigerung der p21-Expression 

durch VPA nachgewiesen werden (Kapitel 4.3). Dies bestätigt die Ergebnisse anderer Studien, 

in denen die inhibitorische Wirkung von VPA auf das Zellwachstum von HNSCC-Zellen gezeigt 

werden konnte (13, 17). Gan et al. fanden heraus, dass es zu einer dosisabhängigen Steige-

rung der p21-Expression nach VPA Behandlung kommt (17). Der Zellzyklus-Arrest wurde in-

duziert, obwohl VPA deutlich geringer dosiert war als in der vorliegenden Studie. Die verwen-

deten VPA-Konzentrationen reichten von 0,25 mM bis 3 mM (17). Im Vergleich zur vorliegen-

den Studie zeigten sich also ein Zellzyklus Arrest und eine p21 Expression bei VPA-Konzent-

rationen, die weniger als die Hälfte der von uns verwendeten betrugen. Allerdings unterschie-

den sich auch die Zelllinien von den hier untersuchten. Neben SCC-15 wurden ORL-48, ORL-

156, ORL-166, ORL-215, ORL-295N und ORL-310N Zelllinien untersucht (17). Die ORL-Zell-

linien leiten sich wie SCC und CAL von Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches ab. Aufgrund dieser 

Abstammung ist zumindest eine gewisse Vergleichbarkeit möglich. Die Induktion von p21 

durch VPA scheint aber nicht nur in Zelllinien von Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches eine Rolle 

zu spielen. Auch bei Zelllinien des multiformen Glioblastoms U87, GBM8401 und DBTRG-

05MG GBM kam es zu einer dosisabhängigen p21 Expression nach Behandlung mit VPA (15). 

Die verwendeten Dosen betrugen 5 mM, 10 mM und 20 mM. Erlich et al. untersuchten neben 

SCC-15 auch SCC-25 und CAL-27. Dort zeigte sich eine dosisabhängige p21-Expression bei 
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SCC-25 und CAL-27. Bei humanen Keratinozyten und SCC-15 konnte keine p21 Expression 

nachgewiesen werden (13). Bei SCC-25 und CAL-27 kam es bereits ab einer Konzentration 

von 3 mM VPA zur Expression von p21, die mit zunehmender Dosis anstieg (13). Bei der 

Versuchsreihe zur Bestimmung der spezifischen VPA-Konzentration, mit der alle weiteren Ver-

suche durchgeführt wurden, konnte die dosisabhängige p21 Expression, bis auf eine Aus-

nahme, durch diese Arbeit bestätigt werden (Kapitel 4.2). Bei SCC-25 und CAL-27 wurde die 

höchste p21 Expression bei 10 mM VPA erreicht. Im Gegensatz dazu zeigte SCC-9 bei 7,5 

mM VPA die stärkste p21 Expression. Hier muss erwähnt werden, dass die Induktion von p21 

zur Bestimmung der Arbeitskonzentration auf Ebene der mRNA, nicht aber auf Proteinebene 

gemessen wurde. Bei den oben genannten Studien wurde die dosisabhängige p21 Expression 

stets auf Proteinebene mittels Western Blot ermittelt. Trotz dieses Unterschieds konnte in der 

vorliegenden Arbeit auch auf Proteinebene die Erhöhung der p21 Expression durch VPA in 

allen drei Zelllinien bestätigt und somit der Wirkungseintritt von VPA verifiziert werden. Unab-

hängig von der Zelllinie kommt es somit nach Behandlung von Tumorzellen mit VPA zu einem 

p21-induzierten Zellzyklusarrest. Die daraus resultierenden Möglichkeiten für die adjuvante 

Tumortherapie werden im Folgenden diskutiert. 
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5.2 Auswirkung von Valproinsäure auf die Zellviabilität  
 

Dass VPA in bestimmten Konzentrationen zytotoxisch wirkt, ist bereits seit längerer Zeit be-

kannt. Die vorliegende Studie konnte mittels MTT-Assay eine deutliche Verminderung der Zell-

viabilität nach Behandlung mit VPA nachweisen (Kapitel 4.5). Dabei war die Wirkung unab-

hängig von der Zelllinie. Sowohl CAL-27 als auch SCC-9 und SCC-25 reagierten mit einer 

signifikant verminderten Viabilität. Die vorliegende Arbeit bestätigt damit die Ergebnisse von 

Gan et al (17). Dies lässt vermuten, dass die inhibitorische Wirkung von VPA auf zwei Weisen 

zu Stande kommt: Zum einen über die gesteigerte Expression von p21 und dem damit einher-

gehenden Zellzyklus-Arrest. Zum anderen über eine direkte zytotoxische Wirkung, die ein Ab-

sinken der Zellviabilität zur Folge hat. Warum manche Zellen direkt absterben und manche nur 

in einen Zellzyklus Arrest übergehen muss in weiterführenden Untersuchungen geklärt wer-

den. Denkbar wäre, dass es innerhalb des Tumorzellverbandes Zellen gibt, die eine natürliche 

Resistenz gegenüber VPA aufweisen. Die bekannten Resistenzmechanismen sind vielfältig. 

Dazu gehören unter anderem ein gesteigerter Efflux und die Veränderung der Zielstruktur des 

Medikaments (1). Bei VPA liegt die Zielstruktur im aktiven Zentrum der HDAC. Durch kompe-

titive Hemmung unterbindet es die Aktivität der HDAC (97). Im Fall einer Resistenz wäre also 

eine Veränderung auf Ebene des aktiven Zentrums denkbar. Möglich wären Mutationen oder 

eine Änderung der Expression, die zu einer Veränderung auf molekularer Ebene führen. Als 

Grund für eine Resistenz von Tumorzellen gegenüber VPA ist ebenfalls ein gesteigerter Efflux 

denkbar. Dabei exprimiert die Zelle vermehrt Efflux-Pumpen, um VPA aus der Zelle auszu-

schleusen. Sie verhindert damit eine Akkumulation des Wirkstoffes, sodass keine toxische 

Wirkung eintritt. Hierfür ist häufig das Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR1) verantwortlich 

(152). In Zellen des Adenokarzinoms des Kolons konnte bereits gezeigt werden, dass durch 

längere Behandlung mit VPA eine Resistenz gegen VPA induziert wird (153). Der zugrunde-

liegende Mechanismus konnte dabei nicht erklärt werden. Die Resistenz erwies sich nämlich 

als unabhängig von MDR1. Fraglich ist, ob in der vorliegenden Arbeit tatsächlich von einer 

VPA-induzierten Resistenz ausgegangen werden kann. Die Inkubationszeit betrug immer 24 

Stunden, wohingegen die resistenten Zellen des Kolonkarzinoms für 48 Stunden inkubiert wur-

den (153). Danach wurden sie noch weitere 6 Tage im Nährmedium gelagert, bis sie unter-

sucht wurden. Die Zellen hatten somit viel länger Zeit, eine nachweisbare Resistenz zu entwi-

ckeln. Trotzdem ist im Falle unserer Arbeit auch eine Resistenz a priori nicht auszuschließen, 

die unabhängig von einer Behandlung mit VPA von vornherein besteht. Ob die Induktion von 

VPA-Resistenz durch VPA auch eine Rolle in Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms spielt 

und wie die grundlegenden Mechanismen dabei aussehen, wird in Zukunft untersucht werden 

müssen. Nichtsdestotrotz konnte in der vorliegenden Arbeit eindeutig eine direkt zytotoxische 

Wirkung von VPA auf die Zelllinien CAL-27, SCC-9 und SCC-25 nachgewiesen werden. VPA 
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bleibt daher auch weiterhin als potenzielles Therapeutikum in der adjuvanten Therapie inte-

ressant und rechtfertigt weitere Forschungsvorhaben in diese Richtung. 

  



 66 

5.3 Auswirkung von Valproinsäure auf die Expression von Paraoxonase-2 
 

Das Hauptaugenmerk dieser Versuche lag auf der Untersuchung von PON2. Da PON2 in ver-

schiedenen Tumoren eine erhöhte Expressionsrate aufweist, stellt sie ein interessantes For-

schungsobjekt für onkologische Fragestellungen dar. Beim Plattenepithelkarzinom der Mund-

höhle, ist eine Korrelation zwischen erhöhter PON2 Expression und schlechterer Prognose für 

den Patienten zu beobachten (79). Es wurden in der Vergangenheit schon Versuche mit mo-

difizierten HNSCC-Zellen durchgeführt, bei denen PON2 über- oder unterexprimiert wurde. 

Nach Upregulation waren HNSCC-Zellen resistent gegen Radiotherapie, wohingegen Zellen 

nach induziertem PON2-Knockdown ein deutlich schlechteres Überleben aufwiesen (10). Um 

ein besseres Ansprechen auf adjuvante Therapien zu erzielen, erscheint ein Knockdown von 

PON2 sinnvoll. Es stellt sich die Frage, welche Medikamente und Methoden dafür in Frage 

kommen. Valproinsäure wird seit Jahren erfolgreich in der Neurologie eigesetzt, wo es haupt-

sächlich der Behandlung von epileptischen Anfällen dient. Die Vorteile von VPA liegen auf der 

Hand: leichte Verfügbarkeit, gute Verträglichkeit und überschaubare Nebenwirkungen. Neben 

der oben beschriebenen Induktion von Zellzyklus-Arrest verbessert eine Kombination von VPA 

mit adjuvanten Therapeutika das Therapieansprechen deutlich (14, 103). Diese Studien un-

tersuchen dabei allerdings nicht die Rolle von PON2. Die Wirkung von VPA auf PON2 ist bisher 

insgesamt wenig erforscht. Bei Zellen des multiformen Glioblastoms konnte eine Downregula-

tion von PON2 durch VPA erzielt werden (15). In unserer Studie hingegen kam es zu keinem 

signifikanten Knockdown von PON2 durch VPA (Kapitel 4.4.1). Diese Diskrepanz zu bereits 

vorliegenden Studien könnte darin begründet sein, dass es sich um unterschiedliche Tumo-

rentitäten handelt. Zellen des Glioblastoms könnten sich anders verhalten als Zellen des 

OSCC und PON2 könnte in den unterschiedliche Zelllinien auf andere Wiese reguliert werden. 

Auch waren die verwendeten VPA-Konzentrationen möglicherweise nicht ausreichend, um 

eine Downregulation von PON2 zu erzielen. Dagegen spricht allerdings, dass die Konzentra-

tionen hoch genug waren, um Zellzyklus Arrest und eine verminderte Viabilität zu induzieren 

(Kapitel 4.3 und 4.5). Weiterhin wird in der Literatur von HNSCC-Zellen berichtet, deren Zell-

zyklus, beziehungsweise die p21 Expression, sich nach Abflachen der VPA-Wirkung wieder 

normalisiert (13). Ähnlich könnte es sich mit PON2 verhalten. Die PON2 Expression könnte 

sich kurzzeitig verringern, um danach jedoch wieder auf das basale Expressionsniveau anzu-

steigen. Dies könnte über Folgeversuche mit veränderten Untersuchungszeiträumen im Sinne 

verkürzter und prolongierter Zeitintervalle nach Inkubation mit VPA untersucht werden. Es 

wäre außerdem denkbar, dass es zu einer Auslese der VPA-sensitiven Zellen innerhalb des 

Tumorzellverbands kommt. Wie man an den Ergebnissen der Viabilitätsmessung erkennt (Ka-

pitel 4.5), sterben viele Tumorzellen durch VPA ab. Allerdings überlebt auch ein gewisser An-

teil. Dies könnte, wie bereits erörtert, an einer verminderten Sensitivität gegenüber VPA liegen. 
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Es wäre denkbar, dass es in den sterbenden Zellen zu einer verminderten PON2 Expression 

kommt, die für uns aber nicht mehr messbar ist. In den VPA-resistenten Zellen hingegen 

kommt es erst gar nicht zu einem PON2 Knockdown, da sie vorher die toxische Wirkung von 

VPA umgehen (Kapitel 5.2) und dadurch die PON2 Expression nicht signifikant vermindert ist 

(Kapitel 4.4.1). Weitere Untersuchungen werden nötig sein, um diesen Fragen auf den Grund 

zu gehen. 
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5.4 Valproinsäure und die Induktion von oxidativem Stress 
 

Es ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies eine entscheidende Rolle bei der Tumorge-

nese einnehmen. Dabei sind ROS sowohl für die Entstehung des Tumors als auch für dessen 

Wachstumshemmung verantwortlich. Zum einen führt eine unphysiologisch hohe Menge an 

Radikalen zur Entstehung einer Neoplasie (63) und unterstützt die Tumorprogression (3). Zum 

anderen kommt es bei Überschreiten einer gewissen ROS-Menge, aufgrund der Induktion von 

Zellzyklus-Arrest, Seneszenz und Apoptose, zu einem Stopp des Tumorwachstums (3). So-

wohl bei der Strahlentherapie als auch bei der Chemotherapie wird die therapeutische Wirkung 

durch die Produktion von Radikalen erzeugt (8, 66). Dass VPA eine inhibitorische Wirkung auf 

Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms hat, konnte in dieser Studie gezeigt werden (Kapitel 

4.3 und 4.5). Hinsichtlich der Frage ob VPA auch bei der Entstehung von Radikalen eine Rolle 

spielt zeigten unsere Ergebnisse, dass VPA keine signifikante ROS-Induktion bei den von uns 

verwendeten Zelllinien hervorruft (Kapitel 4.6). Da die Entstehung von Radikalen üblicherweise 

eine Sofortreaktion ist, wurde deren Auftreten für eine Stunde direkt nach Zugabe von VPA 

untersucht. Es konnte in einer anderen Studie bereits gezeigt werden, dass 5 mM VPA in SCC-

9 direkt nach Zugabe ROS induziert (154). Es wurden ebenfalls Reagenzien eingesetzt, die 

durch ROS oxidiert werden und mittels Fluoreszenz detektiert werden (154).  Das grundsätz-

liche Vorgehen war also das gleiche wie in der vorliegenden Studie. Es stellt sich die Frage, 

wieso keine Induktion von ROS messbar war. Tseng et al. konnten bei Versuchen mit Zellen 

des multiformen Glioblastoms ebenfalls einen signifikanten Anstieg der ROS-Produktion nach 

Behandlung mit VPA zeigen (15). Die Inkubationszeit betrug dabei 24 und 48 Stunden. Die 

ROS-Produktion wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Sowohl nach 24 Stunden als 

auch nach 48 Stunden stiegen ROS signifikant an, wobei nach 48 Stunden ein noch stärkerer 

Anstieg zu verzeichnen war (15). Die verwendeten VPA-Konzentrationen betrugen 5 mM und 

10 mM. Möglicherweise wird VPA nicht sofort durch die Zelle verstoffwechselt. Dies würde 

erklären, wieso in der vorliegenden Arbeit kein Anstieg von ROS messbar war. Somit wäre 

eine Induktion von ROS zwar möglich, allerdings nicht in dem von uns untersuchten Zeitinter-

vall, sondern erst danach. Weitere Versuche werden nötig sein, um diese Fragen zu klären.  
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5.5 Valproinsäure und die Induktion von Autophagie 
 
Der intakte Autophagieprozess ist für das Überleben der Zelle obligat. Mittels Autophagie wer-

den zum Beispiel überalterte Zellorganellen oder mutierte Proteine phagozytiert und abgebaut 

(23). Eine Dysregulation der Autophagie führt bekanntermaßen zu Erkrankungen wie Arterio-

sklerose oder Diabetes (140, 141). Physiologischerweise schützt eine intakte Autophagie also 

die Zelle vor Degeneration oder Entartung. Ist die Zelle jedoch bereits entartet und zu einer 

Tumorzelle mutiert, nutzt auch sie die Autophagie zu ihrem Schutz. Zum einen bietet sie der 

Tumorzelle eine alternative Energiequelle, zum anderen schützt sie diese vor Hypoxie und 

oxidativem Stress, der beispielsweise durch Chemo- und Strahlentherapie induziert wird (144). 

Studien zeigten, dass es bei oralen Plattenepithelkarzinomen zu einer gesteigerten Expression 

von LC3B kam, verglichen mit gesunder Mukosa (25). Bei malignen Erkrankungen scheint sich 

die Stärke der Autophagie negativ auf den Therapieerfolg bei adjuvanten Therapiemaßnah-

men auszuwirken (155). Auf transkriptioneller Ebene zeigt die vorliegende Studie eine erhöhte 

Expression des Autophagiemarkers LC3B durch Inkubation mit VPA. CAL-27 und SCC-9 Zel-

len exprimierten nach Behandlung mit VPA signifikant höhere Mengen LC3B-mRNA, wohin-

gegen es bei SCC-25 zu keinem signifikanten Anstieg kam (Kapitel 4.3). Wieso LC3B in SCC-

25 nicht ansteigt, lässt sich aus den gewonnenen Daten nicht ableiten. Die Erhöhung in CAL-

27 und SCC-9 nach Inkubation mit VPA deutet auf eine gesteigerte Autophagie hin, um die 

toxische Wirkung und den entstehenden Zellschaden zu kompensieren. LC3B könnte somit 

ein interessantes Ziel in der adjuvanten Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms sein. Es 

gibt bereits Studien, die eine Inhibition der Autophagie durch verschiedene Medikamente wie 

zum Beispiel 3-Methyladenin oder Wortmannin beschreiben (146). Es ist denkbar, dass zu-

künftig auch bei der Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms Inhibitoren der Autophagie 

eingesetzt werden.   
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5.6 Die Rolle von Caveolin-1 
 
Caveolin-1 (CAV1) ist Bestandteil der Caveolae, flaschenförmigen Einstülpungen in der Plas-

mamembran. CAV1 ist unter anderem für die Mechanotransduktion in der Zelle verantwortlich, 

wobei physikalische Signale in intrazelluläre molekulare Prozesse umgewandelt werden (21). 

Des Weiteren spielt CAV1 eine wichtige Rolle beim Membrantransport und der Endozytose, 

ist aber auch an der Regulation des Calcium- und Lipidstoffwechsels beteiligt. Es ist also für 

die physiologische Funktion der Zelle unabdingbar. In der Onkologie nimmt CAV1 eine Son-

derstellung ein, da es weder eindeutig den Tumorpromotoren noch eindeutig den Tumorsup-

pressoren zugeordnet werden kann. Man vermutet, dass CAV1 im Frühstadium der Tumorge-

nese als Tumorsuppressor fungiert und im zeitlichen Verlauf das Tumorwachstum fördert, in-

dem es antiapoptotisch wirkt (22). Weiterhin scheint die Expression von CAV1 mit der Resis-

tenz gegen Chemotherapeutika vergesellschaftet zu sein. So zeigte sich in Gewebeproben 

des Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus, dass eine höhere Expression von CAV1 mit ei-

ner stärker ausgeprägten multidrug resistance vergesellschaftet ist. In der vorliegenden Studie 

konnte für die Zelllinie SCC-9 eine signifikant verstärkte mRNA-Expression von CAV1 nach 

Behandlung mit VPA beobachtet werden (Kapitel 4.3). In den Zelllinien CAL-27 und SCC-9 

kam es ebenfalls zu einem Anstieg, dieser ist jedoch nicht signifikant. Möglicherweise reagie-

ren die Zellen auf das zytotoxische VPA mit einer erhöhten Expression von CAV1, um VPA 

aus der Zelle auszuschleusen. Bekanntermaßen ist verstärkter Efflux ein Eckpfeiler der Medi-

kamentenresitenz in Tumorzellen (1). Ob dies mit der Expression von PON2 zusammenhängt, 

beziehungsweise ob die Expression von CAV1 und PON2 miteinander korreliert, muss in wei-

teren Studien untersucht werden.  
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5.7 Die Wirkung von Valproinsäure auf p27 
 
Wie eingangs erläutert ist p27 ein Tumorsuppressor und ähnelt in seiner Funktion p21. Es ist 

ein universaler Inhibitor der CDKs und führt zu einem Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase (18). 

In proliferierenden Zellen ist p27 physiologischerweise erniedrigt, wohingegen es in ruhenden 

Zellen erhöht ist (116). Daher ist p27 auch innerhalb der Onkologie Gegenstand der For-

schung. So ist eine niedrige Expression von p27 in malignen Tumoren mit einer schlechteren 

Prognose vergesellschaftet. So zum Beispiel bei Patienten, die an einem Nierenzellkarzinom 

erkrankt waren. Hier sind niedrige Werte p27 mit einem fortgeschrittenen TNM-Stadium asso-

ziiert (117). Bei Patientinnen, die an Brustkrebs erkrankt waren, zeigten niedrigere Werte p27 

eine verminderte krankheitsfreie Lebenszeit (119). In Tierversuchen führte ein Knockdown von 

p27 zu einem verstärkten Wachstum von Neoplasien der Mamma und der Speicheldrüsen 

(19). Es ist zu erkennen, dass p27 eine entscheidende Rolle bei der Tumorgenese zukommt. 

Wie aber verhält sich die p27 Expression dabei auf das Therapieansprechen? Dieser Frage 

wurde bereits nachgegangen. Plattenepithelkarzinome des Larynx und Hypopharynx wiesen 

bei hohen Werten an p27 ein verbessertes Ansprechen auf die Chemotherapeutika 5-Fluorura-

cil und Cisplatin auf (124). p27 zeigt also paradoxe Eigenschaften: Zum einen ist seine hohe 

Expression mit einer schlechteren Prognose verbunden. Zum anderen spricht der Tumor bei 

hohen Werten an p27 besser auf die adjuvante Therapie an. p27 scheint daher ein sinnvolles 

Target für die Tumortherapie zu sein. Trichostatin A gehört, wie VPA, zu den HDACi. Wie VPA 

hemmt es die Zellproliferation und induziert Apoptose. Es wurde bereits gezeigt, dass 

Trichostatin A den Zellzyklus in der G1 Phase bei Zellen des Plattenepithelkarzioms des Öso-

phagus arretiert (125). Dies beruht auch auf der Induktion von p27. In der vorliegenden Studie 

wurde die Wirkung von VPA auf die mRNA-Expression von p27 in den Zelllinien CAL-27, SCC-

9 und SCC-25 untersucht (Kapitel 4.3). Dabei kommt es nur in SCC-25 Zellen zu einem signi-

fikanten Anstieg der p27 Expression. Bei CAL-27 und SCC-9 war der Anstieg nicht signifikant. 

VPA scheint daher geeignet, neben p21, auch durch p27 einen Zellzyklus-Arrest zu induzieren. 

Ob und inwiefern die Expression von p21 und p27 korrelieren und ob die gleichzeitige Expres-

sion den Zellzyklus-Arrest verstärkt, muss noch geklärt werden. 
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5.8 Auswirkungen von Valproinsäure auf die Expression von GRP78 
 

Das glucoseregulierte Protein 78 gehört zur Familie der Hitzeschockproteine (HSP). Als Cha-

peron ist es essenziell für die normale Funktion des ER. GRP78 sorgt dort für eine korrekte 

Faltung und Zusammensetzung der Proteine (26). Es ist dabei auch an der unfolded protein 

response (UPR) beteiligt. Fehlgefaltete Proteine lösen im ER eine ER stress response aus, 

die im äußersten Fall zum programmierten Zelltod führt (88). Der UPR ist mit Volkskrankheiten 

wie Morbus Parkinson und Arteriosklerose vergesellschaftet (88). Physiologischerweise 

scheint GRP78 also die Zelle zu schützen. Aktuelle Studien lassen allerdings vermuten, dass 

sich Tumorzellen diesen Schutz zunutze machen. So konnte in Zellen des Lungenkarzinoms 

eine vermehrte Expression von GRP78 gemessen werden, die mit einem fortgeschrittenen 

Tumorwachstum und einem schlechteren Differenzierungsgrad der Tumorzellen vergesell-

schaftet waren (149). GRP78 spielt offenbar auch eine entscheidende Rolle für das Anspre-

chen auf adjuvante Therapien. Der Knockdown von GRP78 in Gliomzellen führte zu einer ver-

stärkten Induktion von Apoptose durch Chemotherapeutika (28). Es kam nach Knockdown zu 

einer erhöhten Sensitivität gegenüber 5-Fluoruracil, wohingegen es bei Überexpression zu 

keinem Ansprechen der Tumorzellen auf 5-Fluoruracil kam. Auch sind bereits die Auswirkun-

gen von VPA auf GRP78 untersucht worden. Shi et al. konnten zeigen, dass es in humanen 

embryonalen Nierenzellen nach Inkubation mit 1 mM VPA zu einer verstärkten Expression von 

GRP78 kommt. In der vorliegenden Arbeit konnte hingegen keine signifikant veränderte Ex-

pression von GRP78 nach Inkubation mit VPA im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe 

nachgewiesen werden, obwohl die Expression in SCC-9 Zellen doppelt so hoch war wie die 

der unbehandelten Kontrollgruppe (Kapitel 4.2.2). Es ist denkbar, dass die GRP78 Konzentra-

tion in den von uns verwendeten Zellen grundsätzlich erhöht ist. Hier wäre ein Vergleich mit 

anderen Zellen, beispielsweise Fibroblasten, sicher sinnvoll. Horke et al. konnten bereits zei-

gen, dass durch Aktivierung des UPR-Signalwegs neben GRP78 auch die Expression von 

PON2 induziert wird (29). Die fehlende Induktion von GRP78 und PON2 in der vorliegenden 

Arbeit erscheinen somit zumindest schlüssig. Dabei ist unklar, wieso es zu keiner Aktivierung 

des UPR-Signalwegs durch VPA in der hier durchgeführten Studie kam. Unabhängig davon 

lässt die aktuelle Studienlage vermuten, dass GRP78 aufgrund seiner Funktion und Überex-

pression in Tumorzellen einen Angriffspunkt für die adjuvante Therapie darstellen könnte. Über 

einen Eingriff in den UPR-Signalweg mit Aktivierung der proapoptotischen Subsignalwege 

könnte ein verbessertes Ansprechen auf Chemo- und Radiotherapie herbeiführbar sein, wenn 

die UPR-Aktivierung letztlich zugunsten der proapoptotischen Stimuli münden würde. Auch 

dieser Ansatz bleibt für künftige Versuchsreihen spannend.  
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5.9 Valproinsäure und PON2 in der adjuvanten Therapie des oralen Plat-
tenepithelkarzinoms 
 

Nach wie vor sind chirurgische Tumorentfernung, oftmals in Kombination mit einer Radio-( 

chemo)therapie die Maßnahmen der Wahl, um das orale Plattenepithelkarzinom zu behandeln 

(51). Dabei werden sie allein oder in Kombination eingesetzt. Trotz dieser Bandbreite an Be-

handlungsmöglichkeiten liegt die 5-Jahres-Überlebensrate zwischen 50 % und 60 % (7). Es 

müssen daher unterstützende Maßnahmen gefunden werden, um die Wirkung der einzelnen 

Therapien zu verbessern. Die Erkenntnisse dieser Arbeit unterstützen die Annahme, dass 

HDACi wie VPA in das Therapieregime des oralen Plattenepithelkarzinoms mit einbezogen 

werden können. VPA ist in der Vergangenheit bereits in Kombination mit Chemo- und Radio-

therapie eigesetzt worden. Im Gegensatz zu anderen HDACi zeigt VPA eine gute Verträglich-

keit bei therapeutischer Dosierung. Zusammen mit VPA zeigten sowohl Cisplatin als auch 

Cetuximab synergistische antiproliferative und proapoptotische Eigenschaften bei Kopf-Hals-

Karzinomen (14). Ähnliche Ergebnisse wurden bei Zelllinien des ösophagealen Plattenepithel-

karzinoms durch die Verbindung von VPA und Bestrahlung erzielt. VPA verstärkte die apopto-

tische Wirkung der Strahlung und verbessert somit das Therapieansprechen adjuvanter The-

rapieformen (103). Gerade im Rahmen einer Radiotherapie könnte VPA eine sinnvolle Ergän-

zung sein, da nur maligne Zellen erreicht werden, die im Feld der ionisierenden Strahlung 

liegen. VPA hingegen gelangt systemisch auch zu Tumorzellen, die nicht im direkten Strah-

lenfeld liegen. Unter den HDACi scheint VPA besonders gut geeignet, da es seit Jahren in der 

Neurologie eingesetzt wird. Bei einer Behandlung mit VPA kommt es weder zu starken Ne-

benwirkungen, noch ist die Anwendung besonders kompliziert. Dies ist ein wichtiger Umstand, 

da die Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms bereits mit einer massiven Einschränkung 

der Lebensqualität vergesellschaftet ist (11). Besonders in einem palliativen Setting kann dies 

von Vorteil sein. Gerade bei inoperablen Tumoren könnte VPA aufgrund seiner antiproliferati-

ven Wirkung gegebenenfalls helfen, die Tumorprogression zu verlangsamen. Die von uns ge-

zeigte proapoptotische (Kapitel 4.5) und wachstumshemmende Wirkung (Kapitel 4.3) wurde 

bereits bei geringen Dosen VPA erreicht. Außerdem konnte bereits gezeigt werden, dass 

menschliche Fibroblasten nicht von der toxischen Wirkung betroffen waren (14). Hier werden 

jedoch weitere Untersuchungen nötig sein um dies genauer zu untersuchen. Möglicherweise 

könnte der Einsatz von VPA auch zu einer besseren Verträglichkeit von Radio- und Chemo-

therapie führen, indem man die Strahlendosis beziehungsweise die Konzentration verringern 

kann, im Sinne einer Deeskalation des Therapieregimes. Diese sind häufig mit massiven Ne-

benwirkungen vergesellschaftet und verringern die Lebensqualität der Patienten dramatisch 

(156). VPA könnte unterstützend in der adjuvanten Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen ein-
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gesetzt werden, um Zytostatikaresistenzen auszuhebeln. So zeigten Retinoid-resistente leu-

kämische Zellen eine Resensibilisierung für Retinsäure durch Behandlung mit HDACi (157). 

Jedoch bleibt die Frage offen, inwiefern PON2 dabei eine Rolle spielt. In der vorliegenden 

Arbeit konnte kein Abfall der PON2 Expression festgestellt werden. Dies gilt sowohl für mRNA 

(Kapitel 4.3) als auch auf Proteinebene (Kapitel 4.4.1). Die Induktion von reaktiven Sauer-

stoffspezies ist ein zentraler Wirkmechanismus der adjuvanten Therapien. Chemo- und Strah-

lentherapie führen nachweislich zu erhöhten intrazellulären Mengen ROS und wirken so zyto-

toxisch (8, 66). Antioxidativ wirkende Enzyme wie PON2 neutralisieren diese Radikale. In einer 

Studie konnte bei Glioblastomzellen ein Knockdown von PON2 und eine Induktion von ROS 

mittels VPA erzeugt werden (15). Bei unseren Versuchen konnten wir diese Wirkung jedoch 

nicht bestätigen. Es kam weder zu einem Abfall der PON2 Expression (Kapitel 4.4.1), noch 

zum Anstieg von ROS (Kapitel 4.6) Die möglichen Gründe sind hier bereits dargestellt worden 

(Kapitel 5.3 und 5.4). Trotzdem sollte PON2 weiterhin als „Target“ für die Tumortherapie an-

gesehen werden. Ein Ausschalten von PON2 führte bei verschiedenen Tumorzellen zu einer 

erhöhten Sensitivität gegenüber adjuvanten Therapiemaßnahmen (10, 82, 86). Auch wenn die 

VPA-Behandlung bei unseren Versuchen nicht zum PON2-Knockdown führte, so ist die Wir-

kung auf Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms insgesamt als vielversprechend zu bewer-

ten. Zum einen sorgte VPA für einen Zellzyklus-Arrest mit erhöhter Expression von p21 (Kapi-

tel 4.3). Dies würde zu einer verzögerten Progression des Tumorwachstums führen. Zum an-

dern wirkt VPA zytotoxisch und tötet Tumorzellen direkt, was durch die Messung der Zellvia-

bilität gezeigt werden konnte (Kapitel 4.5). Diese Ergebnisse wurden in vitro allein durch die 

Behandlung mit VPA und ohne den Einsatz von Chemotherapeutika oder einer Bestrahlung 

erzielt. VPA könnte daher in Zukunft bei der adjuvanten Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen, 

insbesondere dem oralen Plattenepithelkarzinom, eingesetzt werden. Allerdings werden dafür 

noch weitere experimentelle und klinische Studien notwendig sein.  
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6 Zusammenfassung 
 
Das orale Plattenepithelkarzinom ist die häufigste maligne Erkrankung der Mundhöhle und 

steht weltweit an sechster Stelle aller Malignome (6). Trotz multidisziplinärer Therapiekonzepte 

aus chirurgischer Resektion, Chemo- und Strahlentherapie liegt die 5-Jahres-Überlebensrate 

geschlechterabhängig zwischen 50 % und 60 % (7). Chemo- und Strahlentherapie basieren 

unter anderem auf der Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies, die eine irreversible Schä-

digung der Zelle und den Zelltod zur Folge haben (8). Oftmals kommt es durch eine Anpassung 

des Tumorstoffwechsels zum Versagen der adjuvanten Therapieformen (1). Daher ist in den 

letzten Jahren die Suche nach neuen unterstützenden Maßnahmen intensiviert worden.  

Das körpereigene Enzym Paraoxonase-2 (PON2) ist für seine antiapoptotischen und antiin-

flammatorischen Eigenschaften bekannt, indem es reaktive Sauerstoffspezies eliminiert (9). 

Es zeigt sich jedoch, dass es in Tumorzellen zu einer Upregulation dieses Enzyms kommt 

(79). Dies ist ein Grund für die Entgleisung des Zellwachstums. Außerdem können Tumorzel-

len so die therapieinduzierte Apoptose durch ROS umgehen. In vitro zeigten Zellen des oralen 

Plattenepithelkarzinoms mit erhöhten Werten von PON2 ein schlechteres Ansprechen auf die 

adjuvante Bestrahlung (10). 

Valproinsäure (VPA) wird seit vielen Jahren erfolgreich als Neuroleptikum in der Medizin ein-

gesetzt (12). Es zeichnet sich durch eine gute Verfügbarkeit und Verträglichkeit aus. Es konnte 

bereits in Studien gezeigt werden, dass VPA auf Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms 

eine wachstumshemmende und proapoptotische Wirkung hat (13). In Studien wurde VPA be-

reits erfolgreich in Kombination mit Cisplatin und Cetuximab eingesetzt, was zu einem verbes-

serten Therapieansprechen der Tumorzellen führte (14). In Zellen des multiformen 

Glioblastoms führte VPA außerdem zu einer Downregulation von PON2 (15).  

Diese Arbeit hatte zum Ziel, eine mögliche Downregulation von PON2 in Zellen des oralen 

Plattenepithelkarzinoms durch VPA zu untersuchen.  Die Versuche konnten eine solche Wir-

kung nicht bestätigen. Es kam durch die Behandlung mit VPA in CAL-27, SCC-9 und SCC-25 

zu keiner signifikanten Veränderung der PON2 Expression. Allerdings wurde die Wachstums-

hemmung der Tumorzellen bestätigt. Es kam in allen drei Zelllinien zu einem signifikanten 

Anstieg von p21 und einem Zellzyklus-Arrest. Des Weiteren zeigten die Zellen durch Behand-

lung mit VPA eine verminderte Viabilität. Die Ergebnisse zeigen, dass VPA erfolgreich das 

Wachstum der Zellen inhibiert und zusätzlich zytotoxisch wirkt. VPA könnte daher in Zukunft 

zu einer wichtigen Säule der adjuvanten Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms werden. 

Zusätzlich konnte über den Autophagiemarker LC3B eine verstärkte Autophagie nach Behand-

lung mit VPA nachgewiesen werden. Die Hemmung der Autophagie könnte in Zukunft eben-

falls eine entscheidende Rolle bei der Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms spielen. 
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Die aktuelle Studienlage zeigt wie wichtig PON2 in Bezug auf Tumorprogression und Thera-

pieresistenz ist, auch wenn in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss von VPA auf die Expres-

sion nachgewiesen werden konnte. Weitere Studien werden erforderlich sein, um die Bedeu-

tung von PON2 therapeutisch nutzbar zu machen.  
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