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1 Einleitung 

Für das Jahr 2019 wurde die Zahl neu diagnostizierter Brustkrebsfälle in den Vereinigten 

Staaten von Amerika auf rund 270.000 geschätzt. Damit ist das Mammakarzinom die 

häufigste Krebsneuerkrankung der Frau (Siegel et al. 2019). Ähnlich stellt sich die Situation 

in Deutschland dar. Die 5-Jahres-Überlebensrate hängt vom UICC-Stadium ab: Während im 

Stadium 1 noch fast alle Patientinnen die nächsten 70 Monate überleben, versterben im 

Stadium 4 mehr als 70% der Frauen an ihrer Brustkrebserkrankung (Robert Koch-Institut 

2019). Durch die Einführung des Mammographie-Screenings, einer verbesserten supportiven 

Therapie und der Einführung neuer, zielgerichteter Therapeutika konnte die Mortalität gesenkt 

werden, sodass in den letzten Jahren die häufigste weibliche Krebstodesursache nicht mehr 

das Mammakarzinom, sondern das Bronchialkarzinom ist (International Agency for Research 

on Cancer 2019; Barnes et al. 2016). 

 

Unter dem Überbegriff Mammakarzinom werden viele verschiedene Typen 

zusammengefasst, die sich beispielsweise in ihrem Rezeptorprofil unterscheiden. Dieses 

besitzt prädiktive Aussagekraft, da davon das Ansprechen bestimmter Therapeutika abhängt. 

So sprechen sogenannte Triple-negative Karzinome (TNBC), die weder Hormonrezeptoren, 

noch HER2/neu exprimieren, weder auf eine antihormonelle Therapie an, noch auf eine 

Antikörpertherapie mit Trastuzumab, einem HER2/neu-blockierenden Antikörper (Böcker und 

Kreipe 2012). Da besonders dieser Typ ein aggressives biologisches Verhalten aufweist und 

vermehrt in höheren Stadien diagnostiziert wird, ist die Suche nach neuen Therapeutika beim 

TNBC Gegenstand aktueller Forschung (Lee und Djamgoz 2018; Lyons 2019). Doch auch für 

andere Subtypen des Mammakarzinoms besteht ein großes Interesse an neuen, effektiven 

Therapeutika, da diese Erkrankung einen schwerwiegenden Einschnitt in die Lebensqualität 

der Patientinnen darstellt und, nicht zuletzt durch ihre hohe Prävalenz, bedeutende sozio-

ökonomische Konsequenzen mit sich bringt (Masià et al. 2019). 

 

Neue Tumortherapie-Strategien konzentrieren sich neben immunologischen Ansätzen auf die 

Inhibition spezieller intrazellulärer Signalwege, wie beispielsweise des mitogen-activated 

protein kinases (MAPK)-Signalwegs. Als Teil der Familie der MAPK ist die p38 MAPK als 

zentrales Enzym dieses intrazellulären pathways an der Steuerung vielfältiger zellulärer 

Prozesse wie Differenzierung, Proliferation, Migration und Invasion beteiligt (Cuadrado und 

Nebreda 2010; Koul et al. 2013). Diese Schlüsselrolle macht sie als potenziell therapeutisch 

nutzbares Ziel in der Onkologie attraktiv. Jedoch ist die genaue Bedeutung der p38 MAPK, 

ob sie tumorsuppressive oder tumorfördernde Effekte vermittelt, noch nicht abschließend 

geklärt (Igea und Nebreda 2015). 
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Viele Studien, die auf die Charakterisierung des p38 MAPK-Signalwegs abzielten, haben in 

der Vergangenheit den etablierten Inhibitor SB203580 verwendet. Doch SB203580 ist nicht 

spezifisch für dieses Enzym, sondern hemmt eine Reihe weiterer Kinasen, die ebenfalls das 

zelluläre Verhalten bestimmen (Fabian et al. 2005). Die Aussagekraft der unter Behandlung 

mit SB203580 gefundenen Effekte ist beschränkt, da sich nicht abschließend bestimmen 

lässt, ob die beobachteten Auswirkungen auf die Hemmung der p38 MAPK oder eines 

anderen, unselektiv gehemmten Signalwegs zurückzuführen sind. Mit der Einführung einer 

neuen Substanz, Skepinone-L, steht erstmals ein hoch-selektiver p38 MAPK-Inhibitor zur 

Verfügung (Koeberle et al. 2011). 

 

Die vorliegende Arbeit stellt die Wirkung des etablierten, unselektiven Inhibitors SB203580 

der des neuen, selektiven Inhibitors Skepinone-L auf das funktionelle Verhalten verschiedener 

Mammakarzinomzelllinien gegenüber. Betrachtet werden dabei die Expression der Kinase, 

sowie die chemotaktische Zellmigration, Adhäsion an Komponenten der Extrazellularmatrix, 

Proliferation und Viabilität der Karzinomzellen. Ziel ist es, die Rolle der p38 MAPK im 

Mammakarzinom genauer zu beleuchten und zu klären, ob diesem Signalweg eine 

tumorsuppressive oder -fördernde Funktion zukommt und ob eine Inhibition der p38 MAPK 

folglich eine potenziell therapeutisch nutzbare Option darstellt. 
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2 Literaturdiskussion 

2.1 Das Mammakarzinom 

2.1.1 Epidemiologie 

Im Jahr 2018 erkrankten rund 72 000 Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Damit ist das 

Mammakarzinom mit einem Anteil von fast 26% an allen Malignomen (ausgenommen das 

Plattenepithelkarzinom der Haut) die häufigste weibliche Krebsneuerkrankung. Zudem ist 

Brustkrebs, nach dem Lungenkarzinom, die zweithäufigste Krebstodesursache. (International 

Agency for Research on Cancer 2019). Jede achte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an 

Brustkrebs und 30% der Betroffenen sind bei Diagnosestellung jünger als 55 Jahre (Robert 

Koch-Institut 2019). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64,3 Jahren (Barnes et al. 2016). 

Mehr als zehn Jahre nach Einführung des Mammographie-Screenings in Deutschland kann 

ein Anstieg der Brustkrebsinzidenz beobachtet werden, der vor allem durch die Detektion 

früher Stadien der Erkrankung erklärt werden kann. Tatsächlich konnte die 

Brustkrebsmortalität von noch 25,8% in der Prä-Screening-Ära (2003/2004) auf 21,2% in den 

Jahren 2015/2016 gesenkt werden. Dieser positiven Auswirkung des Screeningprogramms 

steht die Gefahr der Überdiagnose, vor allem von in situ-Läsionen, gegenüber (Katalinic et al. 

2019). Die 5-Jahres-Überlebensrate variiert global gesehen stark, von über 80% in 

Industrieländern bis 40% in Entwicklungsländern (Coleman et al. 2008). 

2.1.2 Risikofaktoren 

Es sind eine Reihe von Faktoren bekannt, die das Risiko, an einem Mammakarzinom zu 

erkranken, erhöhen. Diese lassen sich in die drei Kategorien Hereditäre Faktoren, Hormonelle 

Einflüsse und Umweltfaktoren einteilen (Böcker und Kreipe 2012). Zur ersten Kategorie zählt 

die positive Familienanamnese bei Verwandten ersten Grades (Eberl et al. 2005). Man 

vermutet bei 5 – 10% aller Brustkrebsfälle eine erbliche Komponente. Dabei spielen 

Mutationen in verschiedenen Genen, von denen BRCA1 und BRCA2 zu den bekanntesten 

zählen, eine Rolle (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2001). Darüber 

hinaus werden weitere, multifaktorielle genetische Einflüsse vermutet (Colditz et al. 2012). Zu 

den hormonellen Faktoren gehören eine frühe Menarche, eine späte Menopause und hohes 

Alter bei der ersten Geburt, bzw. Nulliparität (Barnard et al. 2015). Der Einfluss einer 

postmenopausalen Hormonersatztherapie wird diskutiert (Collaborative Group on Hormonal 

Factors in Breast Cancer 2019). Unter die dritte Kategorie fallen Lifestylefaktoren, wobei hier 
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vor allen Dingen Adipositas und Alkoholkonsum zu nennen sind (Sun et al. 2017). Die 

Zunahme der Brustkrebsinzidenz in Deutschland und anderen Industrienationen in den 

vergangenen Jahrzehnten wird dabei auch auf das Vorliegen steigender Zahlen solcher 

Risikofaktoren zurückgeführt (Barnes et al. 2016). Fettzellen, die mit dem Enzym Aromatase 

eine gesteigerte Produktion von Östrogenen verursachen, wurden bereits früh für die 

steigende Brustkrebsinzidenz im Alter verantwortlich gemacht, da die postmenopausale Brust 

einen erhöhten Fettanteil aufweist (Fishman et al. 1977). Neuere Studien heben vermehrt den 

Zusammenhang zwischen der Gewichtung der einzelnen, etablierten Risikofaktoren in den 

unterschiedlichen Subtypen (vgl. 2.1.3) des Mammakarzinoms hervor (Barnard et al. 2015). 

2.1.3 Histopathologie und Klassifikationen 

Als häufigste maligne Erkrankung der weiblichen Brust geht das Mammakarzinom vom 

Drüsenepithel aus (Adenokarzinom) (Böcker und Kreipe 2012). Die Brustdrüse selbst besteht 

aus mehreren Einzeldrüsen (sogenannte Lobi), die in fettreiches, bindegewebiges Stroma 

eingebettet sind. Diese wiederum sind aus zahlreichen Endstücken (den Lobuli) aufgebaut, 

die über ein verzweigtes Gangsystem (den Ductus lactiferi) über einen gemeinsamen 

Hauptausführungsgang mit terminaler Erweiterung (dem Sinus lactiferi) in der Brustwarze 

münden (Abbildung 1, (Lüllmann-Rauch und Paulsen 2012)). Das Epithel ist zweischichtig 

aufgebaut, bestehend aus Drüsenzellen und Myoepithelzellen, die von einer gemeinsamen 

Stammzelle ausgehen und durch eine Basalmembran vom umgebenden Stroma abgegrenzt 

sind (Stingl et al. 2006). Das Parenchym ist hormonsensibel und reagiert auf hormonelle 

Schwankungen, zum Beispiel im Rahmen des Menstruationszyklus (Jagannathan und 

Sharma 2017). 
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Abbildung 1: Schema des histologischen Aufbaus der Mamma im Sagittalschnitt modifiziert nach 

(Lüllmann-Rauch und Paulsen 2012) 

 

Das Mammakarzinom als heterogene Erkrankung lässt sich entsprechend verschiedener 

Merkmale in unterschiedliche Klassifikationssysteme einteilen: Nach der Histomorphologie, 

der Molekulargenetik und dem Rezeptorprofil. 

 

Im Falle invasiv wachsender Malignome werden nach dem morphologischen 

Erscheinungsbild der Läsionen invasive Karzinome ohne speziellen Typ (invasive carcinomas 

of no special type, NST), ehemals als invasiv-duktales Karzinom bezeichnet, und invasive 

Karzinome mit speziellem Typ unterschieden. Erstere zeichnen sich durch ein kohäsives 

Wachstumsmuster aus, während letztere ein nicht-kohäsives (lobuläres Karzinom), 

siebförmiges (kribriformes Karzinom) oder anders gestaltetes pattern aufweisen (Sinn und 

Kreipe 2013). Dabei fallen etwa 60% auf NST-Karzinome, 10-15% auf den lobulären Typ und 

der Rest auf die übrigen Subtypen (Böcker und Kreipe 2012). 

 

Schon früh wurde vermutet, dass den verschiedenen Phänotypen des Mammakarzinoms 

unterschiedliche Genotypen zugrunde liegen (Perou et al. 2000; Sørlie et al. 2001). Daraus 

entwickelte sich die Einteilung nach molekularer Klassifikation in vier Subtypen, entsprechend 

der Expression bestimmter Gene (Tabelle 1, (Li et al. 2017)). Die verschiedenen Typen 

unterscheiden sich in auch ihrer Proliferationsrate und ihrem biologischen Verhalten. So 

weisen Karzinome vom Luminal A-Typ, welcher der häufigste Subtyp ist, die beste Prognose 

auf, was für Therapieentscheidungen genutzt werden könnte (Tolaney et al. 2015). Ein 
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verbessertes Verständnis der genetischen Hintergründe des Mammakarzinoms führt 

fortlaufend zu einer Anpassung und Erweiterung dieser Einteilung (Haakensen et al. 2011). 

 

Tabelle 1 Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (Li et al. 2017) 

Subtyp Molekulare Eigenschaften / Expression 

Luminal A ER+, PR+/-, HER2/neu- 

Luminal B ER+, HER2/neu+ 

HER2/neu HER2/neu+, ER-, PR- 

Basal like Myoepitheliale Keratine (5, 6, 17) 

 

Besondere klinische Relevanz hat die immunhistochemische Einteilung nach dem 

Expressionsmuster der Rezeptoren, da diese als prädiktive Marker therapeutische 

Konsequenzen nach sich ziehen. Immunhistochemisch wird das Rezeptorprofil für Östrogen-

, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptor bestimmt (Böcker und Kreipe 2012). Die daraus 

resultierenden therapeutischen Angriffspunkte werden im Folgenden besprochen.  

2.1.4 Therapieoptionen und Prognose 

Die Behandlung des Mammakarzinoms richtet sich nach dem Stadium der Erkrankung in der 

UICC/AJCC-Klassifikation (Tabelle 2 UICC/AJCC-Stadien des Mammakarzinoms, modifiziert 

nach (Leitlinienprogramm Onkologie 2018)). Dafür wird wiederum das Ergebnis der klinisch-

pathologischen Untersuchung der TNM-Einteilung verwendet, die die Größe des 

Primärtumors, den Lymphknotenstatus und das Vorliegen von Fernmetastasen berücksichtigt 

(Brierley et al. 2017). Die aktuelle Leitlinie unterscheidet einen primär kurativen Ansatz beim 

lokoregionär begrenzten Karzinom von einem palliativen Ansatz bei fernmetastasiertem 

Karzinom. 
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Tabelle 2 UICC/AJCC-Stadien des Mammakarzinoms, modifiziert nach (Leitlinienprogramm 

Onkologie 2018) 

UICC/AJCC-Stadium TNM  

0 Tis N0 M0 Lokal begrenztes Karzinom 

I A T1 N0 M0 

B T0-T1 N1mi M0 

II A T0-T1 N1 M0 

T2 N0 M0 

B T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

Lokal fortgeschrittenes Karzinom 

III A T0-T2 N2 M0 

T3 N1-N2 M0 

B T4 N0-N2 M0 

C T0-4 N3 M0 

IV T0-4 N0-3 M1 Fernmetastasiertes Karzinom 

 

Bei der lokal begrenzten Erkrankung ist ein operatives Vorgehen mit brusterhaltender 

Therapie (BET) vorgesehen, inklusive der Entnahme des Wächterlymphknotens zur 

histologischen Beurteilung des Lymphknotenstatus, sofern sich vorab in der Bildgebung oder 

der klinischen Untersuchung kein Hinweis auf eine stattgehabte lymphogene Metastasierung 

ergeben hat. Adjuvant sollte eine Radiotherapie erfolgen, die, abhängig vom Befund, 

gegebenenfalls auch die Lymphabflusswege miterfasst. Über die sich anschließende 

Systemtherapie entscheiden danach prädiktive Faktoren, zu denen unter anderem auch das 

Rezeptorprofil des Tumors zählt (vgl. 2.1.3). So sollten Karzinome, die ER/PR-positiv sind, 

einer Hormontherapie zugeführt werden, wobei die Auswahl der Wirkstoffklasse 

(Östrogenrezeptormodulatoren vs. Aromataseinhibitoren) vom menopausalen Status der 

Patientin abhängt. Als target einer zielgerichteten Therapie, beispielsweise mit dem 

Antikörper Trastuzumab, dient der HER2/neu-Rezeptor. So genannte Triple-negative 

Karzinome blieben bezüglich der Systemtherapie lange auf eine konventionelle 

Chemotherapie (mit Anthracyclinen und Taxanen) beschränkt, welche jedoch auch additiv 

beim Vorliegen bestimmter Risikofaktoren, wie beispielsweise einer geringen Differenzierung 

der Tumorzellen, bei rezeptorpositiven Karzinomen angewendet werden sollte. Das 

Therapiekonzept beim lokal fortgeschrittenen Karzinom gestaltet sich ähnlich. Hier sollte 

jedoch die Indikation zur Axilladissektion oder zur adjuvanten Chemotherapie großzügiger 

gestellt werden. In den vergangenen Jahren haben Therapien gegen neue molekulare targets 

Einzug in die Behandlung des Mammakarzinoms gefunden. Dazu zählen Bevacizumab 

(Antikörper gegen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)) und Inhibitoren bestimmter 

cyclin-dependent kinases (CDK4/6) oder der Kinase mammalian Target of Rapamycin 
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(mTOR) (Leitlinienprogramm Onkologie 2018). Darüber hinaus befinden sich auch 

Immuncheckpoint-Inhibitoren in klinischer Erprobung (Schmid et al. 2020). 

 

Beim fernmetastasierten Karzinom wird ein palliatives Therapiekonzept eingeleitet, welches 

eine Systemtherapie vorsieht. Auch hier sollte jedoch der Rezeptorstatus erhoben werden, 

um zusätzlich zur Chemotherapie auch eine hormonelle Therapie, bzw. eine targeted therapy 

einleiten zu können (Leitlinienprogramm Onkologie 2018). Im Sinne der palliativen 

Zielsetzung wird hier eine Verbesserung der Lebensqualität und eine Verlängerung der 

Lebenszeit angestrebt, im Gegensatz zur definitiven Heilung (Schnell und Schulz 2012). 

 

Im Zeitalter immer gezielter wirkender onkologischer Medikamente, die selektiv Tumorzellen 

schädigen, während gesunde Körperzellen maximal geschont werden sollen, ist die 

Charakterisierung targetierbarer Antigene von Karzinomzellen von großer Bedeutung. Vor 

allem in der Behandlung des Triple-negativen Brustkrebs, für den die Möglichkeit der 

Antihormonellen Therapie oder der HER2/neu-Blockade nicht gegeben ist, besteht ein großes 

Interesse auf diesem Feld (Lee und Djamgoz 2018; Lyons 2019). Dafür ist ein Verständnis 

karzinomspezifischer Signalverarbeitung und intrazellulärer pathways unabdingbar. 

2.1.5 Wichtige Signalwege 

Durch Sequenzierung des Genoms repräsentativer Gewebeproben von Mammakarzinomen 

konnte gezeigt werden, dass Mammakarzinome aus vielen verschiedenen Zellklonen 

bestehen, die sich bereits früh in der Tumorentwicklung aufspalten können und Mutationen in 

verschiedensten Genen aufweisen, von denen PIK3CA, TP53, PTEN, BRCA2 und MYC zu 

den häufigsten zählen (Yates et al. 2015). Die damit einhergehenden veränderten Abläufe in 

zellulären Signalwegen sind divers und noch nicht vollständig verstanden. 

 

Circa 75% aller Mammakarzinome weisen eine Überexpression von ER auf (Nadji et al. 2005). 

Als nukleäre Rezeptoren wirken ERα und β nach Ligandenbindung als Transkriptionsfaktoren 

verschiedener Gene (Cheskis et al. 2007). Dazu zählt zum Beispiel das Gen Cyclin D1, durch 

dessen erhöhte Expression der Zellzyklus vorangetrieben wird und die Zellen proliferieren 

können (Cicatiello et al. 2004).  

 

In den letzten Jahren konnten vor diesem Hintergrund verschiedene spezifischere 

Fragestellungen aufgeklärt werden. Dazu zählt beispielsweise das Phänomen der primären 

oder erworbenen Resistenz gegenüber Aromatase-Inhibitoren bei ER-positivem Brustkrebs. 

So führt die Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren wie HER2/neu durch EGF zu 

ähnlichen genomische Effekten wie ERα (Lupien et al. 2010). Aber auch andere Rezeptoren, 
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wie FGFR1 (Turner et al. 2010) und IGF1R (Fox et al. 2011) spielen in der Resistenz 

gegenüber endokrinen Therapieansätzen eine Rolle. Zu deren nachgeschalteten 

Signalwegen gehören PI3K/AKT/mTOR (Miller et al. 2010), aber auch MAPK (Jeng et al. 

2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Überaktivierung von MAPK zu einem ER-

negativen und damit Hormontherapie-resistenten Phänotyp führt (Oh et al. 2001). Mit 

Inhibitoren von beispielsweise PI3K sind bereits Substanzen zur Überwindung der Resistenz 

in Erprobung (Bendell et al. 2012). Des Weiteren führt auch eine Dysregulation des Zellzyklus 

durch aberrante Aktivität verschiedener CDK zu Hormontherapieresistenz (Rocca et al. 2014). 

So führt die Aktivierung von Cyclin D über den RAS/RAF/MAPK-, NF-κB, JAK/STAT-

Signalweg oder Steroidhormone über die Komplexbildung mit CDK4/6 zu einer Inaktivierung 

des Tumorsuppressors Rb (Alberts et al. 2015). 

 

Die Fähigkeit von Zellen zur gesteigerten Migration begründet die Voraussetzung für lokale 

und systemische Ausbreitung von Tumorzellen und stellt somit einen hallmark of cancer dar 

(Hanahan und Weinberg 2011). Den dafür notwendigen Prozess der morphologischen 

Alteration bezeichnet man als Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT), an dessen 

Zustandekommen eine Reihe verschiedener intrazellulärer Signalwege beteiligt ist (Huber et 

al. 2005). Dabei erlangen epitheliale Zellen die Eigenschaften von Mesenchymzellen. EMT 

kommt physiologisch während der Embryonalentwicklung vor, aber auch bei pathologischen 

Prozessen, wie etwa der Gewebsfibrose oder der Karzinogenese. Eine wichtige Eigenschaft 

ist dabei der Verlust der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhäsion, etwa über die Herabregulation 

von Zelladhäsionsmolekülen wie E-Cadherin (Thiery et al. 2009). Dies wird durch den Notch-

Signalweg erreicht (Leong et al. 2007), aber auch über den MAPK-Signalweg (del Barco 

Barrantes und Nebreda 2012). 

 

Insgesamt weisen Mammakarzinomzellen Dysregulationen in vielen verschiedenen 

Signalwegen auf. Einige von ihnen sind bereits Angriffspunkte verschiedener neuartiger 

Medikamente. Doch noch sind nicht alle intrazellulären pathways ausreichend charakterisiert, 

um das therapeutische Potenzial solcher etwaigen targets voll auszuschöpfen. Dazu gehört 

auch die an zahlreichen zellulären Prozessen beteiligte Gruppe der MAPK. 

2.2 MAPK 

Das Akronym MAPK steht für mitogen-activated protein kinase und stellt eine heterogene und 

in Eukaryonten hoch konservierte Gruppe von Regulatoren dar. Durch sie werden eine Reihe 

biologischer Prozesse gesteuert, wie zum Beispiel Zellwachstum, Proliferation, 

Differenzierung, Apoptose und Entzündung. Damit nehmen sie eine Schlüsselposition in der 

Steuerung des Zellverhaltens ein (Koul et al. 2013). 
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2.2.1 Übersicht und Einteilung 

Als Element einer Signalkette sind die klassischen MAPK in ein komplexes Netzwerk 

integriert. Durch verschiedene Signale, die im Folgenden näher besprochen werden, wird eine 

typisch dreistufige Kaskade aus Phosphorylierungsschritten aktiviert, an deren Ende die 

aktivierte, an einem typischen Threonin-X-Tyrosin-Motiv phosphorylierte MAPK steht (Doza 

YN, Cuenda A, Thomas GM, Cohen P, Nebreda AR 1995). Diese vorgeschalteten Kinasen 

werden als MAPK-Kinase (MAP2K), beziehungsweise als MAPKK-Kinase (MAP3K) 

bezeichnet. Zu diesen Gruppen zählen zahlreiche, auch in anderen Signalwegen aktive 

Kinasen, wie etwa MEK (MAP2K) oder RAF (MAP3K). Die MAPK selbst phosphoryliert 

wiederum Serin-/Threoninreste ihrer Substrate. Durch definierte Andockstellen am Molekül 

und dem Erkennen einer bestimmten Aminosäuresequenz, die Prolin enthält, wird die 

Substratspezifität gewährleistet (Kyriakis und Avruch 2012). Diese sogenannten MAPK-

aktivierte Proteinkinasen (MAPKAPK) stellen wiederum eine heterogene Gruppe dar 

(Cargnello und Roux 2011). Aus dieser Konvergenz verschiedener Signalwege auf der Stufe 

der MAPK und der anschließenden divergenten Weiterleitung können vielfältige zelluläre 

Antworten resultieren (Abbildung 2). 

 

 

Abbildung 2 Stufen der Signaltransduktionskaskade des MAPK-Signalwegs mit Beispielen 
beteiligter Moleküle, nach (Kyriakis und Avruch 2012) 
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Die Regulation dieser Signalwege erfolgt unter anderem durch scaffolding proteins, die durch 

den Zusammenschluss mehrerer Kaskadenelemente in Funktionseinheiten für eine 

spezifische Signalweiterleitung sorgen (Morrison und Davis 2003). Die Beendigung der 

Signalübertragung erfolgt durch Phosphatasen, die in der Klasse der MAP-Kinase-

Phosphatasen (MPK) zusammengefasst werden (Theodosiou und Ashworth 2002). Da nicht 

nur das Signal selbst, sondern auch die Dauer der Signalübertragung Auswirkungen auf die 

zelluläre Antworten hat, stellt auch die Inaktivierung der MAPK eine Stellschraube in der 

Regulation dar (Marshall 1995). 

 

Die Gruppe der klassischen MAPK lassen sich in zumindest vier Untergruppen aufteilen. Dazu 

zählen die extracellular signal-related Kinasen 1/2 (ERK1/2), die Jun amino-terminal Kinasen 

(JNK), die p38 MAPK und die ERK5. Diese Untergruppen unterscheiden sich in der Art ihrer 

Aktivierung sowie in den zellulären Prozessen, die sie anstoßen (Chang und Karin 2001). So 

werden ERK1/2 vor allem von extrazellulären Mitogenen aktiviert, dahingegen JNK und 

p38 MAPK durch zellulären Stress (Cargnello und Roux 2011). 

2.2.2 p38 MAPK 

Zu der Untergruppe der p38 MAPK zählen vier verschiedene Isoformen, die man heute als 

p38α, β, γ und δ MAPK bezeichnet. Während p38α MAPK ubiquitär exprimiert wird, weisen 

die Isoformen γ und δ eine Restriktion auf Zelltypen bestimmter Gewebearten auf, wie 

beispielsweise Gehirn, Muskel oder endokrine Drüsen, und sind unter anderem an der 

insulinabhängigen metabolischen Regulation beteiligt (Cuadrado und Nebreda 2010; Sumara 

et al. 2009). Bereits früh wurde die Rolle der p38α MAPK bei der Embryogenese durch 

Regulation der plazentaren Angiogenese festgestellt (Mudgett et al. 2000). Die β-Isoform 

weist eine ähnlich ubiquitäre Expression auf - jedoch sind die Levels des Proteins geringer 

als die der α-Isoform und auch die Funktionen scheinen ähnlich, doch nicht identisch zu sein 

(del Barco Barrantes et al. 2011).  

 

Allen Untergruppen gemeinsam ist die Aktivierung über Stresssignale aus der Umwelt der 

Zelle. Dazu zählen oxidative Stimuli, UV-Strahlung, Hypoxie und Ischämie sowie 

inflammatorische Zytokine, wie TNF-α und IL-1. Als wichtigste aktivierende Elemente der 

Signalkette (MAP2K) zählen dabei MKK3 und MKK6 (Cargnello und Roux 2011; Dérijard et 

al. 1995). Neben dem oben beschriebenen, sogenannten kanonischen Weg der Aktivierung 

über eine Signalkaskade, ausgelöst durch externe Stimuli, kann insbesondere auch 

p38α MAPK durch alternative Mechanismen aktiviert werden. Dazu zählt beispielsweise bei 

T-Lymphozyten die Antigenpräsentation (Salvador et al. 2005). Die durch die p38 MAPK 

angestoßenen Prozesse lassen sich als Regulation von Proliferation, Apoptose und Migration, 
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aber auch Differenzierung und Zellüberleben zusammenfassen (Cuenda und Rousseau 

2007). Diese werden vor allem über einen Eingriff in der Transkription verschiedener Gene 

erreicht, die je nach zeitlicher Dauer des Signals und Art des Stimulus variieren können 

(Ferreiro et al. 2010). Insgesamt sind zahlreiche Moleküle potenzielle Substrate der 

p38 MAPK, was die vielfältigen Effekte dieses Signalwegs erklärt (Trempolec et al. 2013). Die 

Bedeutung der p38 MAPK an Prozessen wie Entzündung und Atherosklerose ist Gegenstand 

aktueller Forschung (Cheng et al. 2017), aber auch diverse andere Erkrankungen, wie etwa 

Neurodegeneration oder Diabetes, liegen im wissenschaftlichen Fokus (Coulthard et al. 

2009). 

2.2.2.1  Bedeutung von p38 MAPK in Tumoren 

Durch ihre Beteiligung an elementaren Aspekten des funktionellen Zellverhaltens (siehe 

2.2.2), stellt die p38 MAPK einen interessanten Gegenstand in der onkologischen Forschung 

dar. In der Vergangenheit wurden zahlreiche maligne Entitäten unterschiedlichsten 

Gewebeursprungs auf die Aktivität dieses Signalwegs hin untersucht. Die oben geschilderte 

komplexe Architektur des Netzwerks und die Fülle an beteiligten Molekülen stellt dabei eine 

besondere Herausforderung dar. 

2.2.2.1.1 Bedeutung der p38 MAPK im Mammakarzinom - klinisch 

Untersuchungen an Gewebe von Brustkrebspatientinnen liefern Hinweise auf die Aktivität des 

p38 MAPK-Signalwegs und dessen Korrelation mit klinischen Daten in vivo. 

Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass die aktivierte p38 MAPK in Tumorzellen 

signifikant höher exprimiert wurde als im umgebenden Normalgewebe (Wang et al. 2016), 

was darauf hinweist, dass dem p38 MAPK-Signalweg in Brustkrebszellen eine tragende Rolle 

zukommt. Allerdings spielt die Heterogenität des Mammakarzinoms auch hier eine Rolle. So 

belegen Studien an Gewebeproben von Brustkrebspatientinnen, dass p38 MAPK in 

Östrogenrezeptor-positiven Karzinomen überexprimiert wird und auch hier die höchsten Level 

an phosphorylierter, also aktivierter Kinase vorliegen, wohingegen die niedrigsten Spiegel in 

Triple-negativen Karzinomen gefunden wurden (Merlin et al. 2013). Weitere Studien fanden 

eine Korrelation zwischen HER2/neu-positiven Karzinomen mit Trastuzumab-Resistenz und 

hohen Spiegeln von phosphorylierter p38 MAPK (Donnelly et al. 2014).  

 

Tumoren mit Lymphknotenmetastasen, in denen man hohe Level an phosphorylierter 

p38 MAPK findet, tendieren zu einem kürzeren ereignisfreien Überleben, vor allem bei 

HER2/neu-negativen Karzinomen (Esteva et al. 2004). Tatsächlich findet sich ein 

Zusammenhang zwischen hoher Aktivität dieses Signalwegs und Resistenz gegenüber 

Therapeutika, wie beispielsweise Tamoxifen (Gutierrez et al. 2005) und hohe Level an 
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p38 MAPK scheinen als Marker für intrinsische Resistenz gegenüber adjuvanter 

Hormontherapie nutzbar zu sein (Linderholm et al. 2011). Insgesamt bleibt jedoch die 

klinische Bedeutung der unterschiedlichen Isoformen der p38 MAPK noch unklar. 

2.2.2.1.2 Bedeutung der p38 MAPK im Mammakarzinom - in vitro und 

im Mausmodell 

Zur genaueren Charakterisierung des Signalwegs in Mammakarzinomzellen liefern Studien 

an Zelllinien in vitro oder am Mausmodell wichtige Hinweise. Auf diese Weise konnte die oben 

erwähnte klinisch gefundene Korrelation der p38 MAPK-Aktivität mit Resistenzen gegenüber 

verschiedenen Therapeutika näher charakterisiert werden. So zeigen Brustkrebszelllinien, bei 

denen eine Tamoxifenresistenz induziert wurde, ebenfalls höhere Spiegel von p38 MAPK und 

phosphorylierter p38 MAPK (Aesoy et al. 2008). Auch die Resistenz von triple-negativen 

Mammakarzinomzellen gegenüber Paclitaxel wird über die Überexpression des Rezeptors 

IRAK1 vermittelt, der upstream der p38 MAPK-Kaskade geschaltet ist und so letztendlich ein 

antiapoptotisch wirkendes Signal generiert. Die selektive Inhibition der p38α und β MAPK führt 

im Mausmodell zur Wiederherstellung der Paclitaxel-Sensitivität beim TNBC (Wee et al. 

2015). Ebenso konnte gezeigt werden, dass HER2/neu-positive Zelllinien mit intrinsischer 

oder erworbener Resistenz gegenüber Trastuzumab erhöhte Level der phosphorylierten 

p38 MAPK aufweisen und dass deren Blockade die Sensitivität erhöht (Donnelly et al. 2014). 

 

Bereits im frühen Stadium der Krebsentstehung scheint der p38 MAPK eine besondere 

Bedeutung zuzukommen. Im Mausmodell führt der gewebsspezifische knockout der 

p38α MAPK zu einer verminderten Anzahl von Progenitorzellen und 

östrogenrezeptorpositiven Zellen im Brustdrüsengewebe. Durch den so verminderten Pool an 

tumorinitiierenden Zellen findet sich eine reduzierte Karzinogenese (del Barco Barrantes et 

al. 2018). Wu et al. konnten zeigen, dass Hypoxie durch die Aktivierung des p38 MAPK-

Signalwegs zu einer Transformation von Brustdrüsenzellen hin zu sogenannten breast 

cancer-initiating cells (BTIC) führt und somit einen der ersten Schritte in der Karzinogenese 

darstellen kann (Wu et al. 2015). 

 

Des Weiteren konnte die Bedeutung der p38 MAPK an anderen, für Karzinomzellen 

vorteilhafte Prozesse untersucht werden. In vitro-Studien mit Karzinomzelllinien 

unterschiedlichen Ursprunggewebes konnten zeigen, dass die physiologische Rolle der 

p38α MAPK als negativer Regulator verschiedener Zellzyklus-Kontrollpunkte in Krebszellen 

umgekehrt wird und durch Aktivität der p38α MAPK eine gesteigerte Proliferation beobachtet 

werden kann (Wagner und Nebreda 2009). Auch der δ-Isoform wurden 

proliferationssteigernde Effekte bei Brustkrebszellen zugeschrieben (Wada et al. 2017). Die 

p38 MAPK ist ebenfalls Teil der intrazellulären Kaskade entzündungsfördernder Zytokine wie 
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TNF α, welches eine gesteigerte peritoneale Dissemination von Ovarialkarzinomzellen triggert 

(Kulbe et al. 2007; Sato et al. 2005). Darüber hinaus wurde bereits früh beobachtet, dass die 

Expression von Enzymen wie Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA), die 

Karzinomzellen durch Degradation der Extrazellularmatrix zur gesteigerten Invasivität 

befähigen, durch p38α MAPK erreicht wird (Huang et al. 2000). Auch bei Brustkrebszelllinien 

konnte dies beobachtet werden (Wang et al. 2010; Wang et al. 2013). Ebenso wird die 

Herabregulation von Zelladhäsionsmolekülen wie E-Cadherin, die eine Voraussetzung für die 

Möglichkeit der Invasivität von Brustkrebszellen darstellt, durch den p38 MAPK-Signalweg 

ermöglicht (Wang et al. 2015). Aber nicht nur die Karzinomzellen selbst, sondern auch die 

umgebenden Stromazellen haben einen Einfluss auf die Aggressivität des Malignoms. So 

sezernieren Fettzellen, reguliert durch den p38 MAPK-Signalweg, IL-6 und tragen dadurch zu 

einer gesteigerten Migration von Brustkrebszellen bei (Walter et al. 2009; Koul et al. 2013). 

 

Der p38 MAPK-Signalweg kann neben der Propagation des Primärtumors auch bei dessen 

Metastasierung fördernd wirken. Es konnte gezeigt werden, dass Brustkrebszellen durch das 

signalling der p38α MAPK die Fähigkeit erlagen, in die Lunge zu filialisieren (Wu et al. 2014). 

Insgesamt gibt es Evidenz, dass der p38 MAPK-Signalweg an Prozessen wie Wachstum, 

Migration und Invasivität von Brustkrebszellen beteiligt ist (Park et al. 2019). 

2.2.2.2  p38 MAPK als mögliches Ziel in der Therapie des 

Mammakarzinoms 

Durch die wichtige Rolle, die die p38 MAPK in der Regulation der verschiedenen Aspekte des 

funktionellen Zellverhaltens besonders in Tumorzellen spielt, scheint eine Blockade dieses 

Signalwegs als Therapieoption in der Onkologie potenziell sinnvoll. Im Mausmodell konnte 

nachgewiesen werden, dass die Inhibition der α- und β-Unterformen der p38 MAPK durch den 

Inhibitor LY2228820 zu einer Reduktion des Größenwachstums von xenografts humaner 

Brustkrebszelllinien führt (Campbell et al. 2014). Ebenso konnte durch eine Inhibition des 

Signalwegs im Mausmodell eine Reduktion ossärer Mammakarzinommetastasen erreicht 

werden (Suarez-Cuervo et al. 2004). 

 

Neben der direkten Wirkung auf den Primarius und seine Metastasen finden sich Hinweise 

auf einen synergistischen Effekt einer p38 MAPK-Blockade in der Behandlung mit 

konventionellen Therapieschemata wie etwa einer Cisplatin-basierten Chemotherapie 

(Pereira et al. 2013). Doch auch Angriffspunkte anderer etablierter Therapeutika werden 

durch die p38 MAPK reguliert und deren Wirkung so durch die Blockade dieses Signalwegs 

potenziell potenziert. Beispielsweise regulieren die p38α und β MAPK die genomische 

Stabilität von Tumorzellen positiv. Chemotherapeutika wie Taxane, die über eine Induktion 
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chromosomaler Instabilität und daraus resultierenden Zelltod wirken, könnten von einer 

Blockade der p38 MAPK profitieren (Cánovas et al. 2018). Auch die bereits angesprochene 

Resistenz gegenüber Trastuzumab, die durch p38 MAPK-Aktivität unterhalten wird, kann 

durch eine Blockade des p38 MAPK-Signalwegs in vitro unterbunden und Zellen so wieder 

der Wirkung der HER2/neu-Blockade zugänglich gemacht werden (Donnelly et al. 2014). 

Darüber hinaus konnten durch die p38 MAPK-Blockade wieder funktionelle Levels des ERα-

Rezeptors in hormonrezeptornegativen Tumorzellen erreicht und somit die 

Antihormontherapie auch in diesen Zellen anwendbar gemacht werden (Bhatt et al. 2012). 

 

Neben dem Einsatz von p38 MAPK-Inhibitoren in kurativer Absicht, könnte auch eine neue 

Möglichkeit in der supportiven Therapie des metastasierten Mammakarzinoms entstehen. Bei 

ossären Metastasen konnte durch die p38 MAPK-Blockade sowohl die Progression der 

Erkrankung als auch die durch die Metastasen bedingten Knochenschmerzen reduziert 

werden (Sukhtankar et al. 2011). 

 

Auch wenn zum aktuellen Stand diverse p38 MAPK-Inhibitoren als potenzielle neue 

Therapeutika für verschiedene Entitäten, wie beispielsweise das Ovarialkarzinom, in 

klinischen Studien getestet werden, gibt es nach wie vor noch keinen zugelassenen Wirkstoff 

(Vergote et al. 2020). Ein Grund dafür könnten die vielfältigen Nebenwirkungen wie 

beispielsweise erhöhte Leberwerte sein, die durch eine ungenügende Selektivität oder 

ungünstiges pharmakokinetisches Profil der verwendeten Inhibitoren erklärbar sind (Gangwal 

et al. 2013). 

2.2.2.3  p38 MAPK-Inhibitoren 

Um die Rolle der p38 MAPK auf das funktionelle Verhalten von Karzinomzellen zu 

untersuchen, werden Inhibitoren des Signalwegs benötigt. Durch Wegfall der Wirkung der 

p38 MAPK kann so auf deren Einfluss auf die Zellbiologie geschlossen werden. Dabei sind 

verschiedene Angriffspunkte denkbar. Zum einen kann die Funktion des Proteins selbst 

gehemmt werden. Dieser Ansatz wurde bereits früh verfolgt (Kumar et al. 1999). Darüber 

hinaus ist ebenfalls eine Hemmung auf Ebene der mRNA oder der Genexpression denkbar. 

Eine andere Methode, die Wirkung des Signalwegs zu unterbinden, besteht in der Inhibition 

der Kaskadenelemente, die upstream oder downstream der p38 MAPK gelegen sind (Zhang 

et al. 2005). 
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2.2.2.3.1 SB203580 

SB203580 (Abbildung 3) aus der Klasse der Pyridinylimidazol-Inhibitoren wurde erstmals 

bereits im Jahr 1994 verwendet. Der dabei beobachtete Effekt bestand in der Unterbindung 

der LPS-induzierten Zytokinproduktion in Monocyten (Lee et al. 1994). Die Identifizierung des 

dabei gehemmten Enzyms, das heute als p38α MAPK bezeichnet wird, gelang Cuenda et al. 

(Cuenda et al. 1995). Als Enzym mit Kinaseaktivität verfügt die p38α MAPK über eine ATP-

Bindungsstelle (Wang et al. 1997). Darüber hinaus existieren weitere regulatorische 

Einheiten, wie etwa der activation loop mit dem DFG-Motiv (Asparagin - Phenylalanin - 

Glycin), welches die Kinase durch Konformationsänderung zwischen einer aktiven und 

inaktiven Form schaltet (Peng et al. 2013). Als sogenannter Typ I-Inhibitor bindet SB203580 

kompetitiv zu ATP an dessen Bindungsstelle, ohne dass die Konformation des DFG-Motivs 

einen Einfluss nimmt (Astolfi et al. 2015). Der IC50-Wert liegt bei 0,5 µM (Lali et al. 2000). 

 

Abbildung 3 Strukturformel von SB203580 (Cuenda et al. 1995) 

2.2.2.3.2 Skepinone-L 

Im Jahr 2011 wurde von Koeberle et al. ein neuer Inhibitor der p38 MAPK vorgestellt: 

Skepinone-L (Abbildung 4), ein Dibenzosuberon, ist ein ebenfalls ATP-kompetitiver 

Hemmstoff, der allerdings keine zytotoxischen Effekte aufweist und auch in vivo wirkt. Darüber 

hinaus ist Skepinone-L sehr potent; der IC50-Wert liegt bei 5 nM. Ein wichtiges Merkmal und 

die entscheidende neue Eigenschaft dieses Inhibitors ist die Selektivität für die p38α und 

β MAPK (Koeberle et al. 2011).  

 

Abbildung 4 Strukturformel von Skepinone-L (Koeberle et al. 2011) 
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2.3 Zielsetzung der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der beiden p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 

und Skepinone-L auf das funktionelle Verhalten von Mammakarzinomzellen untersucht. Dabei 

wurden insgesamt fünf Zelllinien, die sich in ihrem Rezeptorprofil unterscheiden, verwendet. 

Betrachtet wurden die Expression der p38 MAPK in phosphorylierter und unphosphorylierter 

Form sowie Auswirkungen der Blockade des Signalwegs durch die oben genannten 

Substanzen auf die chemotaktische Migration, die Zelladhäsion, -proliferation und -viabilität 

der Karzinomzellen. Durch die Gegenüberstellung der Effekte des etablierten Inhibitors 

SB203580 und des neuartigen Inhibitors Skepinone-L soll ein besseres Verständnis der 

Bedeutung des p38 MAPK-Signalwegs in Brustkrebszellen erreicht werden und die Frage, ob 

eine Blockade dieses pathways potenziell therapeutisch sinnvoll wäre, weiter erörtert werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien  

3.1.1 Substanzen 

Aceton, p.a. AppliChem, Darmstadt 

Acrylamide Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 

APS p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

Aqua dest. Braun, Melsungen 

BenchMark Pre-Stained Protein Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA 

BSA Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 

Choleratoxin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA 

Collagen human type I Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Collagen type IV Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

DMEM/F12 Thermo Scientific, Waltham, USA 

DPBS Gibco, Carlsbad, USA 

DTT  Carl Roth, Karlsruhe 

EDTA-Na4 Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

EGF Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Ethanol absolute, p.a. AppliChem, Darmstadt 

FCS PAA Laboratories, Pasching, 

Österreich 

Fibronektin Bovine Protein Plasma Thermo Scientific, Waltham, USA 

Hemacolor Lösungen 2 und 3 Merck, Darmstadt 

HEPES, 1M Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Immersionsöl Merck, Darmstadt 

Insulin Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Kristallviolett Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Laminin Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

MagicMark XP Western Protein Standard Invitrogen, Carlsbad, USA 

Methanol Merck, Darmstadt 

MgCl2 Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Nagellack Express Nailcare Maybelline Jade, New York, USA 

NaCl, p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

NaOH Merck, Darmstadt 
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nonfat dried milk powder AppliChem, Darmstadt 

Paraformaldehyd Fluka Chemika, Saint Louis, USA 

Penicillin/Streptomycin (Anti-Anti, 100x) Gibco, Carlsbad, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Protease Inhibitor Cocktail Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Puffer nach Weise Tabletten Merck, Darmstadt 

Resolving Gel Buffer for PAGE (Trenngelpuffer) BIO-RAD, Hercules, USA 

Roti®-Block 10x Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 

Roti®-Blot A 10x Carl Roth, Karlsruhe 

Roti®-Blot K 10x Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI Medium 1640 Gibco, Carlsbad, USA 

SB203580 CST, Danvers, USA 

Schwefelsäure p.a. Merck, Darmstadt 

SDS (10%ig) Carl Roth, Karlsruhe 

Skepinone Merck, Darmstadt 

Stacking Gel Buffer for PAGE (Sammelgelpuffer) BIO-RAD, Hercules, USA 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

Terg-a-Zyme Sigma, Saint Louis, USA 

Tris Pufferan Carl Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Pufferan p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Buffer 0,5 M pH 6,8 BioRad, Hercules, USA 

Tris-HCl Buffer 1,5 M pH 8,8 BioRad, Hercules, USA 

Triton X-100 AppliChem, Darmstadt 

Trypsin-EDTA Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 

Tween20, molecular biology grade AppliChem, Darmstadt 

Vitronektin, cell culture tested Sigma Aldrich, Saint Louis, USA 
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Cellstar Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) Greiner Bio-one, 

Frickenhausen 

Cellstar Zellkulturplatten (6-Well, 96-Well) Greiner Bio-one, 

Frickenhausen 

Chromatography Paper Whatman, Maidstone, UK 

Cryo Tube Vials Thermo Scientific, 

Waltham, USA 

Deckgläser Marienfeld 24x50 mm Marienfeld, Lauda 

Königshofen 

Einwegpipetten Cellstar, serologisch (2, 5, 10, 25, 50 ml) Greiner Bio-one, 

Frickenhausen 

Einweghandschuhe, Supreno Microflex, Chemnitz 

Eppendorf-Reaktionsgefäße (0,5, 1 und 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Immobilon-P Transfer Membran, PVDF 0,45 µm Millipore, Temecula, USA 

LUNA™ Cell Counting Slides logos Biosystems, 

Südkorea 

Pasteurpipetten, Kunststoff Carl Roth, Karlsruhe 

Pipettenspitzen FilterTips, TipOne® (0,5-10 μl, 2-20 μl, 20-

200 μl, 101-1000 μl) 

StarLab, Hamburg 

Pierce Maleic Anhydride Activated Plates, Clear, 96-Well Thermo Scientific, 

Waltham, USA 

Polycarbonatmembranen 25x80 mm, Porengröße 8 µm Neuro Probe, 

Gaithersburg, USA 

Objektträger Thermo Scientific, 

Waltham, USA 

Zellheber, Grifflänge 18 cm, Klinge 9 cm Corning BV, Wiesbaden 

3.1.4 Gebrauchsmaterialien 

BIO-RAD Mini-Protean Tetra System Gelkammer BIO-RAD, Hercules, USA 

Blotting Roller Invitrogen, USA 

Boyden-Migrationskammer, 48-Well-Mikro-Chemotaxis-

Kammer 

Neuro Probe, 

Gaithersburg, USA 

Mehrkanalpipetten Eppendorf Research Plus (10-100 μl, 30-

300 μl) 

Eppendorf, Hamburg 
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Pipetten Eppendorf Research (0,5-10 μl, 1-100 μl, 2-20 μl, 20-

200 μl, 100-1000 μl) 

Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe, Accu-jet pro Brand, Wertheim 

Pinzetten Labotec, Wiesbaden 

Scheren Labotec, Wiesbaden 

Teigschaber  Rösle, Marktoberdorf 

3.1.5 Kit-Systeme 

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Waltham, USA 

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Kit Roche Diagnostics, Indianapolis, USA 

RealTime Glo Cell Viability Assay Promega, Mannheim 

Western Lightning Plus ECL Kit PerkinElmer Inc., Waltham, USA 

3.1.6 Geräte 

Absaughilfe Vacuboy IBS Integra Biosciences, Fernwald 

AquaLine AL 18 Wasserbad Lauda, Lauda-Königshofen 

Axioskop 40 Mikroskop Zeiss, Oberkochen 

BIO-RAD Trans-Blot Turbo BIO-RAD, Hercules, USA 

CO2-Inkubator Hera Cell 240 Heraeus, Hanau 

Cellspin®/THARMACspin Zytozentrifuge THARMAC Cellspin®, Waldsolms 

Computer Dell, Round Rock, USA 

Eismaschine Ziegra, Hannover 

ELISA Reader GLOMAX multi Promega detections system, Mannheim 

Fluorochem E Protein Simple, Santa Clara, USA 

Gefrierschrank -20°C Bosch, Gerlingen 

Gefrierschrank -80°C Nalge Nunc Int, Penfield, USA 

Geldetektionsgerät Fluorochem E ProteinSimple, USA 

Heraeus™ Fresco™ 17 Mikrozentrifuge Thermo Scientific, Waltham, USA 

Kryo Stickstofftank Locator 6 Plus Thermo Scientific, Waltham, USA 

Kühlschrank 4°C Bosch, Gerlingen 

Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Scientific, Waltham, USA 

Labor-Feinwaage Sartorius, Göttingen 

LUNA™ Automated Cell Counter logos Biosystems, Südkorea 

Mini-Gelkammer mit Gelträger und Gelkämmen PeqLab, Erlangen 

Heiz-/Magnetrührer IKA Labortechnik, Stauffen 
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Mini-Protean Tetra Cell-System BIO-RAD, Hercules, USA 

pH-Meter Hanna Instruments, Kehl am Rhein 

P25 Standard Power Pack Biometra, Göttigen 

Schüttel- & Mischgeräte Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 

Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe Thermo Scientific, Waltham, USA 

Thermostat 5320 Block Heater Eppendorf, Hamburg 

Vortex VF2 IKA-Werke, Staufen 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau 

3.1.7 Antikörper 

3.1.7.1  Primäre Antikörper 

β-Actin Antibody, monoclonal, mouse Sigma Aldrich, Saint Louis, 

USA 

p38 MAPK Antibody, polyclonal, rabbit CST, Danvers, USA 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), monoclonal, 

rabbit  

CST, Danvers, USA 

 

Tabelle 3: Primäre Antikörperlösungen, nfd: non-fat dried milk  

Antikörper Verdünnung Puffer nfd 

β-Actin 1:5000 1xRoti®-Block - 

p38 MAPK 1:1000 TBS-T 5% 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 1:1000 TBS-T 5% 

3.1.7.2  Sekundäre Antikörper 

Goat Anti-Rabbit, polyclonal, Immunoglobulins/HRP DAKO, Hamburg 

Rabbit Anti-Mouse, polyclonal, Immunoglobulins/HRP DAKO, Hamburg 

 

Die für den Western-Blot benötigten sekundären Antikörper von DAKO wurden jeweils 1:1000 

in 2% nfd Milchpulver TBS-T angesetzt. 
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3.1.8 Puffer und Lösungen  

Anoden-/Kathodenpuffer  84 ml dH2O 

32 ml EtOH 

16 ml 10x RotiBlot A bzw. Roti®-K 

 

Kristallviolett-Lösung 5 mg/ml Kristallviolett 

2% Ethanol 

 

Ladepuffer (6x)  350 mM Tris-HCl 

34,4% Glycerol 

10% SDS 

10% β-Mercaptoethanol 

0,06% Bromphenolblau 

eingestellt auf einen pH-Wert von 6,8  

 

Lysepuffer zur Proteinextraktion 500 µl Puffer C (10x) 

50 µl DTT (0,5 mM) 

50 µl Protease-Inhibitor 

50 µl Phosphatase-Inhibitor 

4250 µl dH2O 

 

Puffer C (10x) 20 mM HEPES 

0,2 M NaCl 

0,5 mM MgCl2 

0,4 mM EDTA 

1% Triton X-100 

 

Puffer nach Weise 1 Puffertablette 

1 l dH2O 

 

10x TBS  26 g Tris-HCl 

4,24 g Tris 

292,7 g NaCl 

1 l dH2O 
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TBS-T  1x TBS 

0,1% Tween 20 

 

1x SDS-Laufpuffer  100 ml 10x SDS-Laufpuffer 

900 ml dH2O 

 

3.1.9 Computerprogramme 

AlphaView SA ProteinSimple, USA 

Microsoft Excel Microsoft Corporation 

3.1.10 Kontinuierliche Zelllinien 

AU565 (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland) 

Diese Zelllinie wurde aus dem malignen Pleuraerguss einer kaukasischen, 43-jährigen 

Patientin isoliert und stellt somit eine metastatische Absiedelung eines Adenokarzinoms der 

Mamma dar. Die Zellen exprimieren HER2/neu, aber nicht ER oder PR (Neve et al. 2006). 

 

MCF10A (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland) 

Diese Zellen entstammen aus einer Reduktionsplastik einer 36-jährigen, kaukasischen Frau 

und sind nicht kanzerös. Sie weisen keine Rezeptorüberexpression auf (Neve et al. 2006). 

 

MCF7 (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland) 

Diese Zellen wurden aus dem malignen Pleuraerguss einer kaukasischen, 69-jährigen 

Patientin mit einem Adenokarzinom der Mamma gewonnen. Sie exprimieren ER und PR, aber 

nicht HER2/neu (Neve et al. 2006). 

 

MDA-MB231 (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland) 

Diese Zelllinie entstammt dem malignen Pleuraerguss einer 51-jährigen, kaukasischen 

Patientin mit einem Adenokarzinom der Mamma. Sie weisen keine Rezeptorüberexpression 

auf (Neve et al. 2006). 

 

ZR751 (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville Maryland) 

Diese Zelllinie wurde aus dem malignen Aszites einer 63-jährigen, kaukasischen Frau mit 

einem duktalen Adenokarzinom der Mamma isoliert. Die Zellen exprimieren ER, aber nicht 

PR oder HER2/neu (Neve et al. 2006). 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Steriles Arbeiten 

Zum Kultivieren der Zellen und zur Versuchsdurchführung wurde an einer 

Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Alle verwendeten Materialien 

wurden steril geliefert oder autoklaviert. Für die Durchführung wurden alle benötigten Medien 

und Substrate in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt und anschließend vor Überführung auf 

die Sterilbank mit dem Reinigungsalkohol Terralin liquid desinfiziert, um eine Kontamination 

zu vermeiden.  

3.2.2 Kultivierung humaner Zelllinien 

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in einem Inkubator bei 37°C und unter CO2-Atmosphäre 

(5%). Für die Zelllinien MCF7, ZR751, MDA-MB231 und AU565 wurde das Nährmedium RPMI 

1640 mit Zusatz von 10 % fetalen Kälberserum (FCS) und 1 % Penicillin und Streptomycin 

(P/S) benutzt. Die Zelllinie MCF10A wurden im Nährmedium DMEM/F12 mit dem Zusatz von 

5% FCS, epidermal growth factor (EGF) (25 µl einer 20 ng/ml-Lösung auf 500 ml), 

Hydrocortison (1 ml einer 1,4 x 10-6 M-Lösung auf 500 ml), Choleratoxin (50 µl einer 

100 ng/ml-Lösung auf 500 ml), Insulin (500 µl einer 10 µg/ml-Lösung auf 500 ml) und 1% P/S 

kultiviert. Sobald die Zellen ein konfluentes Wachstum zeigten, wurden sie gesplittet und unter 

höheren Passagenummern weiterkultiviert. Dazu wurde nach Absaugen des Mediums der 

adhärente Zellrasen mit 10 ml Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) gewaschen und 

durch 1 ml Trypsin-EDTA abgelöst. Um diese Reaktion zu stoppen, wurde nach der 

Inkubationszeit, die von der jeweiligen Zelllinie abhängt und zwischen 30 und 180 Sekunden 

liegt, 9 ml FCS-haltiges Medium hinzugefügt. Nach Resuspension konnte ein Teil der Zellen 

zur weiteren Kultivierung in neue Zellkulturflaschen mit Nährmedium überführt werden. Für 

die weitere Verwendung in den jeweiligen Versuchen wurde entsprechend mit FCS-freiem 

Medium gearbeitet. 

3.2.3 Zellkonzentrationsbestimmung 

Um die Zellkulturen für die Versuche auf die gewünschte Zellkonzentration einzustellen, 

wurden die Zellen in Suspension mit Hilfe des Systems LUNA™ Automated Cell Counter 

(logos Biosystems, Südkorea) gezählt. Dazu wurden 15 µl der Zellsuspension, die man nach 

oben beschriebener Methode erhalten hatte, auf einen speziellen, zu dem System 

gehörenden Objektträger pipettiert und in die Zählkammer eingebracht. Die Zellkonzentration 
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der Suspension wurde in der Einheit [Zellzahl/ml] angezeigt. Das entsprechende Volumen, 

das die benötigte Anzahl von Zellen enthielt, konnte so aus der Suspension entnommen und 

weiterverarbeitet werden. 

3.2.4 Kryo-Konservierung und Rekultivierung 

Für die Kryo-Konservierung, die durchgeführt wurde, um das Fortschreiten höherer Passagen 

zwischen den einzelnen Versuchen zu minimieren, wurde das Medium aus den 

Zellkulturflaschen entfernt, der Zellrasen anschließend gewaschen mit 10 ml DPBS und mit 

1 ml Trypsin-EDTA nach zellkulturspezifischer Inkubationszeit abgelöst. Diese Reaktion 

wurde durch das Zugeben von 9 ml Nährmedium abgestoppt und die Suspension in einem 

15 ml Falcon für 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das 

Zellpellet in Medium mit 10% DMSO resuspendiert, sodass die Zellkonzentration circa 1 x 

106 Zellen/ml betrug. Je 1 ml dieser Suspension wurde in ein Kryogefäß überführt und in 

einem Ispropylbehälter bei -80°C für 24 Stunden eingefroren, bevor sie in flüssigem Stickstoff 

gelagert werden konnten. 

 

Um die Zellen weiter kultivieren zu können, wurden die Kryogefäße im Wasserbad bei 37°C 

aufgetaut und mit 1 ml Kulturmedium verdünnt. Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt 

für 10 Minuten bei 300 g. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 3 ml 

Nährmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt, die das benötigte Volumen 

an Medium enthielt. 

3.2.5 Proteinanalyse 

Um die Expression der p38 MAPK und ihrer aktivierten, phosphorylierten Form in den 

verschiedenen Zelllinien ohne und mit Hinzugabe der Inhibitoren darzustellen, wurden 

Proteinanalysen durchgeführt. Dazu wurden die Proteine aus den Zellen extrahiert, ihre 

Konzentration bestimmt, gefällt und mittels SDS-Page und Western-Blot nach ihrer Größe im 

elektrischen Feld aufgetrennt und anschließend detektiert. 

3.2.5.1  Proteinextraktion aus Zellkulturen 

Zur Gewinnung der Proteine aus den Zellen wurden die Zelllinien in einer Konzentration von 

5 x 105 Zellen/ml in Zellkulturschalen ausgesät, wobei für eine Konzentrationen der jeweiligen 

Inhibitoren je eine separate Schale vorgesehen war. Nach 24 Stunden im Inkubator wurden 

die Zellen für einen weiteren Tag auf serumfreies Medium umgesetzt, bevor sie am 

Versuchstag mit den Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen für zwei Stunden 
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behandelt wurden. Anschließend erfolgte die Proteinextraktion. Alle Arbeitsschritte erfolgten 

auf Eis. Das Medium wurde verworfen und die Zellen mit 10 ml pro Schale eiskaltem DPBS 

gewaschen und mittels 500 µl Lysepuffer, der einen Proteaseinhibitor enthielt, 

aufgeschlossen. Zusätzlich erfolgte eine mechanische Ablösung mittels Zellschaber. Die 

Lysate wurde in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß überführt und 30 Minuten auf Eis gelagert. 

Zwischenzeitlich wurde durch Vortexen eine Durchmischung gewährleistet. Danach wurde die 

Suspension für zehn Minuten bei 20000 g und 4°C in der Mikro-Kühlzentrifuge zentrifugiert. 

Das Pellet wurde verworfen und der Überstand, der die Proteine enthielt, konnte einer 

Konzentrationsbestimmung zugeführt werden. 

3.2.5.2  Protein-Konzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der Proteinmenge der Proteinextrakte aus den Zelllysaten wurde das 

PierceTM BCA Protein Assay Kit der Firma Thermo Scientific verwendet. Das Prinzip beruht 

auf einer Reduktion von zweiwertigen Kupferionen im alkalischen Medium durch Proteine zu 

einwertigen Kupferionen (Biuret-Reaktion), die wiederum mit Bicinchoninsäure (BCA) einen 

violetten Komplex bilden, dessen Absorption bei 562 nm photometrisch detektiert werden 

kann. Auf diese Weise korreliert die Proteinmenge mit der Absorption. Zur 

Versuchsdurchführung wurden die Proteinextrakte in einem 2 ml Eppendorf-Gefäß mit dH2O 

im Verhältnis 1:5 verdünnt, in diesem Fall 15 µl Proteinextrakt und 60 µl dH2O. Daraufhin 

wurden in jedes Probengefäß 600 µl der Reaktionslösung, die aus den Lösungen A und B im 

Verhältnis 50:1 zusammengesetzt ist, hinzugefügt. Jeweils 200 µl dieser Proben wurden in 

dreifachen Ansätzen auf eine 96-Well-Platte überführt. Zudem wurde eine 

Standardverdünnungsreihe mit bekannten Proteinmengen und ein Blank, die der Erstellung 

einer Eichkurve dienten, erstellt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37°C und 5% 

CO2 wurde die Absorption bei 562°nm mit dem ELISA Reader bestimmt. Anhand der 

Eichkurve konnte die Proteinkonzentration mit Microsoft Excel bestimmt werden.  

3.2.5.3  Proteinfällung und Lösen von Proteinen 

Um für die Analysen im Western-Blot mit einheitlichen Proteinmengen arbeiten zu können, 

wurden von jeder Probe das Volumen, dass 100 µg Protein enthielt, abgenommen und 

zusammen mit der neunfachen Menge an eiskaltem Aceton in eine 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Nach einer gleichmäßigen Durchmischung mittels Vortex wurden die Probengefäße 

über Nacht bei -20°C gelagert und somit gefällt. Am nächsten Tag erfolgte ein 

Zentrifugationsschritt für 10 Minuten bei 20000 g und 4°C in der Kühlzentrifuge. Das 

überständige Aceton wurde verworfen und das Proteinpellet in 25 µl 2x Ladepuffer 

resuspendiert. Die Lagerung der Proteine erfolgte bis zu Verwendung bei -20°C. 
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3.2.5.4  SDS-PAGE 

Zur Auftrennung wurden die Proteine nach dem Prinzip der Sodium-Dodecyl-Sulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem Polyacrylamid-Gel im elektrischen 

Feld anhand ihrer Größe separiert. Dabei wurde die Eigenladung der Proteine durch das 

anionische Detergens SDS überdeckt, sodass alle Proteine eine einheitliche negative Ladung 

aufwiesen und die Auftrennung allein nach dem Molekulargewicht erfolgte. Die dafür 

notwendige Gelmatrix wurde nach einem Pipettierschema (Tabelle 4) hergestellt.  

 

Tabelle 4: Pipettierschema SDS-PAGE für 2 Gele  

Reagenzien Trenngel 10% Sammelgel 4% 

30% Acrylamid 3,4 ml 830 µl 

dH2O 3,8 ml 3,4 ml 

1,5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,6 ml - 

0,5 M Tris-HCl (pH 6.8) - 630 µl 

10% SDS 100 µl 50 µl 

TEMED 4 µl 5 µl 

10% APS 100 µl 50 µl 

 

Es wurde zunächst der Trenngel-Ansatz zwischen zwei dafür vorgesehene eingespannte 

Glasplatten gegossen und mit Ethanol bedeckt. Nach 30 Minuten Polymerisation konnte das 

Ethanol abgegossen werden und der Ansatz für das Sammelgel hinzugefügt werden. Durch 

Einlage eines Kamms wurden Aussparungen für die Probentaschen geformt. Durch das 

Prinzip der diskontinuierlichen Gelelektrophorese, das heißt der Verwendung von zwei 

unterschiedlichen Gelarten, konnte eine einheitliche Proteinauftrennung erfolgen, da die 

Proteine nach Durchwanderung des Sammelgels einen gemeinsamen Startpunkt erreichten, 

bevor sie in das Trenngel wanderten. Die ausgehärteten Gele wurden in die Laufkammer von 

BioRad eingespannt und die Kammer mit 1x SDS-Rotiphorese-Puffer befüllt. Zwischenzeitlich 

wurden die im Laufpuffer gelösten Proteine für zehn Minuten in einem Heizblock bei 95°C 

erhitzt, anschließend auf Eis gestellt und kurz auf dem Vortex durchmischt. Der Kamm wurde 

vorsichtig aus dem Gel entfernt und die erste Tasche mit 5 µl BenchMark und 3 µl MagicMark 

XP befüllt, die als Molekulargewichtsmarker eine spätere Zuordnung der Proteinbanden 

erlaubten. Die anderen Taschen wurden mit je 10 µl der Proben beschickt. Durch Anlage der 

Spannung wurden die Proteine im elektrischen Feld aufgetrennt. Zunächst wurden 75 V 

angelegt, und nach Durchlaufen der Sammelgelphase wurde die Spannung auf 110 V erhöht. 

Die Spannungsquelle wurde abgestellt, sobald die Lauffront das untere Ende des Gels 

erreicht hatte. Direkt im Anschluss wurden die Gele aus der Kammer entnommen und 

geblottet. 
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3.2.5.5  Western-Blot 

Zur Analyse nach erfolgter Auftrennung wurden die Proteine wiederum durch Stromfluss in 

Richtung Anode von dem Polyacrylamid-Gel auf die PVDF-Transfermembran überführt, um 

anschließend mittels Antikörperfärbung detektiert werden zu können. Dafür wurde eine PVDF-

Membran und zwölf Filterpapiere auf eine zu dem Gel passende Größe zugeschnitten. Die 

Membran wurde zur Aktivierung für eine Minute in Ethanol gelegt, danach für zwei Minuten in 

dH2O abgewaschen und anschließend für fünf Minuten in Anodenpuffe äquilibriert. Der 

Aufbau erfolgte entsprechend dem Semidry-Verfahren in der Apparatur Trans Blot Turbo. Auf 

die mit Anodenpuffer befeuchtete Anodenplatte wurden sechs in Anodenpuffer getränkte 

Filterpapiere gelegt, darauf die PVDF-Membran und das Gel und anschließend sechs in 

Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere aufgelegt und Luftblasen mittels des blotting rollers 

entfernt. Abschließend wurde die Kathodenplatte mit Kathodenpuffer befeuchtet und 

aufgelegt. Die Apparatur wurde angeschlossen und die Proteine aus dem Gel auf die 

Membran für 30 Mintuen bei 25 V und 0,1 A transferiert. 

3.2.5.6  Proteindetektion 

Als erster Schritt in der Proteindetektion wurden unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-

Membran durch eine Behandlung mit 20 ml einer 1% oder 5% nfd Milchpulver-Lösung in 1x 

TBS-T (je nach Herstellerangabe des später verwendeten primären Antikörpers) für eine 

Stunde auf dem Inkubationsschüttler geblockt. Anschließend wurden die Membranen in 50 ml 

Falcons überführt und über Nacht bei 4°C auf einem Rollschüttler mit dem primären Antikörper 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Reste des primären Antikörpers durch einen dreimalig 

wiederholten, zehnminütigen Waschschritt mit TBS-T auf dem Inkubationsschüttler entfernt. 

Es folgte die Inkubation des sekundären Antikörpers für eine Stunde, der in einer 1:1000 

Verdünnung in demselben Blockingreagenz wie der primäre Antikörper angesetzt wurde. 

Abermals wurden die Antikörperreste durch einen dreimaligen Waschschritt mit TBS-T 

entfernt. Der sekundäre Antikörper war an eine Peroxidase gekoppelt, die nach Zugabe eines 

Substrats eine Reaktion katalysierte, die durch Chemilumineszenz detektierbar war. Als 

Substrat diente das Western Lightning Plus ECL Detektionsreagenz, bestehend aus gleichen 

Teilen Oxidizing Reagent und Enhanced Luminol Reagent Plus, von dem 4 ml für eine Minute 

auf die Membran gegeben wurden. Anschließend wurde die Membran zwischen zwei 

Klarsichtfolien gelegt, durch Ausrollen von überschüssigem ECL-Reagenz befreit und die 

Chemilumineszenz der Proteinbanden mit dem Gerät Fluorchrom Detektor aufgenommen. 

Die Quantifizierung der Bildinformation erfolgte mit dem Programm Alpha View von Protein 

simple und wurde anschließend mit Microsoft Excel ausgewertet. Die Bilddateien wurden 

dokumentiert. Falls die Membran ein weiteres Mal verwendet werden sollte, wurden die 
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Antikörper durch Strippen von der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran zunächst fünf 

Minuten auf dem Inkubationsschüttler in dH2O gewaschen, für 20 Minuten mit 0,2 M NaOH 

zur Ablösung behandelt und erneut für fünf Minuten in dH2O gewaschen. 

3.2.6 Migration in der Boyden-Kammer 

Ziel des Migrationsversuchs war es, eine aktive Migration der mit unterschiedlichen 

Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren behandelten Zellen hin zu einem Lockstoff 

nachzuweisen. Der Aufbau der Boyden-Kammer bestand aus einer Grund- und einer 

Deckplatte, in die jeweils 48 Wells eingelassen waren. Getrennt wurden diese beiden Platten 

durch eine poröse Polycarbonat-Membran, deren Porengröße von 8 µm es Zellen nicht 

ermöglicht, sie passiv zu überwinden, sondern eine aktive gerichtete Bewegung zur 

Durchquerung voraussetzt. Als chemotaktisch wirkender Lockstoff dienten, je nach Zelllinie, 

Kollagen I in den Konzentrationen 10 µg/ml (ZR751) und 20 µg/ml (MCF7, MCF10A) sowie 

Kollagen IV in der Konzentration 20 µg/ml (MDA-MB231) in serumfreiem Medium. Von diesen 

Chemotaxinen wurden jeweils 29 µl in die unteren Wells der Boyden-Kammer eingebracht. 

Als Negativkontrolle diente serumfreies Medium. Auf diese so befüllte Grundplatte wurde die 

Membran mit der glänzenden Seite nach unten gelegt, nachdem diese für circa 2 Minuten in 

DPBS äquilibriert wurde. Darauf wurden ein Dichtungsring und die Deckplatte angebracht. 

Zur Herstellung der Zellsuspension für die Wells der Deckplatte wurden die Zellen 24 Stunden 

vor dem Versuch auf FCS-freies Medium umgestellt. Am Versuchstag wurden die Zellen mit 

einem der beiden Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen für zwei Stunden 

behandelt, wie oben beschrieben mittels Trypsin-Reaktion abgelöst und die Zellkonzentration 

bestimmt. Um für den Versuch eine Zellkonzentration von 3 x 105/ml zu erreichen, wurde das 

Volumen der Zellsuspension abgenommen, das 6 x 105 Zellen enthielt, und für 5 Minuten bei 

300 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml FCS-freien Medium, das den jeweiligen 

Inhibitor in der zu untersuchenden Konzentration enthielt, resuspendiert. Von dieser 

Zellsuspension wurde dann die obere Kammer mit 50 µl pro Well beschickt und anschließend 

mittels 6 Schrauben verschlossen. Das Auftragschema sah 4-fache Ansätze für jede getestete 

Inhibitorkonzentration vor. Nach dieser Vorbereitung wurde die Migrationskammer für 16 

Stunden im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 belassen, um die Zellen migrieren zu lassen. 

 

Um den Versuch auswerten zu können, mussten die migrierten Zellen fixiert und gefärbt 

werden. Dazu wurde nach Ablauf der 16 Stunden die Zellsuspension aus der Deckplatte 

abgekippt und die Migrationskammer vorsichtig auseinandergebaut. Die Membran wurde 

zwischen zwei Klammern eingespannt und die matte Seite, die vorher der Zellsuspension 

zugewandt war, wurde durch einen zweimaligen Waschschritt mit dem Puffer nach Weise und 

anschließendem Abziehen über einen Küchenschaber von den nicht migrierten Zellen 
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gereinigt. Anschließend wurde die Membran mit der glänzenden Seite nach oben gerichtet an 

der Luft getrocknet. Durch ein einminütiges Bad in Methanol wurden die migrierten Zellen, die 

sich auf der glänzenden, der vormals den Lockstoffen zugewandten Seite befanden, fixiert. In 

einem weiteren Schritt wurden die Zellen nach erneuter Trocknung der Membran mittels des 

Färbe-Kit-Systems Hemacolor gefärbt. Dazu wurde die entsprechende Membranseite dreimal 

mit der rötlichen Lösung 2 und sechsmal mit der bläulichen Lösung 3 benetzt. Die Reinigung 

erfolgte durch Ziehen durch den Puffer nach Weise, bis sich keine Farbschlieren mehr auf der 

Membran zeigten. Die getrockneten und gefärbten Membranen konnten nun auf einen 

Objektträger mit Immersionsöl glattgestrichen und durch ein Deckglas bedeckt werden, 

welches an den Rändern durch Nagellack abgedichtet wurde.  

 

Zur Auswertung wurden die Areale der migrierten Zellen mittels Lochschablone markiert und 

am Lichtmikroskop bei 400-facher Vergrößerung durch ein Rasterokular, welches ein Quadrat 

aufzeigt, das aus 10 x 10 Kleinquadraten mit einer Fläche von je 1 mm2 besteht, betrachtet. 

In jedem Well wurden so 10 Kleinquadrate ausgezählt und der Mittelwert der gezählten, 

migrierten Zellen aus allen vier Ansätzen einer getesteten Konzentration gebildet und die 

Standardabweichung berechnet. 

 

Um die Migrationskammer von Resten der Zellsuspension und der Chemotaxine zu reinigen, 

wurde eine 1% Terg-a-Zyme-Lösung hergestellt, indem die entsprechende Menge an Terg-a-

Zyme unter Rühren auf einer Heizplatte bei 40°C in destilliertem Wasser gelöst wurde. Die 

auseinandergebaute und mit destilliertem Wasser abgespülte Kammer wurden dann über 

Nacht in der der Terg-a-Zyme-Lösung eingelegt. Anschließend wurden die Kammerteile 

erneut mit destilliertem Wasser abgespült und an der Luft trocknen gelassen. 

3.2.7 Adhäsion an Komponenten der Extrazellularmatrix 

Ziel des Adhäsions-Versuchs war es, die Fähigkeit der Tumorzellen, an verschiedenen 

Komponenten der Extrazellular-Matrix zu binden, zu untersuchen. Die Pierce Maleic 

Anhydride Activated 96-Well-Platte wurde dafür in vierfachen Ansätzen mit einer Lösung 

(10 µg/ml DPBS) der Proteine Fibronektin, Kollagen I, Kollagen IV, Vitronektin und Laminin 

über Nacht bei Raumtemperatur und abgedeckt durch Alufolie auf einer Schüttelplatte 

beschichtet. Um die überschüssigen Proteine zu entfernen, wurde am nächsten Morgen die 

Lösungen verworfen und die Platte zweimal mit je 100 µl/Well Waschpuffer, der aus DPBS 

und 0,05% Tween 20 hergestellt wurde, ausgewaschen. Unspezifische Bindungsstellen 

wurden anschließend mit 200 µl/Well Blockpufffer, bestehend aus DPBS und 0,5% BSA, für 

eine Stunde im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 gebunden. Im Anschluss wurde der 

Blockpuffer abgekippt. 
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Zur Vorbereitung der Zellen wurden diese für 24 Stunden auf FCS-freies Medium umgestellt 

und anschließend mit einem der beiden Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen für zwei 

Stunden behandelt. Anschließend wurde, während des Blockierungsschritts der Platte, wie 

oben beschrieben durch Trypsin-Reaktion, Zellkonzentrationsbestimmung und Zentrifugation 

eine Zellsuspension mit einer Zellkonzentration von 4 x 105 Zellen/ml hergestellt, wobei zur 

Resuspension des Zellpellets FCS-freies Medium mit dem jeweiligen Inhibitor in der 

entsprechenden Konzentration verwendet wurde. Die Wells wurden mit je 50 µl der 

Zellsuspension beschickt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Platten bei 37°C und 5% 

CO2 für zwei Stunden, um die Zellen adhärieren zu lassen. Nach dieser Inkubationszeit wurde 

die Zellsuspension abgekippt und nicht-adhärente Zellen durch einen zweimaligen 

Waschschritt mir 100 µl/Well Waschpuffer entfernt. Die am Boden der beschichteten Wells 

adhärenten Zellen wurden mit 4% Paraformaldehyd (100 µl/Well) für 15 Minuten fixiert. Es 

folgte eine erneuter Waschschritt mit 100 µl/Well DPBS. Die so fixierten Zellen wurden mittels 

100 µl/Well Kristallviolett-Lösung (5 mg/ml in Ethanol, 2%) für zehn Minuten gefärbt. 

Überschüssiges Färbemittel wurde abgekippt und durch einen dreifachen Waschschritt mit je 

100 µl/Well Waschpuffer ausgewaschen. Im Anschluss wurden die Platten an der Luft 

getrocknet und das Kristallviolett durch 100 µl/Well SDS-Lösung (2%) für 30 Minuten 

herausgelöst. Durch den ELISA Reader wurde bei 550 nm Wellenlänge die Absorption 

bestimmt. Die Referenzwellenlänge betrug 650 nm. Die Auswertung der Daten erfolgte mit 

Microsoft Excel. 

3.2.8 Proliferationsassay 

Um die Zellteilung der Tumorzellen beurteilen zu können, wurde ein Kit-System der Firma 

Roche verwendet, welches die Inkorporation von Bromdesoxyuridin (BrdU) anstelle von 

Thymidin in die DNA proliferierender Zellen misst. Dazu bindet ein spezifischer Antikörper, an 

den eine Peroxidase gekoppelt ist, an das eingebaute BrdU. Die Peroxidase setzt ein Substrat 

um und der dadurch entstehende Farbumschlag kann photometrisch gemessen werden. Die 

Intensität des Signals ist proportional zu Menge des eingebauten BrdUs und damit zur 

Teilungsrate der Zellen und erlaubt so Rückschlüsse auf die Proliferation. 

 

Für die Versuchsdurchführung wurden die Zellen durch Trypsin-Reaktion, 

Zellkonzentrationsbestimmung, Zentrifugation und Resuspension in FCS-haltigem Medium 

auf eine Konzentration von 5 x 104 Zellen/ml gebracht. Jedes Well einer 96-Well-Platte wurde 

mit 100 µl dieser Zellsuspension beschickt, sodass circa 5 x 103 Zellen pro Well ausgesät 

wurden. Am folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel auf FCS-freies Medium für 24 

Stunden. Anschließend erfolgte die Behandlung mit den jeweiligen Inhibitoren in den zu 

untersuchenden Konzentrationen für zwei Stunden in vierfachen Ansätzen. Nach der 
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Inkubationszeit der Inhibitoren erfolgte der Assay. Dazu wurde zu den Zellen 10 µl einer BrdU-

Arbeitslösung zugegeben, welche aus der 1:100fach in DPBS verdünnten BrdU-Labeling-

Solution bestand. Die Platten wurden für zwei Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. In 

dieser Zeit wurde das BrdU in die DNA der proliferierenden Zellen eingebaut. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurde die Lösung abgekippt und die Zellen mit 200 µl/Well Fix-Denat-Lösung 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur denaturiert und fixiert. Nachdem diese Lösung entfernt 

wurde, wurde der Antikörper mit der gekoppelten Peroxidase zu den Zellen (100 µl Antikörper-

Lösung/Well) gegeben. Für diese Lösung wurde der Antikörper mit der Dilution Solution 1:100 

verdünnt. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschließend wurde 

die Antikörper-Lösung abgekippt und überschüssiger Antikörper durch einen dreimaligen 

Waschschritt mit 200 µl/Well Washing Solution (Washing Buffer 1:10 verdünnt mit 

destilliertem Wasser) entfernt. Danach wurde das Substrat für die Peroxidase-Reaktion 

zugegeben (100 µl Substrat-Lösung/Well), welches für 15 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubierte. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 µl/Well einer 1 M H2SO4 gestoppt, 

erkennbar an einem Farbumschlag von blau zu gelb.  Zur besseren Durchmischung wurden 

die Platten für eine Minute auf einer Schüttelplatte bei 300 rpm positioniert. Die Absorption 

wurde im ELISA Reader bei 450 nm (Referenzwellenlänge 650 nm) gemessen und die 

gewonnenen Daten wurden mit Microsoft Excel ausgewertet. 

3.2.9 Viabilitätsassay 

Mit dem Assay RealTime-GloTM der Firma Promega konnte die Anzahl vitaler Zellen durch 

Messung des zellulären Reduktionspotentials im Zeitverlauf bestimmt werden. Das 

Testprinzip bestand darin, dass nur metabolisch aktive und damit vitale Zellen ein Substrat 

durch Reduktion in ein anderes, für ein Test-Enzym passendes Substrat umsetzen können. 

Diese letzte Reaktion war dann als Lumineszenz-Signal messbar. Zur Versuchsdurchführung 

wurden die Zellen wie oben beschrieben auf eine Zellkonzentration von 5 x 104 Zellen/ml 

eingestellt und je 5000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte ausplattiert. Nach 24 Stunden 

im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 wurden die Zellen für einen weiteren Tag auf serumfreies 

Medium umgestellt. Am Versuchstag wurden die Zellen auf das Assay-Medium umgestellt, 

welches das umzusetzende Substrat und das Enzym für den Viabilitätsassay im serumfreien 

Medium enthielt. Nach einer einstündigen Inkubation erfolgte die Messung der Lumineszenz 

im GloMax Multi-Detektionssystem (Zeitpunkt t0). Im Anschluss wurden die beiden Inhibitoren 

in den entsprechenden Konzentrationen in jeweils vierfachen Ansätzen mit einer 

Inkubationszeit von zwei Stunden hinzugegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit (t1) sowie 

nach jeweils einer weiteren Stunde (t2 und t3) wurde die Lumineszenz erneut ermittelt. Die 

Auswertung des Assay erfolgte mit Microsoft Excel. 
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3.3 Statistische Auswertung 

Von den beschriebenen Experimenten wurden jeweils drei unabhängige Versuche mit je vier 

mitgeführten Ansätzen pro Probe (Migrations-, Adhäsions-, Poliferations- und 

Viabilitäsassays), beziehungsweise drei unabhängige Western-Blots durchgeführt. Zur 

statistischen Auswertung wurde das Programm Microsoft Excel verwendet. Zur Ermittlung der 

Signifikanz wurde ein student’s t-Test durchgeführt, wobei statistische Signifikanz bei einem 

P-Wert <0,05 angenommen wurde. 
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4 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L auf 

das funktionelle Verhalten von Mammakarzinomzelllinien untersucht. Dabei wurde die 

Expression und der Aktivierungszustand der p38 MAPK mittels Western-Blot-Analysen 

bestimmt sowie die Auswirkungen der Inhibitoren auf das Migrations- und Adhäsionsverhalten 

und auf die Proliferation und die Viabilität der Zellen betrachtet. 

4.1 Expression und Aktivität der p38 MAPK unter Inhibition 

Zum Verständnis der Effekte der p38 MAPK-Inhibition auf molekularer Ebene wurde mittels 

Western-Blot das Expressionsniveau der gesamten (inaktiven und aktiven) p38 MAPK 

bestimmt. Daneben wurde auch die Auswirkungen der beiden Inhibitoren in steigenden 

Konzentrationen auf das Expressionslevel der phosphorylierten und damit aktivierten Kinase 

untersucht.  
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Abbildung 5: Expression von p38 MAPK unter Einfluss steigender Konzentrationen der p38 

MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L in der Zelllinie AU565. 

Die p38 MAPK-Inhibitoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet (SB203580: 0,1, 1, 

5, 10 µM; Skepinone-L: 25, 50, 100, 200 nM), dargestellt als Faktoren ihres jeweiligen IC50-Werts 

(SB203580: 0,5 µM, entsprechend Faktor 0,2, 2, 10, 20; Skepinone-L: 5 nM, entsprechend Faktor 5, 

10, 20, 40). Die Inhibitoren wurden in serumfreien Nährmedium gelöst. Die Inkubationszeit betrug zwei 

Stunden. Im oberen Teil der Abbildung ist ein repräsentatives Western-Blot-Ergebnis abgebildet. 

Proteinmenge 50 µg, 10%iges Agarose-Gel. Als Ladekontrolle diente im Anschluss an die Detektion 

ein β-Actin Antibody, monoclonal, mouse. Im unteren Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der 

Computer-gestützten Quantifizierung dreier unabhängiger Versuche dargestellt, die Mittelwerte sowie 

deren Standardabweichungen. Die Werte der unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle 

anderen Werte beziehen sich auf diesen Wert. 
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Abbildung 6: Expression von phosphorylierter p38 MAPK (Thr180/Tyr182) unter Einfluss 

steigender Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L in der 

Zelllinie AU565. 

Die p38 MAPK-Inhibitoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet (SB203580: 0,1, 1, 

5, 10 µM; Skepinone-L: 25, 50, 100, 200 nM), dargestellt als Faktoren ihres jeweiligen IC50-Werts 

(SB203580: 0,5 µM, entsprechend Faktor 0,2, 2, 10, 20; Skepinone-L: 5 nM, entsprechend Faktor 5, 

10, 20, 40). Die Inhibitoren wurden in serumfreien Nährmedium gelöst. Die Inkubationszeit betrug zwei 

Stunden. Im oberen Teil der Abbildung ist ein repräsentatives Western-Blot-Ergebnis abgebildet. 

Proteinmenge 50 µg, 10%iges Agarose-Gel. Als Ladekontrolle diente im Anschluss an die Detektion 

ein β-Actin Antibody, monoclonal, mouse. Im unteren Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der 

Computer-gestützten Quantifizierung dreier unabhängiger Versuche dargestellt, die Mittelwerte sowie 

deren Standardabweichungen. Die Werte der unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle 

anderen Werte beziehen sich auf diesen Wert. 
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Die Zelllinie AU565 reagierte auf die Behandlung mit dem Inhibitor SB203580 insgesamt mit 

einem Anstieg der Expression der p38 MAPK (Abbildung 5). Am stärksten ausgeprägt war 

dieser Effekt bei der höchsten getesteten Konzentration (Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 

10 µM) und erreichte dabei eine Steigerung um 97%. Dahingegen kam es unter der 

Behandlung mit steigenden Konzentrationen von Skepinone-L zunächst zu einer Reduktion 

der p38 MAPK-Expression, beispielsweise auf 69% des Expressionsniveaus unbehandelter 

Zellen bei Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 100 nM (p = 0,03). Jedoch wurde bei weiterer 

Steigerung der Skepinone-L-Konzentration (Faktor IC50-Wert = 40, entsprechend 200 nM) 

eine Annäherung an den Kontrollwert beobachtet (95%). Bei der Betrachtung der 

phosphorylierten p38 MAPK (Abbildung 6) wurde eine deutliche Divergenz zwischen den 

Auswirkungen der beiden Inhibitoren gefunden: Während es durch die Behandlung mit 

steigenden Konzentrationen von SB203580 zu einer annähernd exponentiellen Zunahme der 

Expression der phosphorylierten p38 MAPK kam (um 454% der Kontrolle bei Faktor IC50-Wert 

= 20, entsprechend 10 µM, p < 0,01), führte Skepinone-L zunächst zu einer moderaten 

(Reduktion auf 70% bei Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 100 nM,), bei der höchsten 

getesteten Konzentration jedoch zu einer starken Abnahme auf 19% der Kontrolle (Faktor 

IC50-Wert = 40, entsprechend 200 nM). 

 

Tabelle 5: Veränderung der Expression von p38 MAPK und Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 

in den Zelllinien AU565, MCF7, MCF10A, MDA-MB231 und ZR751. 

Dargestellt sind die Änderungen der Expression der genannten Proteine unter Behandlung mit den 

Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L bei Faktor IC50-Wert = 20 (n = 3), verglichen mit unbehandelten 

Zellen, deren Wert auf 100% gesetzt wurde. Die Inhibitoren wurden in serumfreien Nährmedium gelöst. 

Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden. („=“: +/- 15%, „+“: +15 – 10%, „++“: +100 – 200%, „+++“: > 

+200%, „-“: -15 – 30%, „--“: -30 - 50%, „---“: > -50%) 

 p38 MAPK-Expression Phospho-p38 MAPK-

Expression (T180/Y182) 

Zelllinie SB203580 Skepinone-L SB203580 Skepinone-L 

AU565 + -- +++ - 

MCF7 + = + -- 

MCF10A ++ = +++ -- 

MDA-MB231 = = -- = 

ZR751 + - + = 

 

Ähnliche, wenn auch weniger deutlich divergente Auswirkungen der beiden Inhibitoren wie für 

die Zelllinie AU565 finden sich für beide getesteten Expressionsniveaus auch für MCF7, 

MCF10A und ZR751. Eine Ausnahme bildet die Zelllinie MDA-MB231. Hier zeigte weder die 

Behandlung mit SB203580, noch mit Skepinone-L eine Auswirkung auf die Expression der 

p38 MAPK. Bei Betrachtung der Phospho-p38 MAPK zeigte allein die Behandlung mit 
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SB203580 einen Effekt: Hierbei kam es im Gegensatz zu den anderen Zelllinien nicht zu einer 

Zu- sondern zu einer Abnahme des Expressionslevels (Tabelle 5) 

4.2 Chemotaktische Zellmigration unter p38 MAPK-Inhibition 

Als ein wichtiger Aspekt des funktionellen Verhaltens von Tumorzellen, der die Dissemination 

und Metastasierung ermöglicht, wurde die Migration und der Effekt der p38 MAPK-Inhibitoren 

SB203580 und Skepinone-L untersucht, um die Rolle des Signalwegs bei diesem Prozess 

näher zu charakterisieren. 
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Abbildung 7: Einfluss steigender Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und 

Skepinone-L auf die chemotaktische Migration der Zelllinien MCF7 (A), MCF10A (B), MDA-

MB231 (C) und ZR751 (D). 

Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie die 

Standardabweichungen. Die p38 MAPK-Inhibitoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen 

verwendet (SB203580: 0,1, 1, 5, 10 µM; Skepinone-L: 25, 50, 100, 200 nM), dargestellt als Faktoren 

ihres jeweiligen IC50-Werts (SB203580: 0,5 µM, entsprechend Faktor 0,2, 2, 10, 20; Skepinone-L: 5 nM, 

entsprechend Faktor 5, 10, 20, 40). Die Inhibitoren wurden in serumfreiem Nährmedium gelöst. Die 

Inkubationszeit betrug 2 Stunden, die Migrationszeit in der Boyden-Kammer betrug 16 Stunden. Als 

Chemotaxin dienten Kollagen I in den Konzentrationen 10 µg/ml (ZR751) und 20 µg/ml (MCF7, 

MCF10A) sowie Kollagen IV in der Konzentration 20 µg/ml (MDA-MB231). Die Werte der 

unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle anderen Werte beziehen sich auf diesen Wert. 

 

Die MCF7-Zellen (Abbildung 7(A)) migrierten sowohl unter der Behandlung mit SB203580, als 

auch mit Skepinone-L in steigenden Konzentrationen vermindert verglichen mit der 
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unbehandelten Kontrollgruppe. So sank die Migration bei den äquipotenten Konzentrationen 

von Faktor IC50-Wert = 20 (entsprechend 10 µM SB203580 und 100 nM Skepinone-L) zu einer 

Abnahme auf 94%, bzw. 95% der Kontrolle. Eine Ausnahme hiervon fand sich für Skepinone-

L in der Konzentration von Faktor IC50-Wert = 5 (entsprechend 25 nM), bei der es zu einem 

leichten Anstieg der Migration um 7% kam. 

 

Dahingegen migrierten Zellen der Linie MCF10A (Abbildung 7 (B)) unter Behandlung mit 

SB203580 geringer. So sank die Migration bei der höchsten getesteten Konzentration (Faktor 

IC50-Wert = 20, entsprechend 10 µM) auf knapp 60% der Kontrolle. Im Gegensatz dazu kam 

es durch die Behandlung mit Skepinone-L zu einer Zunahme der Migration, die ab einer 

Konzentration von Faktor IC50-Wert = 5, entsprechend 25 nM, ein Plateau erreichte (Zunahme 

um circa 20%). 

 

Die Zelllinie MDA-MB231 (Abbildung 7 (C)) reagierte auf die Behandlung mit sowohl 

SB203580 als auch mit Skepinone-L mit einer Abnahme der Migration. Dabei war der 

beobachtete Effekt unter SB203580 stärker ausgeprägt: In den vergleichbaren getesteten 

Konzentrationen (SB203580: Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 10 µM; Skepinone-L: 

Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 100 nM) betrug die Migration unter SB 203580 circa 60% 

(p < 0,01), unter Skepinone-L 75% der Kontrolle. 

 

Zellen der Linie ZR751 (Abbildung 7 (D)) migrierten unter SB203580 in steigenden 

Konzentrationen zunächst verstärkt, dann jedoch vermindert (138% der Kontrolle bei Faktor 

IC50-Wert = 2, entsprechend 2 µM; 68% der Kontrolle bei Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 

10 µM). Dahingegen blieb die Migration unter niedrigen Konzentrationen von Skepinone-L 

gleich (100% der Kontrolle bei Faktor IC50-Wert = 5, entsprechend 25 nM), nahm bei 

steigenden Konzentrationen zu (Faktor IC50-Wert = 10, entsprechend 50 nM) und näherte sich 

bei der höchsten Konzentration (Faktor IC50-Wert = 40, entsprechend 200 nM) wieder dem 

Wert der Kontrolle an. 

 

Abschließend soll erwähnt werden, dass der Migrationsversuch aufgrund der geringen 

Anzahlt migrierter Zellen der Zelllinie AU565 nicht durchgeführt werden konnte. Eine 

Erklärung hierfür ist das vermehrte Wachstum in Suspension, während die anderen Zelllinien 

ein vornehmlich adhärentes Wuchsmuster aufweisen. 
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4.3 Zelladhäsion unter p38 MAPK-Inhibition 

(A) AU565 

  

(B) MCF7 

  

(C) MCF10A 
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(D) MDA-MB231 

  

(E) ZR751 

  

Abbildung 8: Adhäsion der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), MCF10A (C), MDA-

MB231 (D) und ZR751 (E) unter Einfluss steigender Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren 

SB203580 und Skepinone-L an Fibronektin und BSA. 

Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie die 

Standardabweichungen. Die p38 MAPK-Inhibitoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen 

verwendet (SB203580: 0,1, 1, 5, 10 µM; Skepinone-L: 25, 50, 100, 200 nM), dargestellt als Faktoren 

ihres jeweiligen IC50-Werts (SB203580: 0,5 µM, entsprechend Faktor 0,2, 2, 10, 20; Skepinone-L: 5 nM, 

entsprechend Faktor 5, 10, 20, 40). Die Inhibitoren wurden in serumfreien Nährmedium gelöst. Die 

Inkubationszeit betrug zwei Stunden. Unbehandelte Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle anderen 

Werte beziehen sich auf diesen Wert.  

 

Ein weiterer, wichtiger Aspekt des funktionellen Verhaltens von Tumorzellen ist die Fähigkeit 

zur Adhäsion an Komponenten der Extrazellularmatrix. Hierbei wurde die Adhäsion an 

Fibronektin untersucht, wobei BSA als Kontrolle diente. 
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Die Zelllinie AU565 (Abbildung 8 (A)) reagierte durch die Behandlung sowohl mit SB203580, 

als auch mit Skepinone-L mit einer Reduktion des Adhäsionsverhaltens. Jedoch konnte nach 

der Behandlung mit SB203580 sowohl eine bei geringeren Konzentrationen einsetzende, als 

auch eine insgesamt stärkere Reduktion festgestellt werden. So kam es bei der äquipotenten 

Konzentration von bei Faktor IC50-Wert = 10 (entsprechend 5 µM SB 203580 und 50 nM 

Skepinone-L) bei der Behandlung mit SB203580 zu einer Reduktion auf 70% der Kontrolle 

und bei Skepinone-L auf 79% (p < 0,01).  

 

Ähnlich reagierten die Zellen der Linien MDA-MB231 (Abbildung 8 (D)) und ZR751 (Abbildung 

8 (E)): Auch MDA-MB231-Zellen zeigten unter der Behandlung mit SB203580 eine frühere 

und stärkere Reduktion der Adhäsion als unter Skepinone-L, beispielsweise wurde bei der 

äquipotenten Konzentration von bei Faktor IC50-Wert = 20 entsprechend 20 µM SB203580 

und 100 nM Skepinone-L eine Abnahme der Adhäsion auf 71%, bzw. 82% der Kontrolle 

festgestellt. Die ZR751-Zellen zeigten unter der Behandlung sowohl mit SB203580 als auch 

mit Skepinone-L eine reduzierte Adhäsion. Allerdings waren die Unterschiede zwischen den 

Inhibitoren geringer ausgeprägt. So wurde bei der äquipotenten Konzentration von Faktor 

IC50-Wert = 10 entsprechend 5 µM SB203580 und 50 nM Skepinone-L eine Abnahme der 

Adhäsion auf 79%, bzw. 86% (p < 0,01) der Kontrolle festgestellt. Eine Ausnahme von diesem 

Bild stellte die Konzentration Faktor IC50-Wert = 20 entsprechend 10 µM SB203580, unter der 

es zu einer Zunahme der Adhäsion um circa 30% kam. 

 

Die MCF7-Zellen (Abbildung 8 (B)) reagierten auf die Behandlung mit SB203580 ebenfalls mit 

einer Reduktion der Adhäsion (beispielsweise bei Faktor IC50-Wert = 2, entsprechend 1 µM 

auf 69% der Kontrolle, p = 0,04). Dahingegen wurden unter Skepinone-L ein ähnliches 

Adhäsionsverhalten wie in der Kontrolle beobachtet. 

 

Die Zellen der Linie MCF10A (Abbildung 8 (C)) reagierten auf die Behandlung mit beiden 

Inhibitoren mit keiner signifikanten Veränderung der Adhäsion. Lediglich bei niedrigen und 

mittleren Konzentrationen von Skepinone-L (Faktor IC50-Wert = 5, entsprechend 25 nM und 

Faktor IC50-Wert = 10, entsprechend 50 nM) kam es zu einer leichten Zunahme der Adhäsion 

um 8%, bzw. um 20% im Vergleich zur Kontrolle. 

4.4 Zellproliferation unter p38 MAPK-Inhibition 

Um die Auswirkungen steigender Konzentrationen der beiden p38 MAPK-Inhibitoren 

SB203580 und Skepinone-L auf die Zellteilungsrate zu untersuchen, wurden BrdU-Assays 

durchgeführt. Die gesteigerte Proliferation gegenüber den Zellen des gesunden Gewebes 



Ergebnisse 

 

45 

ermöglicht Wachstum des Primarius oder der Metastasen und ist damit ein grundlegender 

Aspekt des funktionellen Verhaltens von Tumorzellen. 
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Abbildung 9: Proliferation der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), MCF10A (C), 

MDA-MB231 (D) und ZR751 (E) unter Einfluss steigender Konzentrationen der p38 MAPK-

Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L, quantifiziert mittels BrdU-ELISA.  

Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie die 

Standardabweichungen. Die p38 MAPK-Inhibitoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen 

verwendet (SB203580: 0,1, 1, 5, 10 µM; Skepinone-L: 25, 50, 100, 200 nM), dargestellt als Faktoren 

ihres jeweiligen IC50-Werts (SB203580: 0,5 µM, entsprechend Faktor 0,2, 2, 10, 20; Skepinone-L: 5 nM, 

entsprechend Faktor 5, 10, 20, 40). Die Inhibitoren wurden in serumfreien Nährmedium gelöst. Die 

Inkubationszeit betrug zwei Stunden. Werte der unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle 

anderen Werte beziehen sich auf diesen Wert.  

 

Die beobachteten Effekte steigender Konzentrationen der beiden Inhibitoren auf die 

Proliferation der Zelllinien AU565, MCF7 und MCF10A (Abbildung 9 (A), (B), (C)) fielen 

insgesamt gering aus und schwankten um den Wert der Kontrolle. 

 

Dahingegen kam zeigten die Zellen der Linie MDA-MB231 (Abbildung 9 (D)) unter der 

Behandlung sowohl mit SB203580 als auch mit Skepinone-L eine leichte Zunahme der 

Zellteilung um circa 10 bis 15% verglichen mit der Kontrolle. ZR751-Zellen (Abbildung 9 (E)) 

reagierten auf die beiden Inhibitoren gegensätzlich: Während die Behandlung mit SB203580 

ebenfalls zu einer Zunahme der Proliferation führte (beispielsweise um 20% bei Faktor IC50-

Wert = 20, entsprechend 10 µM), kam es unter Skepinone-L zu einem Abfall der Zellteilung 

(beispielsweise auf 87% der Kontrolle bei Faktor IC50-Wert = 20, entsprechend 100 nM). 

4.5 Zellviabilität unter p38 MAPK-Inhibition 

Zur Beurteilung der Viabilität der Tumorzellen unter der Behandlung mit steigenden 

Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L, wurde mit dem 

Assay RealTime-GloTM der Firma Promega gearbeitet. 
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Abbildung 10: Zellviabilität der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), MCF10A (C), 

MDA-MB231 (D) und ZR751 (E) nach der Behandlung mit den p38 MAPK-Inhibitoren SB 203580 

und Skepinone-L. 

Dargestellt ist der Verlauf der Zellviabilität zu den Zeitpunkten vor Zugabe der Inhibitoren, nach zwei 

Stunden Inkubationszeit, sowie nach insgesamt drei und vier Stunden nach Zugabe der Inhibitoren. 

Die Konzentration der Inhibitoren betrug Faktor IC50-Wert = 20 (SB203580 10 µM, Skepinone-L 

100 nM). Die Werte der unbehandelten Zellen wurden auf 100% gesetzt, alle anderen Werte beziehen 

sich auf diesen Wert. Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie 

die Standardabweichungen. 

 

Die AU565-Zellen (Abbildung 10 (A)) reagierten auf die Behandlung sowohl mit SB203580 als 

auch mit Skepinone-L mit einer Reduktion der Viabilität. Dabei war die Abnahme unter 

SB203580 jedoch ausgeprägter als unter Skepinone-L, beispielsweise zwei Stunden nach 
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Zugabe der Inhibitoren lag die Viabilität der mit SB203580 behandelten Zellen bei 64% (p < 

0,01) der Kontrolle, während sie bei den mit Skepinone-L behandelten Zellen bei 75% lag. 

 

Die Zelllinien MCF7, MDA-MB231 und ZR751 (Abbildung 10 (B), (D), (E)) wiesen ein 

ähnliches Verhalten auf: Während die Behandlung mit SB203580 im Zeitverlauf nur einen 

minimalen reduzierenden Effekt auf die Viabilität zeigte, kam es unter der Behandlung mit 

Skepinone-L zu einer Zunahme der Viabilität. Dabei verdoppelten die MDA-MB231- und 

ZR751-Zellen den Anteil vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle. 

 

Die Zellen der Linie MCF10A reagierten auf die Zugabe der beiden Inhibitoren mit einer 

entgegengesetzten Entwicklung der Viabilität: Während es unter SB203580 nach vier 

Stunden zu einer Abnahme der Zellviabilität auf 64% (p < 0,01) der Kontrolle kam, führte eine 

vierstündige Behandlung einer äquipotenten Konzentration von Skepinone-L zu einer 

Steigerung der Viabilität um 47%. 
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5 Diskussion 

5.1 Unterschiedliche Selektivität der verwendeten Inhibitoren: 

Skepinone-L hemmt selektiv p38α und β MAPK 

Als neu eingeführter Inhibitor der p38 MAPK bietet Skepinone-L zwei bemerkenswerte 

Vorteile: Zum einen zeigt es eine verbesserte Wirksamkeit in vivo, zum anderen zeichnet es 

sich durch eine hohe Selektivität der Hemmung aus (Koeberle et al. 2011). Als ATP-

kompetitive Hemmstoffe binden etablierte Typ I-Inhibitoren an die ATP-Bindungsstelle des 

Enzyms. Diese ist als gemeinsames Strukturmerkmal aller Enzyme mit Kinasefunktion 

hochkonserviert und dementsprechend nicht spezifisch für ein bestimmtes Protein. Daraus 

resultiert eine unspezifische Hemmung verschiedenster Kinasen (Abbildung 11). Als seit 

vielen Jahren bekannter und genutzter Inhibitor hemmt SB203580 zahlreiche Kinasen. Dazu 

zählen nicht nur alle Isoformen der p38 MAPK, sondern auch andere MAPK wie 

beispielsweise JNK, aber auch Kinasen anderer Familien, wie etwa EGFR als 

Rezeptortyrosinkinase (RTK) oder GAK als CDK (Fabian et al. 2005). Dahingegen finden sich 

im Dendrogramm von Skepinone-L nur zwei eng beieinander liegende Markierungen: 

Skepinone-L ist spezifisch für p38α und β MAPK. 

(A)  (B)  

Abbildung 11 Dendrogramme der durch SB203580 (A) und Skepinone-L (B) inhibierten Kinasen, 

(A) (Fabian et al. 2005), (B) (Koeberle et al. 2011).  

Abgebildet ist die Gesamtheit aller humanen Kinasen, aufgeteilt in die entsprechenden Familien. Die 

roten Kreise entsprechen dabei je einer durch die entsprechende Substanz gehemmte Kinase, wobei 

die Größe des Kreises mit der Effektivität der Hemmung korreliert. 
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Dies wurde von Koeberle et al. durch Modifikation der Molekülstruktur erreicht. Dazu zählt das 

sogenannte gatekeeper residue, welches eine lineare Anordnung der aromatischen Ringe des 

Inhibitors und damit eine stabile Bindung mit der hinge-Region der Kinase ermöglicht, und die 

Fähigkeit, bei der Kinase einen so genannten glycine flip zu induzieren und so zwei anstatt 

eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem Protein einzugehen (Koeberle et al. 2011). 

 

Bisherige Studien, die auf eine genauere Charakterisierung des p38 MAPK-Signalwegs 

abgezielten, haben vielfach die älteren, etablierteren Inhibitoren wie beispielsweise SB203580 

verwendet. Daraus resultiert eine eingeschränkte Aussagekraft der Ergebnisse, denn ob die 

beobachtete Effekte tatsächlich auf die Hemmung der p38α und β MAPK oder vielleicht auf 

einen weiteren, unspezifisch gehemmten Signalweg zurückgeführt werden können, lässt sich 

nicht abschließend beantworten (Koeberle et al. 2011). Der Vergleich der Auswirkungen einer 

ungezielten (mit SB203580) gegenüber einer gezielten Hemmung (mit Skepinone-L) in der 

vorliegenden Arbeit erlaubt nun genauere Rückschlüsse auf die Rollte der p38α und β MAPK 

beim Mammakarzinom. 

5.2 Auswirkungen der Inhibitoren auf die Expression von p38 

MAPK und Phospho-p38 MAPK in Mammakarzinomzellen 

Signalwege wie der p38 MAPK-pathway wirken nicht isoliert, sondern sind in ein komplexes 

Netzwerk eingeflochten und stehen im Austausch mit einer Vielzahl anderer Signalkaskaden 

und Molekülen (Wagner und Nebreda 2009). Daher erlaubt die Analyse der Expressionslevels 

des Enzyms unter Inhibition Rückschlüsse auf dessen Integration in andere regulatorische 

Systeme.  

 

Die beiden untersuchten Inhibitoren zeigten unterschiedliche Auswirkungen auf die Gesamt-

Expression der (aktiven und inaktiven) p38 MAPK: Während es unter SB203580 in fast allen 

Zelllinien zu einem Anstieg der p38 MAPK kam, wurde unter Skepinone-L keine oder eher 

negative Auswirkungen auf das Expressionsniveau der Kinase beobachtet (Tabelle 6). Durch 

die Hemmung weiterer Kinasen durch SB203580 scheint gegenregulatorisch die Expression 

von p38 MAPK erhöht zu werden. 
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Tabelle 6: Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf die Expression der p38 MAPK in 

den untersuchten Zelllinien. 

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt. 

 SB203580 Skepinone-L 

AU565 + -- 

MCF7 + = 

MCF10A ++ = 

MDA-MB231 = = 

ZR751 + - 

 

Der Inhibitor SB203580 induzierte bei fast allen untersuchten Zelllinien, mit Ausnahme von 

MDA-MB231, eine Zunahme des Levels an phosphorylierter p38 MAPK (Tabelle 7). Als Typ 

I-Inhibitor verhindert SB203580 zwar die Aktivität der p38 MAPK durch Blockade der ATP-

Bindungsstelle des Enzyms, jedoch nicht deren Phosphorylierung durch vorgeschaltete 

Kinasen (Kumar et al. 1999). Daher erlaubt das erhöhte Vorkommen von Phospho-p38 MAPK 

keinen Rückschluss auf eine erhöhte Aktivität des Signalwegs. 

 

Tabelle 7: Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf die Expression der 

phosphorylierten p38 MAPK (T180/Y182) in den untersuchten Zelllinien. 

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt. 

 SB203580 Skepinone-L 

AU 565 +++ - 

MCF 7 + -- 

MCF 10A +++ -- 

MDA MB 231 -- = 

ZR 751 + = 

 

Auch andere Studien berichten über erhöhte Werte der phosphorylierten Kinase nach 

Behandlung mit SB203580, besonders im Bereich hoher Dosierungen (50 µM) (Düzgün et al. 

2017). Möglicherweise beruht diese vermehrte Phosphorylierung der p38 MAPK auf einer 

verminderten Aktivität von Phosphatasen, die physiologisch die Kinase dephosphorylieren 

und damit inaktivieren, wie beispielsweise DUSP (Owens und Keyse 2007). Anderseits könnte 

SB203580 durch eine unselektive Hemmung der JNK in den p38-JNK-Crosstalk eingreifen: 

Es wurde berichtet, dass murine, Jun-defiziente Hepatozyten vermehrt phosphorylierte 

p38 MAPK aufweisen (Stepniak et al. 2006). Wenn also, wie in 5.1 beschrieben, SB203580 

JNK hemmt, wären verminderte Spiegel an deren downstream-target Jun zu erwarten. Damit 
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würde die Phosphorylierung der p38 MAPK enthemmt und erhöhte Spiegel der 

phosphorylierten Kinase zu erwarten, wie im vorliegenden Fall. 

 

Eine weitere mögliche Erklärung für das erhöhte Level der Phospho-p38 MAPK unter 

SB203580 findet sich ebenfalls begründet in der Unselektivität dieses Inhibitors. So wurde 

beschrieben, dass SB203580 auch AKT hemmt (Lali et al. 2000). AKT wiederum unterbindet 

die Phosphorylierung der p38 MAPK (Yuan et al. 2016a). Demnach wären bei einer Hemmung 

von AKT durch SB203580 erhöhte Spiegel an phosphorylierter p38 MAPK zu erwarten. 

 

Dahingegen hat Skepinone-L keinen (MDA-MB231, ZR751) oder einen eher negativen Effekt 

(AU565, MCF7, MCF10A) auf die Expression der Phospho-p38 MAPK (Tabelle 7). Da 

Skepinone-L selektiv auf p38α und β MAPK wirkt, muss der beobachtete Effekt über eine 

alleinige Inhibition dieser Kinasen erklärbar sein. Tatsächlich gibt es Hinweise auf positive 

Feedback-Schleifen in der Aktivierung dieses Signalwegs (Matsuyama und Kawahara 2011). 

Dies würde erklären, warum bei unterbundener Aktivität der p38 MAPK auch geringere 

Spiegel des aktivierten Enzyms beobachtet werden können. 

5.3 Bedeutung der p38 MAPK für die Migration von 

Mammakarzinomzellen 

Ein wesentliches Merkmal von Tumorzellen ist die Fähigkeit, sich aus Zellverbänden 

loszulösen, in das umgebende Stroma einzuwandern und über die Invasion von Blut- und 

Lymphgefäßen zu anderen Lokalisationen zu wandern und dort Metastasen zu bilden. Dafür 

ist ein Prozess notwendig, durch den differenzierte Epithelzellen die Eigenschaften 

mesenchymaler Zellen annehmen. Diesen Ablauf bezeichnet man als Epithelial-

Mesenchymale Transition (Hanahan und Weinberg 2011). 

 

Die Untersuchung der Auswirkung der unterschiedlich selektiven Hemmung der p38 MAPK 

zeigt, dass die unspezifische Hemmung mittels SB203580 bei allen Zelllinien zu einer 

Reduktion der Migration führt (Tabelle 8). Dahingegen führt eine spezifische Hemmung der 

p38α und β MAPK durch Skepinone-L insbesondere bei der Zelllinie MCF10A zu einer 

Steigerung der Migrationsfähigkeit. Da es sich dabei um nicht-kanzeröse Zellen handelt, lässt 

sich daraus schließen, dass die physiologische Funktion der p38α und β MAPK die 

Unterdrückung der Zellmobilität ist und somit tumorsuppressive Eigenschaften aufweist (vgl. 

3.1.10). Interessanterweise bestätigen Studien, die mit knockdown der p38 MAPK in 

Krebszellen arbeiten, eine ähnliche, migrationshemmende Rolle dieser Kinase (Hong et al. 

2015). Dahingegen wird in der Literatur, wenn SB203580 verwendet wurde, der p38 MAPK 
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ein migrationssteigernder Effekt zugesprochen (Zhang et al. 2005; Naldini et al. 2010; Yang 

et al. 2015). Dies lässt vermuten, dass der unter SB203580-Behandlung beobachtete Effekt 

nicht durch die p38α und β MAPK, sondern durch einen anderen, unselektiv inhibierten 

Signalweg hervorgerufen sein könnte. So wird beispielsweise JNK, die ebenfalls durch 

SB203580 gehemmt wird, vielfach mit der Migration von Karzinomzellen in Verbindung 

gebracht (Lin et al. 2020). 

 

Einen ähnlichen Trend wie MCF10A zeigen die kanzerösen Zelllinien MCF7 und ZR751. 

Hierbei kam es erst im Bereich hoher Dosen von Skepinone-L, in denen die Selektivität nicht 

mehr garantiert ist, zu eine Abnahme, beziehungsweise Angleich der Migration an die 

Kontrolle. Dahingegen reagieren die MDA-MB231-Zellen auch auf Skepinone-L mit einer 

Abnahme der Migrationsfähigkeit. Als hoch aggressive kanzeröse Zelllinie verfügt MDA-

MB231 über die höchsten Level der p38 MAPK (Chen et al. 2009). Eine mögliche Erklärung 

für den abweichenden beobachteten Effekt der Hemmung auf die Migrationsfähigkeit wäre 

eine potenzielle tumorfördernde Mutation dieser Zellen im p38 MAPK-Signalweg. MDA-

MB231 exprimiert weder Hormonrezeptoren, noch HER2/neu (vgl. 3.1.10). 

Interessanterweise wurde in TNBC die Aktivität der p38α MAPK bereits mit einer gesteigerten 

Migrationsfähigkeit in Verbindung gebracht (Hedrick und Safe 2017). Auch weitere Studien 

beschreiben eine migrationssteigernde Rolle der p38 MAPK in der Zelllinie MDA-MB231 

(Hsieh et al. 2010; Sharaf et al. 2015). Demnach ist eine migrationsfördernde und damit 

tumorfördernde Bedeutung der p38α und β MAPK in TNBC anzunehmen (Zhao et al. 2017). 

Desweiteren weist die Zelllinie MDA-MB231 auch eine missense mutation des TP53-Gens 

auf (The Institute of Cancer Research London 2020), dessen Genprodukt P53 downstream in 

Signalkaskade der p38 MAPK liegt (Weizmann Institute of Science 2020). Chen et al. konnten 

zeigen, dass die induzierte Migration in MDA-MB231-Zellen durch die Aktivität von P53 

reguliert wird (Chen und Chiu 2015). Demnach kann die Hemmung der p38α und β MAPK 

durch Skepinone-L über eine reduzierte Aktivität von P53 die verminderte Migration der MDA-

MB231-Zellen erklären. Wie bereits in 4.2 erwähnt, zeigten die in vornehmlich nicht-adhärent 

wachsenden Zellen der Linie AU565 keine Migrationstendenz, weswegen in diesem Versuch 

keine Aussage hierüber getroffen werden kann. 
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Tabelle 8: Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf das chemotaktische 

Migrationsverhalten der untersuchten Zelllinien.  

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt.  
 

SB203580 Skepinone-L 

AU565 o o 

MCF7 - + → - 

MCF10A --- ++ 

MDA-MB231 --- -- 

ZR751 + → -- + → = 

 

5.4 Bedeutung der p38 MAPK für die Adhäsion von 

Mammakarzinomzellen 

Entgegen der Eigenschaften des epithelialen Ursprunggewebes sind Karzinomzellen in der 

Lage, ihre initiale Lokalisation zu verlassen und systemisch wirksame Filiae oder Metastasen 

zu bilden. Die Grundlage hierfür bildet die Epithelial-Mesenchymale Transition, bei der es zu 

einer Herabregulation von Zelladhäsionsmolekülen wie E-Cadherin kommt (vgl. 2.1.5). Es 

finden sich zahlreiche Hinweise dafür, dass in diesem Prozess die Aktivität der p38 MAPK 

eine wichtige Rolle spielt (del Barco Barrantes und Nebreda 2012). Andererseits existieren 

auch Hinweise, dass eine Verminderung der Adhäsionsfähigkeit protektiv gegenüber einer 

Tumorprogression wirken kann. So konnte in MCF7-Zellen durch Induktion einer Ablösung 

der Zellen durch p38 MAPK-Aktivität der programmierte Zelltod, in diesem Fall Anoikis 

genannt, eingeleitet werden (Saranya et al. 2017). 

 

Die vorliegende Arbeit hat die Auswirkungen der beiden p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und 

Skepinone-L auf die Fähigkeit der Mammakarzinomzelllinien zur Adhäsion untersucht 

(Tabelle 9). Dabei zeigt sich, dass sowohl eine spezifische (Skepinone-L) als auch 

unspezifische Hemmung (SB203580) der p38 MAPK bei der nicht kanzerösen Zelllinie 

MCF10A zu keiner Veränderung der Adhäsion führt. Dahingegen finden sich bei den 

Krebszellen tendenziell eine Verminderung des Adhäsionsverhaltens. Dies lässt darauf 

schließen, dass der p38 MAPK in den untersuchten Karzinomzelllinien eine 

adhäsionsfördernde Rolle zukommt. Da die Hemmung der Adhäsion unter dem unselektiven 

SB203580 stärker ausfällt als unter dem selektiven Skepinone-L, scheinen weitere, unselektiv 

inhibierte Signalwege ebenfalls an der Adhäsionsfähigkeit der Zellen beteiligt zu sein. 

Allerdings wird eine erhöhte Aktivität der ebenfalls durch SB203580 gehemmten JNK mit 
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verminderter Adhäsion von Brustkrebszellen in Verbindung gebracht (Foldynová-Trantírková 

et al. 2010). In Zellen des Ovarialkarzinoms jedoch scheint JNK eine adhäsionssteigernde 

Wirkung zu haben (Siu et al. 2020), welche eine Abnahme der Zelladhäsion unter Behandlung 

mit SB203580 in der vorliegenden Arbeit erklären könnte. Das deutet auf eine 

entitätsspezifische Wirkweise der p38°MAPK hin. 

 

Tabelle 9 Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf das Adhäsionsverhalten der 

untersuchten Zelllinien.  

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt. 

 SB203580 Skepinone-L 

AU565 -- - 

MCF7 -- = 

MCF10A = = 

MDA-MB231 -- - 

ZR751 - - 

 

Ähnliche adhäsionssteigernde Effekte der p38 MAPK beim Brustkrebs wurden auch von 

Carrascal et al. beschrieben. Jedoch werden dadurch keine tumorsuppressiven 

Eigenschaften erreicht, entgegen der von der EMT-Theorie abgeleiteten Vermutungen. 

Haben die Karzinomzellen erst einmal die Blutbahn erreicht und zirkulieren systemisch, 

ermöglichen spezielle Oberflächen-Glykane, vermittelt über den p38 MAPK-Signalweg, eine 

erhöhte Affinität zu endothelialen Selektinen, was eine Extravasation und Metastasenbildung 

begünstigt (Carrascal et al. 2018). Auch die Expression von ICAM-1, einem Glykoprotein, 

welches die tumor-mesotheliale Adhäsion vermittelt, wird durch die p38 MAPK induziert 

(Chung et al. 2017). Ebenso wurde die p38 MAPK mit einer gesteigerten Adhäsion von 

Ovarialkarzinomzellen an den Zellen des Peritoneums in Verbindung gebracht, was eine 

Peritonealkarzinose begünstig und somit die Prognose erheblich verschlechtert (Mikuła-

Pietrasik et al. 2017; Nakamura et al. 2017). 

5.5 Bedeutung der p38 MAPK für die Proliferation von 

Mammakarzinomzellen 

Die physiologische Rolle der p38 MAPK in gesunden Körperzellen wurde vielfach beschrieben 

als negativer Regulator des Zellzyklus. So konnte gezeigt werden, dass in Fibroblasten nach 

Exposition gegenüber osmotischen Stress der Tumorsuppressor p53 über p38 MAPK aktiviert 

und somit der Zellzyklus arretiert wird (Kishi et al. 2001). Ebenso induziert die p38 MAPK nach 

Aktivierung von Onkoproteinen wie Ras einen zellulären Zustand, den man als Seneszenz 
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bezeichnet, und der eine weitere Proliferation potenziell entarteter Zellen unterbindet (Kwong 

et al. 2009). Auch der Tumorsuppressor Rb, der vor allem bei DNA-Schäden aktiviert wird, 

wird in seiner Funktion durch p38 MAPK stabilisiert (Gubern et al. 2016). 

 

Doch abhängig von dem eingehenden Signal kann der p38 MAPK-Signalweg auch 

entgegengesetzte, proliferationsfördernde Effekte erreichen. Faust et al. konnten zeigen, dass 

die Aktivierung der Kinase durch zelluläre Stresssignale zu einer verringerten Proliferation 

führt, wohingegen mitogene Signale ebenfalls durch p38 MAPK die Zellteilung fördern (Faust 

et al. 2012). Auch bei Brustkrebszellen wurde die p38 MAPK-Aktivität mit einer gesteigerten 

Proliferationsrate in Verbindung gebracht: Über die Aktivierung von CDK (Lee et al. 1999) 

oder als Teil der dem HER2/neu-Rezeptor nachgeschalteten Kaskade (Neve et al. 2002). 

Aber auch die basale oder induzierte Proliferation von Mammakarzinomzellen soll durch die 

Blockade der p38 MAPK unterbunden werden (Doğaner et al. 2014; Huth et al. 2017).  

 

In der vorliegenden Arbeit führte sowohl die unspezifische Inhibition der p38 MAPK mit 

SB203580 als auch die spezifische Hemmung mit Skepinone-L bei der nicht-kanzerösen 

Zelllinie MCF10A zu keiner Änderung der Proliferation (Tabelle 10: Übersicht über die Effekte 

der beiden Inhibitoren auf die Proliferation der untersuchten Zelllinien.  

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt.) 

Ähnliche Ergebnisse zeigten sich die Zelllinien AU565 und MCF7. Lediglich bei der Zelllinie 

MDA-MB231 konnte eine Zunahme der Proliferation beobachtet werden. MDA-MB231 ist eine 

triple-negative Zelllinie, die weder Hormonrezeptoren, noch HER2/neu exprimiert (vgl. 3.1.10). 

Dahingegen konnte im Mausmodell unter der Behandlung mit dem Inhibitor LY2228820, der 

ebenfalls selektiv die α- und β-Isoform der p38 MAPK hemmt, eine Reduktion des 

Größenwachstums von xenografts der triple-negativen Zelllinie MDA-MB468 beobachtet 

werden, was eine proliferationsfördernde Wirkung dieser Isoformen vermuten lässt (Campbell 

et al. 2014; Neve et al. 2006). Jedoch konnten auch Jiang et al. zeigen, dass die p38 MAPK-

Aktivität in TNBC mit einer reduzierten Proliferation und erhöhten Apoptose der Zellen 

korreliert (Jiang et al. 2018). Dies lässt vermuten, dass der p38 MAPK in normalem 

Brustdrüsengewebe ein geringer Einfluss in Bezug auf die Regulation der Zellteilung 

zukommt, während sie in malignen Zellen, besonders TNBC; insgesamt eher schwach 

antiproliferativ zu wirken scheint. Daher erscheint eine Inhibition der p38 MAPK in 

therapeutischer Absicht insbesondere bei triple-negativen Karzinomen nicht sinnvoll; zur 

genauen Klärung dieser Fragestellung bedarf es weiterer Analysen. 
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Tabelle 10: Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf die Proliferation der 

untersuchten Zelllinien.  

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt. 

 SB203580 Skepinone-L 

AU565 = = 

MCF7 = = 

MCF10A = = 

MDA-MB231 + + 

ZR751 + - 

 

5.6 Bedeutung der p38 MAPK für die Viabilität von 

Mammakarzinomzellen 

Wie zuvor erwähnt, finden sich in der Literatur Hinweise auf die Beteiligung vor allem der p38α 

MAPK an der Apoptoseinduktion nach zellulärem Stress (Wagner und Nebreda 2009). Jedoch 

scheint dieser Effekt zellspezifisch zu sein: So bestehen Hinweise bei Satellitenzellen der 

Skelettmuskulatur, dass die α- und β-Isoform der p38 MAPK anti-apoptotisch wirken und die 

Zellviabilität fördern, während die γ -Isoform pro-apoptotisch wirkt (Lovett et al. 2010). Auch 

in der HeLa- Zelllinie, die sich vom Zervixkarzinom ableitet, wird der p38 MAPK eine anti-

apoptotische Wirkung zugesprochen (Nemoto et al. 1998). 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte in fast allen untersuchten Zelllinien durch eine unselektive 

Inhibition der p38 MAPK mit SB203580 eine Reduktion der Zellviabilität beobachtet werden 

(Tabelle 11). Dahingegen findet sich unter der Behandlung mit Skepinone-L eine Zunahme 

der Viabilität, was darauf schließen lässt, dass der p38α und β MAPK eine tumorsuppressive 

Wirkung zukommt.  

 

Tabelle 11: Übersicht über die Effekte der beiden Inhibitoren auf die Viablität der untersuchten 

Zelllinien.  

Die Veränderungen gegenüber der unbehandelten Kontrolle sind semiquantitativ dargestellt. 

 SB203580 Skepinone-L 

AU565 -- -- 

MCF7 - ++ 

MCF10A - ++ 

MDA-MB231 - ++ 

ZR751 - ++ 
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Tatsächlich verwenden viele Studien, die der p38 MAPK eine viabilitätssteigernde Rolle bei 

Krebszellen zusprechen, unselektive Inhibitoren (Toraskar et al. 2018). Pei et al. konnten 

zeigen, dass die durch eine bestimmte Substanz, 14,15β-Dihydroxyklaineanone, induzierte 

Reduktion der Viabilität in HCC-Zellen durch Blockade der p38 MAPK mittels siRNA 

aufgehoben wird (Pei et al. 2020). Demnach wird durch gesteigerte p38 MAPK-Aktivität eine 

verminderte Tumorzellviabilität beobachtet, vergleichbar mit den Ergebnissen dieser Arbeit. 

Interessanterweise konnten Yuan et al. zeigen, dass eine Substanz, Annosquacin B, die 

Zellviabilität der Zelllinie MCF7 herabsetzt, was mit erhöhtem Aktivierungsgrad der p38 MAPK 

korrelierte, während die Phosphorylierung der JNK abnahm (Yuan et al. 2016b). Eine 

mögliche Erklärung für die viabilitätsreduzierenden Effekte der Behandlung mit SB203580 

wäre demnach eine Inhibition der JNK, nicht der p38 MAPK. Tatsächlich wird die Aktivität des 

JNK-Signalwegs mit einem gesteigerten Überleben von Krebszellen in Verbindung gebracht 

(Wu et al. 2020). 

 

Als einzige Ausnahme hiervon findet sich in der Zelllinie AU565 unter der Behandlung mit 

Skepinone-L eine Reduktion der Viabilität, sodass hierbei auf einen viabilitätssteigernden 

Effekt der p38α und β MAPK ausgegangen werden kann. Die Karzinomzellen der Linie AU565 

exprimieren keine Hormonrezeptoren, sind jedoch HER2/neu positiv (vgl. 3.1.10). Do et al. 

konnten ebenfalls zeigen, dass eine induzierte Zytotoxizität, also eine verminderte Viabilität 

der Zellen, bei HER2/neu-positiven Mammakarzinomzellen mit reduzierter p38 MAPK-

Aktivität einhergeht (Do et al. 2013). Demnach wäre eine viabilitätssteigernde und damit 

tumorfördernde Rolle der p38α und β MAPK bei HER2/neu-überexprimierenden 

Mammakarzinomzellen denkbar. 

5.7 p38 MAPK als Tumorsuppressor 

In der vorliegenden Arbeit führte eine Hemmung der p38 MAPK mit dem unselektiven Inhibitor 

SB203580 zu einer ausgeprägteren Reduktion der Tumorzellmigration als die Behandlung mit 

dem selektiven Skepinone-L. Die Zelladhäsion wurde durch beide Inhibitoren nicht wesentlich 

oder leicht negativ beeinflusst. Beide Substanzen hatten einen geringen, eher steigernden 

Effekt auf die Tumorzellproliferation. Unter SB203580 war die Viabilität der Tumorzellen 

reduziert, während sie unter Skepinone-L gesteigert war. Die teils entgegengesetzten 

Auswirkungen des unselektiven Inhibitors SB203580 gegenüber dem selektiven Hemmstoff 

Skepinone-L erlauben eine genauere Zuordnung der Bedeutung der p38α und β MAPK im 

Mammakarzinom. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf einen eher tumorsuppressiven 

Effekt der p38α und β MAPK hin.  
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Tatsächlich sind negative Regulatoren des p38 MAPK-Signalwegs, wie das Gen PPM1D, in 

Brustkrebszelllinien, aber auch in Primärtumoren, amplifiziert (Li et al. 2002; Bulavin et al. 

2002). Es ist belegt, dass die Disruption dieses Gens mit folgendem Wegfall dessen 

Genprodukts, der Phosphatase Wip1, die maligne Zelltransformation durch Onkogene 

unterbindet. Dies wird erreicht durch die p38 MAPK-abhängige Aktivierung von 

Tumorsuppressoren wie p53 (Bulavin et al. 2004). Entsprechend scheint die 

tumorsuppressive Wirkung der p38 MAPK in Zellen mit PPM1D-Amplifikation wegzufallen. 

Von den in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien weist die MCF7-Zelllinie eine erhöhte 

Expression von PPM1D auf (Li et al. 2002). Insgesamt finden sich zahlreiche Hinweise auf 

die wichtige Rolle der p38 MAPK in der Verhinderung der Tumorinitiierung durch die 

Apoptoseinduktion und konsekutiver Unterbindung des Wachstums genetisch alterierter 

Zellen. So konnten Dolado et al. zeigen, dass in Zellen in Anwesenheit reaktiver 

Sauerstoffspezies, die eine DNA-Schädigung und damit eine maligne Transformation 

auslösen können, die Apoptose über den p38 MAPK-Signalweg eingeleitet wird (Dolado et al. 

2007). Auch beim Mammakarzinom konnte die Apoptoseinduktion durch verschiedene 

Substanzen auf eine Aktivierung der p38 MAPK zurückgeführt werden (Zhang et al. 2015; Li 

et al. 2015). Ein weiterer Auslöser der p38 MAPK-gesteuerten Apoptose scheinen Schäden 

während der DNA-Replikation zu sein, welche potentiell tumorinitiierende Mutationen nach 

sich ziehen können (Im und Lee 2008). 

 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die Aktivierung des p38 MAPK-Signalwegs auch in 

bereits transformierten, malignen Tumorzellen zu einer Reduktion des metastatischen 

Potentials führt, indem Zellen aus der Tumorumgebung, sogenannte mesenchymale 

Stammzellen, gehemmt werden (Hong et al. 2015). Eine ähnliche Wirkung konnte auch für 

Mammakarzinomzellen nachgewiesen werden: Durch eine Aktivierung des p38 MAPK-

Signalwegs wird eine Expression von receptor activator of nuclear factor-kB (RANK) 

verhindert und so die ossäre Metastasierung unterbunden (Yao et al. 2012). Auch andere 

typische Eigenschaften maligner Zellen, wie eine gesteigerte Proliferation, können durch p38 

MAPK reduziert werden, beispielsweise durch eine Antagonisierung des JNK-Signalwegs, 

sowohl in normalen Körperzellen, als auch in Zellen des Hepatozellulären Karzinoms (Hui et 

al. 2007). Die Selbsterneuerung von Krebsstammzellen, untersucht für Pankreas-, Kolon- und 

Mammamalignome, kann durch p38 MAPK unterbunden werden und so das Wachstum des 

Tumors verhindern (Patel et al. 2016).  

 

Des Weiteren ist die p38 MAPK-Aktivität auch aus therapeutischer Sicht wichtig. Die 

Überwindung einer Resistenz gegenüber Doxorubicin in multiresistenten 

Mammakarzinomzellen wird durch die Aktivierung der p38 MAPK erreicht (Fan et al. 2020). 
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Abschließend weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, unterstützt durch Belege der 

vorhandenen Literatur, darauf hin, dass aufgrund der tumorsuppressiven Wirkung der p38α 

und β MAPK in humanen Mammakarzinomzellen eine Blockade dieses Enzyms in 

therapeutischer Absicht kritisch hinterfragt werden sollte. Eine Ausnahme hiervon stellen die 

beobachteten Effekte auf zwei verschiedene Subtypen des Mammakarzinoms dar: In der 

triple-negativen Zelllinie MDA-MB231 vermittelt die p38α und β MAPK migrationssteigernde 

Effekte (vgl. 5.3), und erhöht die Viabilität HER2/neu-überexprimierender Zellen der Linie 

AU565 (vgl. 5.6). Demnach scheint der p38α und β MAPK zumindest kontext- und Subtyp-

spezifisch auch tumorfördernde Eigenschaften zuzukommen. 

5.8 Ausblick 

Als zentrales Element eines intrazellulären Signalwegs ist die p38 MAPK in ein komplexes 

Netzwerk eingeflochten, dessen Umfang in der Charakterisierung des Signalwegs eine 

besondere Herausforderung darstellt. Die Einführung neuer Substanzen, wie dem Inhibitor 

Skepinone-L, der selektiv die p38α und β MAPK hemmt, bietet neue Möglichkeiten, diesen 

Signalweg und dessen Bedeutung im Mammakarzinom besser zu verstehen. 

 

Neben der Hemmung auf Ebene des Proteins bestehen weitere Optionen der gezielten 

Inhibition. So wäre ebenfalls eine Ausschaltung der p38 MAPK-Funktion bei der Translation 

durch den Einsatz von siRNA denkbar. Auf diese Weise ließen sich ebenfalls die Effekte der 

p38 MAPK in ihrer jeweiligen Isoform selektiv darstellen. 

 

Da der bisher vielmals eingesetzte Inhibitor SB203580 nicht nur die p38 MAPK, sondern auch 

zahlreiche andere Kinasen hemmt, wäre eine genaue Betrachtung dieser anderen 

Signalwege von Interesse. Dazu zählt die Frage, welche anderen Kinasen im 

Mammakarzinom ebenfalls durch SB203580 inhibiert und welche Effekte durch diese 

vermittelt werden. Auf diese Weise kann möglicherweise die Doppelrolle der p38 MAPK, die 

in der bisherigen Literatur durch Einsatz unselektiver Hemmstoffe beschrieben wurde, 

aufgeklärt werden. 

 

Da die Ergebnisse dieser Arbeit auf teilweise tumorfördernde Eigenschaften der p38α und β 

MAPK, zumindest bei speziellen Subtypen des Mammakarzinoms und bestimmten Aspekten 

des funktionellen Zellverhaltens, schließen lassen, wäre eine genauere Betrachtung der oben 

genannten Punkte in diesen Fällen von besonderem Interesse. Dadurch könnte eine Subtyp-

spezifische Rolle der p38 MAPK im Mammakarzinom aufgeklärt werden, zusätzlich zu dem 

angenommenen tumorstadienabhängigen Charakter dieser Kinase, die bereits vermutet 

wurde (Gupta et al. 2014; Igea und Nebreda 2015).  



Zusammenfassung 

 

63 

6 Zusammenfassung 

Auf der Suche nach neuen molekularen Zielen zur Behandlung des Mammakarzinoms stellt 

die p38 MAPK aufgrund ihrer tragenden Rolle bei vielfältigen zellulären Prozessen, wie 

Proliferation, Differenzierung und Migration, ein potenziell therapeutisch nutzbares target dar. 

Die Frage, ob diesem Enzym dabei eine tumorsuppressive oder -fördernde Bedeutung 

zukommt, hat sich jedoch bisher noch nicht eindeutig klären lassen (Igea und Nebreda 2015). 

Grund dafür ist auch die eingeschränkte Aussagekraft von Studien, die zur Klärung dieser 

Fragestellung etablierte, aber unselektive p38 MAPK-Inhibitoren wie SB203580 verwendet 

haben. Mit dem neuartigen Skepinone-L, welches ausschließlich p38α und β MAPK hemmt, 

steht seit kurzem erstmals ein selektiver Inhibitor zur Verfügung. 

 

Zur genaueren Charakterisierung des p38 MAPK-Signalwegs wurde in der vorliegenden 

Arbeit die Auswirkungen der beiden Hemmstoffe SB203580 und Skepinone-L auf das 

funktionelle Verhalten von Mammakarzinomzellen betrachtet. Dabei wurden die Expression 

der Kinase, sowie die chemotaktische Zellmigration, Adhäsion an EZM-Komponenten sowie 

Proliferation und Viabilität der Karzinomzellen untersucht.  

 

Es zeigte sich, dass die Hemmung der p38α und β MAPK mit dem unselektiven Inhibitor 

SB203580 zu einer ausgeprägteren Reduktion der Tumorzellmigration führt als die 

Behandlung mit dem selektiven Skepinone-L. Die Zelladhäsion wurde durch beide Inhibitoren 

nicht wesentlich oder nur leicht negativ beeinflusst. Beide Substanzen hatten einen geringen, 

eher steigernden Effekt auf die Tumorzellproliferation. Unter SB203580 war die Viabilität der 

Tumorzellen reduziert, während sie unter Skepinone-L gesteigert war. Als Ausnahme von 

dieser ansonsten eher tumorsuppressiven Rolle der p38α und β MAPK finden sich 

tumorfördernde Eigenschaften abhängig vom Rezeptorprofil der Zellen und betrachtetem 

Aspekt: So scheint die p38α und β MAPK die Migration triple-negativer 

Mammakarzinomzellen zu steigern und erhöht die Viabilität HER2/neu-überexprimierender 

Brustkrebszellen. 

 

Die teils entgegengesetzten Auswirkungen des unselektiven Inhibitors SB203580 gegenüber 

dem selektiven Hemmstoff Skepinone-L erlauben eine genauere Zuordnung der Bedeutung 

der p38α und β MAPK im Mammakarzinom. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf einen 

eher tumorsuppressiven Effekt der p38α und β MAPK hin. Demnach sollte eine Hemmung der 

p38 MAPK in therapeutischer Absicht, zumindest ohne die Betrachtung des 

Hormonrezeptorstatus, in Frage gestellt werden. 
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8 Anhang: Werte zu den Abbildungen und Tabellen 

Werte zu Abbildung 5: Expression von p38 MAPK unter Einfluss steigender Konzentrationen 

der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L in der Zelllinie AU565. 

SB203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 149,35558 198,192846 120,619634 156,05602 32,0215836 0,06852784 

2 98,6069795 182,035864 84,8232631 121,822035 42,9478486 0,51214309 

10 109,402284 115,010807 63,4967869 95,9699591 23,0758758 0,81708007 

20 266,917999 183,121503 141,55748 197,198994 52,1372977 0,05779141 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 62,091901 73,3683509 87,8444129 74,4348883 10,5404331 0,02653369 

10 48,555668 44,7067556 145,906573 79,7229988 46,8252257 0,57337263 

20 54,7605957 65,8555211 87,2402442 69,2854537 13,4797433 0,03220745 

40 82,8746764 92,7612771 109,222619 94,9528576 10,86756 0,54718122 
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Werte zu Abbildung 6: Expression von phosphorylierter p38 MAPK (Thr180/Tyr182) unter 

Einfluss steigender Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L 

in der Zelllinie AU565. 

SB203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 132,572945 214,769173 158,136033 168,492717 34,3462822 0,04781849 

2 115,299128 111,718683 119,470734 115,496182 3,16782763 0,00229107 

10 135,386021 222,413989 247,275674 201,691895 47,9713626 0,0400242 

20 567,348358 615,120003 479,319268 553,92921 56,2465704 0,00033621 
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Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 55,4800362 52,9111937 33,1600972 47,1837757 9,97153972 0,00169885 

10 70,0225289 76,4602909 46,8858737 64,4562312 12,6990627 0,01670165 

20 76,1991423 91,9449139 43,8291674 70,6577412 20,0301707 0,10702558 

40 13,043792 25,6518805 18,9191255 19,2049327 5,15119648 2,4452E-05 
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Werte zu Tabelle 5: Veränderung der Expression von p38 MAPK und Phospho-p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182) in den Zelllinien AU565, MCF7, MCF10A, MDA-MB231 und ZR751. 

 

MCF 7 

p38 MAPK 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 136,765909 159,486696 182,36458 159,539062 18,6156165 0,01063286 

2 79,7477098 177,782874 146,097894 134,542826 40,8481992 0,29777533 

10 142,48483 168,493787 152,946963 154,64186 10,6855345 0,00193975 

20 177,357977 169,541211 111,818811 152,906 29,2277636 0,06264419 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 68,5894177 78,2567089 192,367438 113,071188 56,2096408 0,75875448 

10 50,6264349 82,6291131 96,2599524 76,5051668 19,126448 0,15734984 

20 63,5835682 67,441321 164,514193 98,5130273 46,6964377 0,96623925 

40 47,2796704 62,647837 95,5384004 68,488636 20,1297865 0,09123696 
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Phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 93,1580256 207,34538 51,2814531 117,261619 65,9531385 0,73004656 

2 109,480361 97,2348327 54,7700639 87,1617524 23,4436111 0,48189229 

10 114,76884 119,681071 122,632687 119,027533 3,24349155 0,00115259 

20 122,524107 134,874233 101,452124 119,616821 13,7985165 0,11472917 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 89,5113886 87,6951679 42,633812 73,2801228 21,6828956 0,15633692 

10 83,4908679 91,1039948 61,6769095 78,7572574 12,4711304 0,07364204 

20 74,5797637 103,232134 27,8344573 68,5487849 31,0749838 0,22558634 

40 76,0518267 91,2159015 40,7585652 69,3420978 21,1384491 0,10955487 
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MCF 10A 

p38 MAPK 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 125,640347 138,298975 91,9042958 118,614539 19,5812503 0,25000077 

2 127,760624 113,311474 72,1206552 104,397584 23,5732136 0,80495146 

10 130,186825 162,987532 100,343641 131,172666 25,5837602 0,1599582 

20 147,45554 201,270376 345,674343 231,466753 83,692052 0,09046105 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 57,8290104 83,5677209 119,304428 86,9003865 25,2076278 0,50314814 

10 50,8466835 68,8703085 81,8620097 67,1930006 12,7173802 0,02180525 

20 37,6852173 105,94428 142,670871 95,433456 43,4998462 0,88916194 

40 41,0801495 52,8291721 60,3613367 51,4235527 7,93401409 0,0009788 
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Phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 0   

0,2 96,7019048 60,4497463 78,5758256 18,1260793 0,35871421 

2 63,9919441 220,445978 142,218961 78,2270171 0,64345671 

10 60,3242026 270,691018 165,50761 105,183408 0,59696854 

20 65,6107735 601,039763 333,325268 267,714495 0,47535259 
 

Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 50,7474043 106,342744 96,0155086 84,3685524 24,1446909 0,41169373 

10 63,6118731 93,9195389 57,1150231 71,5488117 16,039313 0,06615685 

20 55,0006307 87,901799 49,668611 64,1903469 16,9072436 0,04012705 

40 53,3261405 76,569178 42,0592099 57,3181761 14,3686403 0,0136859 
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MDA MB 231 

p38 MAPK 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 116,674555 101,067276 77,0852825 98,2757045 16,2823478 0,88819822 

2 109,990572 208,583039 62,1530261 126,908879 60,9650665 0,56632648 

10 102,488629 93,3593884 79,6928207 91,8469461 9,36759785 0,28580392 

20 122,037348 106,849966 98,1454991 109,010938 9,87277277 0,26633792 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 140,876227 54,009786 105,597378 100,16113 35,6708027 0,99520888 

10 196,438529 36,2190839 109,226756 113,961456 65,4949396 0,77808188 

20 160,810725 40,3308131 98,9913013 100,04428 49,1913531 0,99904525 

40 177,279797 26,9626538 98,8848474 101,042433 61,3856783 0,98199036 
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Phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 85,3703515 65,7739899 78,7108428 76,6183948 8,13585075 0,01529441 

2 76,4581773 57,4502541 259,777983 131,228805 91,2286275 0,65362251 

10 59,8676008 55,6431437 89,5820598 68,3642681 15,1020423 0,04145178 

20 29,1586435 58,3567255 77,3911617 54,9688436 19,8360322 0,03257328 
 

Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 100,448839 99,0496804 103,308753 100,935757 1,77252043 0,49679806 

10 88,8723716 118,028028 50,7092189 85,8698727 27,5646725 0,50861932 

20 118,179774 97,1041094 57,5819414 90,955275 25,1181271 0,63739036 

40 104,195285 90,729793 43,3086229 79,4112335 26,1135818 0,32731516 
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ZR 75 1 

p38 MAPK 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 104,40769 82,7213816 53,9633825 80,3641513 20,6611462 0,25010737 

2 89,5111252 80,5755892 95,9446049 88,6771065 6,30202884 0,063918 

10 121,042796 84,5083507 93,9117803 99,8209756 15,489359 0,98774168 

20 181,677757 89,1367196 154,812834 141,87577 38,8714686 0,20230174 
Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 92,8336636 101,372683 95,5167307 96,5743592 3,56535631 0,24578384 

10 89,2113898 83,9019659 138,61977 103,911042 24,6383085 0,83337729 

20 76,9260625 90,6717175 75,6924276 81,0967359 6,78923995 0,01699415 

40 100,310631 93,8831248 93,7781551 95,990637 3,0549977 0,13703266 
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Phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

0,2 108,864455 33,1019 98,2156109 80,0606554 33,4882368 0,44716462 

2 98,1647551 139,983056 220,526239 152,89135 50,7809098 0,21474708 

10 108,406937 111,84759 250,039988 156,764838 65,9704462 0,29053916 

20  70,331825 286,539133 178,435479 108,103654 0,40213189 
 

Skepinone-L 

Faktor 
IC50 Membran A Membran B Membran C Mittelwert SD t-Test 

0 100 100 100 100 0   

5 120,699176 92,9031445 77,9183166 97,1735455 17,7243282 0,83262774 

10 82,3952681 94,292666 54,995099 77,2276777 16,4540306 0,12193625 

20 94,3029671 106,99883 63,0552362 88,1190112 18,4651175 0,41432318 

40 108,749647 354,644734 516,05898 326,484454 167,47134 0,12836812 
 



Anhang: Werte zu den Abbildungen und Tabellen 

 

99 

 

 

 

 



Anhang: Werte zu den Abbildungen und Tabellen 

 

100 

 

 

Werte zu Abbildung 7: Einfluss steigender Konzentrationen der p38 MAPK-Inhibitoren 

SB203580 und Skepinone-L auf die chemotaktische Migration der Zelllinien MCF7 (A), 

MCF10A (B), MDA-MB231 (C) und ZR751 (D). 

MCF 7 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

0,2 97,2795805 82,6558266 97,0219436 92,3191169 6,83378757 0,18714683 

2 69,0265487 105,945122 89,6943574 88,2220093 15,1078593 0,33211194 

10 94,9852507 125,406504 86,2068966 102,19955 16,7965651 0,8620876 

20 76,9911504 115,955285 88,3490073 93,7651474 16,3615783 0,61854297 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

5 107,335907 99,421343 116,033755 107,597002 6,78450136 0,18846113 

10 69,2084942 92,0872023 123,291139 94,8622786 22,1661741 0,7595102 

20 70,6563707 97,5373436 117,130802 95,108172 19,0507015 0,7348766 

40 62,1621622 85,668147 134,177215 94,0025081 29,9848645 0,79131334 
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MCF 10A 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

0,2 66,994701 88,0263158 87,5656743 80,8622303 9,80762715 0,05087174 

2 125,662377 75,6376518 91,5936953 97,6312414 20,8639602 0,88022193 

10 93,9818319 49,159919 75,5107998 72,8841836 18,3924859 0,10543001 

20 72,1801665 17,7935223 89,2877992 59,7538293 30,4813418 0,1352587 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

5 165,750997 106,68942 103,293085 125,2445 28,6759593 0,28109391 

10 138,546743 112,286689 103,759605 118,197679 14,8040784 0,15713169 

20 188,435977 62,7986348 109,586535 120,273716 51,8449439 0,6096999 

40 193,265397 61,8088737 97,4204171 117,498229 55,513021 0,67882525 
 

MDA MB 231 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

0,2 99,1713912 102,659574 112,78626 104,872408 5,77428989 0,29867959 

2 72,1616514 66,3753799 114,312977 84,2833361 21,3651544 0,35693526 

10 62,1456607 63,943769 83,6354962 69,9083086 9,73430556 0,01195159 

20 56,694287 71,0106383 53,5305344 60,4118199 7,60497849 0,00181385 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

5 64,871612 115,300307 86,1429135 88,7716108 20,6711692 0,48521576 

10 74,9405611 81,8062253 78,9972365 78,581341 2,81828117 0,00042482 

20 64,8597242  86,3797868 75,6197555 10,7600313 0,05587127 

40 62,0542083 46,3539383 63,7978681 57,4020049 7,84452756 0,0015461 
 

ZR 75 1 

SB 203580 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

0,2 81,6570486 102,050581 128,2342 103,980604 19,0639469 0,78246449 

2 74,649629 126,384142 214,0227 138,352145 57,524693 0,39913539 

10 70,0329761 74,025974 a130,1228 72,0294751 1,99649897 0,00032875 

20 67,9307502 67,6236045 a118,1303 67,7771773 0,15357287 9,8854E-08 
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Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

MW 
gesamt SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  

5 73,8947368 99,0524781 128,234183 100,393799 22,2042521 0,98119132 

10 78,2690058 126,676385 214,022663 139,656018 56,1760151 0,37461948 

20 109,54386 130,417881 130,122757 123,361499 9,77128965 0,02775606 

40 103,859649 85,1311953 118,130312 102,373719 13,5127449 0,81603641 
 

Werte zu Abbildung 8: Adhäsion der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), 

MCF10A (C), MDA-MB231 (D) und ZR751 (E) unter Einfluss steigender Konzentrationen der 

p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L an Fibronektin und BSA. 

AU 565 

SB203580 

Fibronektin 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 69,1104156 82,0622049 81,7580855 77,6435687 6,03512763 0,0063455 

2 61,8168183 78,5987594 69,1108284 69,8421354 6,87068626 0,00342652 

10 57,5746787 59,6529885 94,0588616 70,428843 16,7304748 0,06679323 

20 56,2514533 66,257429 87,8599595 70,1229473 13,1904281 0,03279836 
BSA 

Faktor 
IC50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 73,5097293 78,3615073 77,5059346 76,4590571 2,11453728 9,5075E-05 

2 67,4066864 67,2484004 75,0827352 69,9126073 3,65640352 0,00031166 

10 73,4112798 69,3321785 84,4320615 75,7251733 6,37794084 0,0057587 

20 88,5667205 68,5776188 83,2610095 80,1351163 8,454563 0,02930064 
Skepinone-L  

Fibronektin 

Faktor 
IC 50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 101,168379 84,1438883 78,1179965 87,8100879 9,760833241 0,15212043 

10 85,4416814 77,9462601 73,8802886 79,08941 4,788635501 0,00349242 

20 87,7125669 72,7096699 69,5793938 76,6672102 7,914104941 0,01403731 

40 96,9078304 75,1534853 63,645796 78,5690372 13,79227391 0,09291555 
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BSA 

Faktor 
IC 50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 83,9340555 83,7263445 108,463536 92,0413121 11,61257566 0,38731429 

10 79,5430715 79,4392005 93,3568001 84,113024 6,536474299 0,02635971 

20 74,1669386 79,0300353 96,2606732 83,152549 9,479086349 0,06580963 

40 80,0420712 70,0182394 84,6108718 78,2237275 6,094588362 0,00721559 
 

MCF 7 

SB203580 

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 81,2850543 61,5241144 116,757419 86,5221958 22,8509696 0,4511286 

2 79,8959403 47,8618107 78,9556272 68,9044594 14,8843508 0,04178227 

10 82,9824992 52,5781412 84,6762948 73,4123117 14,7482029 0,06333842 

20 93,9618568 49,4768156 89,078632 77,5057681 19,919473 0,18550084 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 98,3013738 69,1615621 86,3624432 84,6084597 11,9607553 0,14289999 

2 79,4281904 68,2155961 72,4656729 73,3698198 4,62195334 0,00123453 

10 82,3228847 74,6805978 57,0045074 71,3359967 10,6032959 0,01872912 

20 73,2121934 81,141643 61,1306803 71,8281722 8,22785081 0,00838663 
Skepinone-L  

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 71,6680616 82,2781868 176,919829 110,288693 47,3140217 0,77378801 

10 77,318198 87,1002741 103,542434 89,320302 10,8204753 0,2352619 

20 79,4235572 84,8584951 120,011895 94,7646491 17,9898528 0,701759 

40 88,3430927 85,9919041 135,18447 103,173155 22,65576 0,85264628 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 87,3905468 76,9354122 82,7243687 82,3501092 4,27648703 0,00429465 

10 76,1716796 80,1563538 63,4910739 73,2730358 7,10560766 0,00600796 

20 88,02574 91,4553981 62,1878959 80,5563447 13,0637047 0,10308446 

40 93,789202 97,833943 80,6614921 90,7615457 7,33022483 0,14927206 
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MCF 10A 

SB203580 

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 87,7695579 104,888003 112,604067 101,753876 10,3780307 0,82285117 

2 88,6623179 105,028869 115,455726 103,048971 11,0275918 0,71572333 

10 96,9220836 80,6771515 115,647095 97,7487767 14,2883822 0,83459268 

20 101,149221 90,3573807 101,264875 97,5904922 5,11480016 0,54172987 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 71,7407511 94,0088993 134,183446 99,9776988 25,8391494 0,99908457 

2 53,8331733 72,6400493 111,663206 79,3788095 24,0850761 0,29261051 

10 51,1820455 63,160438 123,450891 79,2644583 31,6248965 0,40627626 

20 51,0775695 66,247488 133,595468 83,6401752 35,862516 0,55397685 
Skepinone-L  

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 81,374687 138,120081 103,961473 107,818747 23,3262206 0,66019337 

10 120,935823 157,538157 81,7639236 120,079301 30,9406294 0,41066975 

20 96,2879773 127,7183 83,6542133 102,553497 18,5266202 0,85495648 

40 77,9942077 128,433824 97,5394248 101,322485 20,7649124 0,93256211 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 46,3188634 144,062357 105,764607 98,7152758 40,213741 0,96612908 

10 46,3382004 95,9736635 105,40252 82,5714612 25,9083348 0,39530262 

20 24,7017898 248,670358 100,426089 124,599412 93,0187867 0,72738622 

40 62,0094717 170,781878 94,371401 109,05425 45,603718 0,79280315 
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MDA MB 231 

SB203580 

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 86,7105143 86,0117563 75,2362417 82,6528374 5,25207801 0,00951104 

2 74,4278327 113,127416 66,2182415 84,5911635 20,4546268 0,34675184 

10 88,8608816 82,7659424 58,4177814 76,6815351 13,1519478 0,06624041 

20 97,6519923 70,3253898 45,5842222 71,1872014 21,2653115 0,1278375 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 87,2409443 132,633147 77,7097204 99,1946039 23,9626541 0,96436748 

2 74,0431763 145,415226 60,5789641 93,3457889 37,2267018 0,81289114 

10 77,1804611 129,810059 73,9891371 93,6598857 25,5952132 0,7437746 

20 86,6810791 172,933976 72,7372174 110,784091 44,3137601 0,74805774 
Skepinone-L  

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 84,9299799 91,0234908 63,4035886 79,7856864 11,8479974 0,07332872 

10 93,7691484 81,5050846 82,057614 85,7772823 5,65560278 0,02366089 

20 95,7857061 69,2850392 83,5853842 82,8853765 10,8301691 0,08913037 

40 86,8031385 65,9923895 71,2352035 74,6769105 8,83764026 0,01544714 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 77,8325099 57,2430855 73,4318503 69,5024819 8,85291106 0,00820876 

10 76,8287765 42,2655922 63,6870012 60,9271233 14,2446744 0,01785398 

20 90,2821582 39,4746961 53,9471632 61,2346725 21,3725742 0,06230188 

40 91,1883175 44,1950983 56,2066255 63,8633471 19,9342202 0,06239458 
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ZR 751 

SB203580 

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 90,4391426 103,07381 111,265267 101,59274 8,56648655 0,80558467 

2 69,6746753 98,145174 83,5005607 83,77347 11,6246343 0,11961145 

10 61,6306596 85,5212346 110,120106 85,7573335 19,7964377 0,36646835 

20 55,8646062 92,8303732 117,245722 88,6469004 25,2327356 0,55916639 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 96,3124452 50,4420431 99,4883396 82,0809426 22,4096192 0,32133607 

2 63,2002372 62,2775791 128,936982 84,8049328 31,2083447 0,5289514 

10 76,9765359 55,0537428 93,2401773 75,090152 15,6465071 0,08750135 

20 123,144931 34,4305636 197,781056 118,452183 66,7700644 0,71585034 
Skepinone-L  

Fibronektin 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 93,8854037 85,4840316 115,657998 98,3424779 12,7152455 0,86270576 

10 92,2128684 84,4696573 80,38722 85,6899152 4,90430166 0,01453546 

20 58,6444288 94,19717 56,7764858 69,8726949 17,2168981 0,06860081 

40 93,0711603 78,3153196 91,8475406 87,7446735 6,68624695 0,06054758 
BSA 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 109,484413 83,8830699 81,9018471 91,7564433 12,5616345 0,40590008 

10 97,8077925 92,2945109 130,053426 106,718576 16,653037 0,59882272 

20 78,8044581 94,137763 156,783644 109,908622 33,7315713 0,69914888 

40 83,0182011 60,4023266 171,484431 104,96832 47,9316475 0,89054747 
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Werte zu Abbildung 9: Proliferation der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), 

MCF10A (C), MDA-MB231 (D) und ZR751 (E) unter Einfluss steigender Konzentrationen der 

p38 MAPK-Inhibitoren SB203580 und Skepinone-L, quantifiziert mittels BrdU-ELISA. 

AU 565 

SB 203580  

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 97,3920709 104,223495 105,768833 102,461466 3,63969714 0,39302588 

2 89,2548714 115,09472 110,197223 104,848938 11,206473 0,57366518 

10 87,8724712 112,314929 118,716211 106,301204 13,2905415 0,53926628 

20 88,4428358 110,290004 120,967966 106,566935 13,5367882 0,53037439 

Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 121,435584 93,7544365 114,617758 109,935926 11,7757135 0,29870267 

10 125,391386 106,260299 83,4211039 105,024263 17,1565729 0,70000949 

20 122,43295 107,580507 62,7546352 97,5893642 25,3672035 0,89958334 

40 115,510936 108,782488 91,7825696 105,358665 9,98501441 0,49013723 
 

MCF 7 

SB 203580  

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 91,940309 89,2970702 89,5303244 90,2559012 1,1948568 0,0003228 

2 115,60623 109,743034 96,7669691 107,372078 7,87170089 0,25595813 

10 100,713075 83,1878786 88,0898668 90,6636066 7,38246689 0,14820668 

20 101,877681 87,36667 90,4438786 93,22941 6,24295613 0,19987444 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 103,868705 108,168326 79,9098376 97,3156232 12,432289 0,77532507 

10 117,369756 80,5652025 78,5338016 92,1562534 17,8479166 0,56792965 

20 99,4258477 70,8301832 77,0252513 82,4270941 12,2831303 0,11307836 

40 112,422706 91,6246442 96,7945905 100,280647 8,84135292 0,9663461 
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MCF 10A 

SB 203580  

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 94,7458616 110,807828 76,0279542 93,8605479 14,2126173 0,57427503 

2 109,497978 95,9839132 84,9875508 96,8231473 10,0239212 0,67721238 

10 106,601568 96,9301276 74,588769 92,7068216 13,4060201 0,48459061 

20 93,2553307 103,652182 97,1902687 98,0325939 4,28608334 0,55162826 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 108,769112 109,834217 92,728548 103,777292 7,82473321 0,53228847 

10 106,731797 96,8218989 103,670848 102,408181 4,14304754 0,45723802 

20 111,876147 89,8493253 94,7481131 98,8245284 9,4430959 0,86881514 

40 104,847862 90,8870343 98,7862885 98,1737283 5,71591929 0,67479462 
 

MDA MB 231 

SB 203580  

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 104,27857 85,5522395 88,8314758 92,8874286 8,16524882 0,28545625 

2 120,443376 113,020447 111,806371 115,090064 3,8176738 0,00502474 

10 100,567784 107,041149 108,31148 105,306805 3,39088684 0,09129299 

20 123,085021 100,967057 108,141312 110,73113 9,21344868 0,1748686 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 85,3934479 122,772932 101,952112 103,372831 15,2931421 0,77069927 

10 98,7140334 129,10622 102,477686 110,099313 13,5274574 0,35059888 

20 89,1913603 142,065806 112,31733 114,524832 21,6422664 0,39630208 

40 92,3775378 137,31091 112,586269 114,091572 18,3748277 0,33911577 
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ZR 751 

SB 203580  

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
0,2 106,915813 114,400259 97,8153796 106,377151 6,78145393 0,25431724 

2 120,253922 127,579987 101,51318 116,44903 10,9765663 0,10142403 

10 126,495334 135,162431 96,9928236 119,550196 16,3382156 0,16585707 

20 114,930096 156,216993 89,7609935 120,302694 27,3952375 0,35375274 
Skepinone-L 

Faktor IC 
50 Versuch 1 Versuch2 Versuch3 MW SD t-Test 

0 100 100 100 100 0  
5 100,837778 105,638736 76,1958752 94,2241296 12,897694 0,56092975 

10 91,8561022 102,951388 71,5301283 88,7792063 13,0108765 0,28959569 

20 98,5056218 94,1801764 69,4148252 87,3668745 12,8162507 0,23576519 

40 102,430725 104,851673 88,8624516 98,7149498 7,0365256 0,80894177 
 

Werte zu Abbildung 10: Zellviabilität der Mammakarzinom-Zelllinien AU565 (A), MCF7 (B), 

MCF10A (C), MDA-MB231 (D) und ZR751 (E) nach der Behandlung mit den p38 MAPK-

Inhibitoren SB 203580 und Skepinone 

AU 565 

Gegenüberstellung VIABILITÄT der beiden Inhibitoren bei 
Faktor IC50 = 20  

 Mittelwerte    

 0 2 3 4 

SB 203580 100 64,2158561 70,1318038 63,8888805 

Skepinone-L 100 74,5842843 80,9253026 69,4473318 
 

 SD    

 0 2 3 4 

SB 203580 0 4,69959675 2,31773471 2,67238487 

Skepinone-L 0 3,94803138 2,90675923 2,8195123 
 

 t-Test    

 0 2 3 4 

SB 203580 1 0,00899841 0,00031625 0,00043375 

Skepinone-L 1 0,93307542 0,11659817 0,05268394 
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MCF 7 

Gegenüberstellung VIABILITÄT der beiden Inhibitoren bei 
Faktor IC50 = 20  

 Mittelwerte    

 0 2 3 4 

SB 203580 100 97,411969 93,3967569 82,9099236 

Skepinone 100 141,265112 136,990091 123,635109 
 

 SD    

 0 2 3 4 

SB 203580 0 41,0744748 44,3085548 54,1041932 

Skepinone-L 0 42,0036184 51,542503 69,1202983 
 

 t-Test    

 0 2 3 4 

SB 203580 1 0,43786283 0,51152246 0,65468579 

Skepinone-L 1 0,63675838 0,72841237 0,76772699 
 

MCF 10A 

Gegenüberstellung VIABILITÄT der beiden Inhibitoren bei 
Faktor IC50 = 20  

 Mittelwerte    

 0 2 3 4 

SB 203580 100 69,7125354 64,8266862 63,7049165 

Skepinone-L 100 160,854847 146,970477 146,564588 
 

 SD    

 0 2 3 4 

SB 203580 0 10,4582349 9,39840567 8,83258882 

Skepinone-L 0 14,6548917 25,0701154 19,8792112 

 

 t-Test    

 0 2 3 4 

SB 203580 1 0,00207111 0,00119374 0,00074976 

Skepinone-L 1 0,03961431 0,20858882 0,16716786 
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MDA MB 231 

Gegenüberstellung VIABILITÄT der beiden Inhibitoren bei 
Faktor IC50 = 20  

 Mittelwerte    

 0 2 3 4 

SB 203580 100 86,9316157 81,3697187 82,9844561 

Skepinone-L 100 197,060409 185,168679 190,069035 

 

 SD    

 0 2 3 4 

SB 203580 0 10,4201451 5,79491493 6,87811985 

Skepinone-L 0 11,0460934 16,6984498 9,45115679 
 

 t-Test    

 0 2 3 4 

SB 203580 1 0,0030162 0,00066328 0,00037769 

Skepinone-L 1 0,00426544 0,0168221 0,00138565 
 

ZR 751 

Gegenüberstellung VIABILITÄT der beiden Inhibitoren bei 
Faktor IC50 = 20  

 Mittelwerte    

 0 2 3 4 

SB 203580 100 99,9126495 98,7240023 86,7923067 

Skepinone-L 100 185,839187 190,602724 165,992114 

 

 SD    

 0 2 3 4 

SB 203580 0 18,3593237 19,1994697 27,9326336 

Skepinone-L 0 39,2698299 47,3961469 66,6638121 

 

 t-Test    

 0 2 3 4 

SB 203580 1 0,18042335 0,14887416 0,29883786 

Skepinone-L 1 0,14456723 0,1967334 0,34973263 
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