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1 Einleitung / Ziel der Dissertation       

 

 Die Bedeutung des oralen Plattenepithelkarzinoms 

Das orale Plattenepithelkarzinom ist definiert als invasive maligne Neoplasie und tritt an 

verschiedenen Lokalisationen, wie z.B. Zunge, Zahnfleisch, Mundboden, Wangeninnenseite, 

Lippeninnenseite retromolarem Dreieck und Gaumen, auf (1). Plattenepithelkarzinome stellen 

90% der malignen Neoplasien der Mundhöhle und des Oropharynx dar und machen bei 

Frauen 2% und bei Männern 5% aller Tumorerkrankungen aus (2). Es tritt vorwiegend in der 

fünften und sechsten Lebensdekade auf (3). Die Hauptrisikofaktoren für die Entstehung eines 

oralen Plattenepithelkarzinoms sind Tabakkonsum, vor allem das Kauen von Areca- bzw. 

Betelnüssen, der übermäßige Konsum von Alkohol, genetische Prädisposition sowie eine 

Infektion des oberen Aerodigestivtrakt durch das humane Papillomavirus (HPV) (4). Die 

humanen Papillomaviren (HPV) sind in Nord-, Mittelosteuropa und Südamerika für einen 

Anstieg der Neuerkrankungen jüngerer Menschen mit Plattenepithelkarzinom des Kopf- und 

Halsbereichs verantwortlich (5). Eine verspätete Diagnose beim Kopf-Hals-Karzinom ist oft der 

Grund für die hohe Sterblichkeit (6). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei etwa 62%, bei 

Patienten mit Metastasen nur bei 32% (7). Heutzutage ist die Therapie des oralen 

Plattenepithelkarzinoms eine Kombination aus chirurgischer Entfernung, Radio- und / oder 

Chemotherapie, wobei die Prognose durch die Größe des Tumors und den Status der 

Lymphknoten bestimmt wird (8, 9). Die Chemotherapie allein hat in der multimodalen Therapie 

des Mundhöhlenkarzinoms keinen Stellenwert und wird in der Regel additiv in Kombination mit 

einer Strahlentherapie appliziert (10). Dabei wirken Chemotherapeutika, wie z. B. Cisplatin, 

Carboplatin, 5-Fluorourcail etc., zytostatisch bzw. zytotoxisch durch direkte DNA-Schädigung 

oder die Bildung reaktive Sauerstoffspezies (ROS), was letztlich das Absterben der 

Tumorzellen bewirkt (11). In der aktuellen Literatur konnte Paraoxonase 2 (PON2) die 

Wirksamkeit bestimmter Chemotherapeutika vermindern, was auf einen potenziellen 

Mechanismus der Chemoresistenz hindeutet (12). Des Weiteren wurde ebenfalls diskutiert, 

dass PON2 reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) reduziert und somit die Tumorzellen vor 

oxidativen Stress schützt (13). Diese Erkenntnisse positionieren PON2 nicht nur als ggf. 

prognostischen Marker, sondern auch als möglichen therapeutischen Angriffspunkt bei der 

Behandlung von Plattenepithelkarzinomen (14). Da die Inzidenz für Krebserkrankungen in 

Mundhöhle und Rachen insgesamt für Deutschland im Jahr 2022 13189 registrierte 

Neuerkrankungen betrug, stellt das orale Plattenepithelkarzinom auch weiterhin heutzutage 

eine relevante Erkrankung dar, die es gilt, erfolgreich zu therapieren (15, 16). 
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 Zielsetzung 

Durch biochemische Methoden sollen sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene 

Zusammenhänge in Bezug auf Expression, Aktivität und Funktion von Paraoxonase 2 (PON2) 

in Zellen oraler Plattenepithelkarzinome analysiert werden. Ziel ist es durch in vitro 

Experimente herauszufinden, ob PON2 die orale Plattenepithelkarzinomzellen vor der 

chemotherapeutisch induzierten Apoptose schützt. Da im Rahmen der Chemotherapie 

vorzugsweise platinhaltige Verbindungen zum Einsatz kommen, wird getestet, ob PON2 eine 

Wirkung auf die Resistenz in Bezug auf Cisplatin hat. Dies wird anhand von zwei 

Versuchsreihen untersucht: 

Im ersten Versuchsteil soll in einem in vitro – Versuch die basale PON2 Expression in 

verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien (CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-25) 

auf Proteinebene durch Western blot untersucht werden. Im zweiten Versuchsteil soll durch 

ein Gen-knockout PON2 in einer Plattenepithelkarzinomzelllinie gezielt herunterreguliert 

werden, mit dem Chemotherapeutika Cisplatin inkubiert und danach Folgetests in Form von  

RealTimePCR, Westernblots, Caspase und ROS Analysen durchgeführt werden. Dabei soll 

auf folgende Fragestellung eingegangen werden: 

- Variiert die PON2-Expression in unterschiedlichen oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen? 

- Wirkt sich eine Chemotherapie mit Cisplatin auf die Genexpression von PON2 aus? 

- Schützt PON2 orale Plattenepithelkarzinomzellen vor Cisplatin-induzierter Apoptose? 

- Schützt PON2 oralen Plattenepithelkarzinome vor Cisplatin-induzierter ROS-

Produktion? 

Durch Beantwortung dieser Fragestellungen könnte PON2 als potenziell therapeutischer 

Angriffspunkt in der Behandlung oraler Plattenepithelkarzinome charakterisiert werden. 
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2 Literaturdiskussion 
 

 Das orale Plattenepithelkarzinom 

Der Kopf- und Halskrebs („Head and neck cancer“, HNC) ist einer der wichtigsten bösartigen 

Erkrankungen und ist die siebthäufigste Krebsart weltweit (17). Das orale 

Plattenepithelkarzinom („oral squamous cell carcinoma“ – OSCC) gehört zu den Kopf- und 

Hals-Tumoren und ist ein maligner Tumor, der von der oralen Schleimhaut ausgeht (18, 19). 

Es kann sowohl im Mundraum, insbesondere an Zunge, Zahnfleisch, Mundboden, 

Wangeninnenseite, Lippeninnenseite, retromolarem Dreieck und Gaumen, als auch im 

Pharynx, Larynx sowie Nasen-(Neben)höhlen auftreten (20). Männer sind häufiger betroffen 

als Frauen, die Geschlechterverteilung wird sowohl in Deutschland als auch in den USA auf 

2,5 zu 1 (Männer : Frauen) geschätzt (7) (21). Die Erkrankung tritt meist bei Männern zwischen 

55 und 65 Jahren auf, bei Frauen hingegen zwischen 50 und 75 Jahren (22). Die jährliche 

weltweite Inzidenz beträgt 358.864 Neuerkrankungen bei einer jährlichen Mortalität von 

177.384 Todesfällen (23). Die Ursachen oraler Plattenepithelkarzinome sind komplex und 

lassen sich sowohl auf intrinsische als auch extrinsische Faktoren zurückführen (24): Zu den 

intrinsischen Faktoren gehören genetische Prädisposition (25), Langzeit-Immunsuppression 

(26) oder Eisenmangel (27). Als extrinsische Faktoren werden Rauchen (28), Alkoholkonsum 

(29), Betelnusskonsum (30) und HPV (31) genannt. Besonders das Rauchen  

und der chronische Alkoholabusus gelten als Hauptrisikofaktoren, die sich gegenseitig 

potenzieren können (32). Wiederum kann bei einer ausgewogenen mediterranen Ernährung 

das Risiko für eine Entwicklung eines Mundhöhlenkarzinoms, nach Adjustierung des 

Nikotinkonsums und BMIs, deutlich gesenkt werden (33). Oft entsteht das orale 

Plattenepithelkarzinom aus einer Präkanzerose, eine Veränderung des Gewebes, die mit 

einem statistisch erhöhten Risiko für eine bösartige Entartung verbunden ist (34). Das orale 

Plattenepithelkarzinom entsteht durch einen mehrstufigen Prozess und benötigt einen langen 

Zeitraum von ca. 25 Jahren (35). Am Anfang der Krebsentstehung kommt es zu einer 

Veränderung des Genoms in einer oder mehreren Zellen, die über die niedrig-, mäßige und 

hochgradige Dysplasie zum Carcinoma in situ und abschließend zum malignen 

Plattenepithelkarzinom wird (36, 37). Die sogenannte Feldkanzerisierung, ein Begriff welcher 

durch Slaughter et al. 1953 definiert wurde, beschreibt den Bestand von präneoplastischen 

Prozessen, die mit einer hohen karzinogenen Potenz an mehreren Stellen eines Bereiches 

(Feld) einhergehen (38). Da das Tumorwachstum zunächst schmerzlos verläuft, stellen sich 

die Patienten oft erst mit Verzögerung vor (39). Die Früherkennung des oralen 
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Plattenepithelkarzinoms (OSCC) bleibt trotz moderner diagnostischer Möglichkeiten eine 

erhebliche Herausforderung in der klinischen Praxis (40). OSCC wird initial häufig durch 

asymptomatische oder unspezifische Läsionen auffällig und imponiert als Leukoplakie, 

Erythroplakie, persistierendes Ulkus oder eine indurierte Schleimhautveränderung (41, 42). 

Diese Veränderungen können in der primärärztlichen oder zahnärztlichen Versorgung oftmals 

als benigne Reizungen, chronisch-entzündliche Veränderungen oder druckbedingte Läsionen 

fehldiagnostiziert werden, was mitunter zu einer relevanten zeitlichen Verzögerung in der 

Diagnosestellung führt (43). Mehrere Studien weisen darauf hin, dass sich zwischen dem 

erstmaligen Auftreten auffälliger oraler Läsionen und der definitiven Diagnosestellung häufig 

ein Zeitraum von mehreren Monaten erstreckt, wodurch die Erkrankung nicht selten erst in 

fortgeschrittenen Stadien entdeckt wird (44). Nach einer verspäteten Diagnosestellung erfolgt 

wiederum eine Verzögerung des Behandlungsbeginns (45-47). Die Inzidenz eines zeitgleichen 

Zweittumors oder von Fernmetastasen (Tochtergeschwülste, die in einem entfernteren 

Gewebe angesiedelt sind) in Bezug auf die Größe des Primärtumors, liegt bei oralen 

Karzinomen zwischen 4% und 33% (48, 49). Das Staging des oralen Plattenepithelkarzinoms 

erfolgt anhand der UICC- oder TNM-Klassifikation und umfasst die Größe des Primärtumors, 

das Vorhandensein von Metastasen in regionalen Lymphknoten und Fernmetastasen, die ggf. 

andere Organe betreffen können (50). 
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Abbildung 1: Die orale Leukoplakie; MKG Universitätsmedizin Mainz 

Orale, potenziell maligne Läsionen sind klinische Veränderungen der Mundschleimhaut mit 

dem Risiko der Entwicklung eines Karzinoms. Dabei ist die Leukoplakie die häufigste orale,  

potenziell maligne Veränderung (OPML) der Mundschleimhaut. Die orale Leukoplakie 

erscheint klinisch als plane und scharf begrenzte Schleimhaut-Veränderung, die schmerzlos 

und nicht juckend ist. Ebenfalls typisch ist, dass die weißen Veränderungen nicht abwischbar 

sind. Duch regelmäßige Kontrolluntersuchungen können die potenziell bösartigen 

Gewebsveränderungen in einem frühen Stadium aufgedeckt werden. 

 

 

        

 

 

       

    

Abbildung 2: Das orale Plattenepithelkarzinom; MKG Universitätsmedizin Mainz 

Das orale Plattenepithelkarzinom zeigt sich klinisch typisch als zentrales Ulkus mit einem 

peripheren Randwall und leukoplakischen Auflagerungen, die aber auch fehlen können. Mit 

zunehmender Größe des Tumors können sowohl Schmerzen als auch Dysarthrie, Dysphagie 

und / oder Foetor ex ore auftreten. Das Staging des Tumors erfolgt anhand der UICC- oder 

TNM-Klassifikation. 
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 Die Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms 

Die Behandlung des oralen Plattenepithelkarzinoms erfolgt in Deutschland interdisziplinär und 

wird im entsprechenden Tumorboard mit den einzelnen an der Diagnostik und Therapie 

beteiligten Fachrichtungen Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Hals-Nasen-

Ohrenheilkunde, Strahlentherapie, Onkologie, Pathologie und Radiologie abgestimmt (51). 

Die Therapie des Mundhöhlenkarzinoms soll individuell auf den Patienten angepasst werden 

(52). Dabei soll in der Patientenfallvorstellung eine Therapieempfehlung in Bezug auf die 

Lokalisation, Größe und Ausbreitung des Primärtumors (T-Stadium), das Fehlen oder 

Vorhandensein von örtlich oder benachbarten regionären Lymphknotenmetastasen (N-

Stadium), das Vorhandensein von Fernmetastasen (M-Status), den Allgemeinzustand und 

auch den Wille des Patienten, ausgesprochen werden (53, 54). Dabei gibt es grundsätzlich 

zwei Therapiestrategien, den kurativen und den palliativen Behandlungsansatz (55): 

Möglichkeiten einer kurativen Behandlung sind die alleinige chirurgische Therapie, die 

alleinige Strahlentherapie, die Strahlentherapie in Kombination mit einer Chemotherapie sowie 

eine Kombination aus chirurgischer, Strahlen- und Chemotherapie (51). Zu den „drei Pfeilern“ 

der klassischen Tumortherapie zählen: 

 

 Chirurgische Therapie 

Bei kurativ resektablen oralen Plattenepithelkarzinomen sollte die Operation, ggf. mit einer 

zeitnahen Rekonstruktion durchgeführt werden (51). Ziel der operativen Therapie ist das 

Erreichen von tumorfreien Absetzungsränder des Operationspräparats, mit einem 

Sicherheitsabstand von mindestens 0,5cm (R0-Resektion) (56, 57). Bei fortgeschrittenen 

Karzinomen sollte eine zusätzliche postoperative Radio(-chemo)therapie im Anschluss 

erfolgen (58-60). In ca. 20-40% der Fälle kommt es bei OSCC zu einer nicht sichtbaren 

Metastasierung der Halslymphknoten, dabei sind meistens Level I – III betroffen (61). Es wird 

empfohlen bei klinisch unauffälligen Lymphknoten eine elektive Neck Dissection und bei 

Verdacht auf Lymphknotenbefall eine therapeutische in der Regel modifiziert radikale Neck 

Dissection durchzuführen (62, 63). Neben den Lymphknoten in Level I – III werden in der 

Literatur der Befall von Level IV mit 7-17% und Level V mit 0-6% Wahrscheinlichkeit 

angegeben (64, 65). Bei höherer T-Kategorie (T3/T4), knappen oder noch positiven 

Resektionsrändern, perineuraler, Gefäß und/oder Lymphknoteninvasion sollte eine 

postoperative Radio- oder Radiochemotherapie erfolgen (66, 67): 
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 Strahlentherapie 

Bei der Strahlentherapie (Radiotherapie) wird ionisierende Strahlung auf ein Zielvolumen 

(Tumor und sein Ausbreitungsgebiet) appliziert (68). Ziel der Radiotherapie ist eine maximale 

Zerstörung des Tumorgewebes bei gleichzeitig minimaler Schädigung des umgebenen 

gesunden Gewebes (69). Ein zeitnaher Beginn postoperativ und ein Therapieabschluss nach 

maximal elf Wochen werden angestrebt (70, 71). Die Gesamtdosis wird in der Regel in 

mehreren Einzeldosen entweder mit 1,8-2,0 Gy, täglich 5x/Woche konventionell fraktioniert 

appliziert. Andere Konzepte, welche Auswirkungen auf die Toxizität der Therapie haben, sind 

die akzelerierte Bestrahlung (>10 Gy/Woche) oder 1,1-1,2 Gy, 2x täglich als hyperfraktionierte 

Radiotherapie (72). Häufige Nebenwirkungen unter einer Strahlentherapie beim 

Mundhöhlenkarzinom sind Mukositis, (Pilz)Infektionen, Veränderung des Speichels, Fibrose, 

sensorische Störungen, Karies, Parodontitis und die Osteoradionekrose (73). 

 

 Chemotherapie / Cisplatin 

Eine Chemotherapie wird als medikamentöse Therapie bei Tumorerkrankungen eingesetzt 

und kann entweder unter kurativen, adjuvanten oder palliativen Aspekten durchgeführt werden 

(74). In der Behandlung des Mundhöhlenkarzinoms kommen in der Regel die Platinderivate 

Cisplatin oder Carboplatin (75, 76) entweder in Kombination mit einer Strahlentherapie 

(primäre Radiochemotherapie) oder nach operativer Entfernung des Tumors in Kombination 

mit Bestrahlung (adjuvante Radiochemotherapie) zum Einsatz (77, 78). Beim Nachweis 

extrakapsulärer Lymphknotenmetastasen oder einem positiven Resektionsrand (R1-

Resektion) wird ebenfalls Cisplatin als Mittel der Wahl angewendet. Bei Tumorrezidiven oder 

in der Palliation können weitere Chemotherapeutika (5-FU, Taxane) angewendet werden (79, 

80). 

Cisplatin (CAS registry number: 15663-27-1) 

Bei Cisplatin ( (SP-4-2)-Diammindichloroplatin(II) ) handelt es sich um einen Arzneistoff aus 

der Gruppe der Zytostatika, die das Zellwachstum bzw. die Zellteilung hemmen (81). Cisplatin, 

mit der Summenformel Cl2H6N2Pt, ist ein anorganischer Schwermetallkomplex und hat eine 

Molekülmasse von 300,05 g/mol (82). Chemisch gesehen ist es ein planarer Komplex, der am 

zentralen Platinatom, zwei cis-ständige Chloridliganden und zwei Amminliganden gebunden 

hat (83). Cisplatin zählt zu den Platin-Komplex-Bildnern, dabei wird die DNA-Replikation durch  
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Vernetzung zweier Guaninbasen in einem DNA-Strang gehemmt  (57). Die DNA-Struktur wird 

gestört, der Zellstoffwechsel hört auf und es wird in der Zelle die Apoptose (programmierter 

Zelltod) eingeleitet (84). Cisplatin hat einige Nebenwirkungen, unter anderem wirkt es stark 

emetisch und nephrotoxisch sowie stark ototoxisch und neurotoxisch (85). Heutzutage ist 

Cisplatin immer noch der Goldstandard und wird als Chemotherapeutikum der Wahl beim 

oralen Plattenepithelkarzinom, neben weiteren Anwendungsgebieten für das Hoden-, Ovarial, 

Bronchial-, Harnblasen- und Zervixkarzinom,  eingesetzt (86, 87). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Cisplatin – Strukturformel 

Cisplatin ist chemisch gesehen ein planarer Komplex, der am zentralen Platinatom zwei cis-

ständige Chloridliganden und zwei Amminliganden gebunden hat. Die beiden Chloratome 

können gegen Wasserreste oder Hydroxygruppen ausgetauscht werden, dabei entstehen 

hochreaktive Aquo- und Hydroxykomplexe, die wiederum die DNA-Stränge vernetzen. 

 

 Apoptose (programmierter Zelltod und seine Rolle bei Tumoren) 

Ziel der beiden adjuvanten Therapieformen Radio- und Chemotherapie ist die Induktion der 

Apoptose (88-91). Unter dem Begriff „Apoptose“ versteht man das physiologische, kontrollierte 

Absterben einer Zelle, welches auch als programmierter Zelltod definiert wird (92, 93). Der 

programmierte Zelltod ist für die normale Entwicklung und Funktion des Organismus wichtig 

und hat als Aufgabe unter anderem die Elimination potenziell schädlicher oder entarteter 

Zellen und die Kontrolle über die Zellanzahl (94). Der Apoptose-Mechanismus selbst besteht 

aus vielen komplexen Signalwegen und wird in eine Initiierungsphase und eine Effektorphase 

eingeteilt (95): Die Apoptose kann in der Zelle entweder über Caspase-vermittelte intrinsische  
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oder extrinsische Signalwege ausgelöst werden (96). Sogenannte Caspasen (EC number: 

3.4.22.-) sind Enzyme aus der Gruppe der Cysteinendopeptidasen (Hydrolasen) und sind 

Bestandteile einer Enzymkaskade beim Ablauf des programmierten Zelltodes (97, 98). Die 

Caspasen befinden sich als inaktive Vorstufe (Procaspasen) im Zytoplasma, welche nach und 

nach aktiviert werden (99). Dabei treffen die beiden Signalwege (intrinsisch und extrinsisch) 

aufeinander, aktivieren die Effektor-Apoptose-Caspasen, die durch Aktivierung von Caspase 

3, Caspase 6 und Caspase 7 die Endphase erreichen, und führen letztendlich sowohl zu 

morphologischen als auch zu biochemischen Zellveränderungen (100). Morphologisch 

zeichnet sich die Apoptose durch eine Schrumpfung der Zelle und des Zellkerns sowie eine 

Kondensation des Kernchromatins, die gegen die Kernmembranen eingegrenzt werden, aus 

(101). Im Anschluss kondensiert und bricht der Zellkern auf (Karyorrhexis) (102). Es lösen sich 

die Zellen vom umgebenden Gewebe und bilden Ausläufer, die mit dicht gepackten 

Zellorganellen und Zellfragmenten bestückt sind und letztendlich phagozytiert werden (103, 

104). Auf biochemischer Ebene ist die Apoptose durch den Abbau von DNA durch endogene 

DNasen (EC number: 3.1.-.-) zu DNA-Fragmenten gekennzeichnet (105). Somit stellt der 

programmierte Zelltod einen essenziellen Prozess zur Aufrechterhaltung der 

Gewebehomöostase dar, der ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelltod sicherstellt 

(106, 107).  

In Tumorzellen ist dieses Gleichgewicht nicht nur durch eine ungebremste Zellteilung gestört, 

sondern auch durch eine Fehlsteuerung des programmierten Zelltodes (108). Dabei werden 

einerseits intrazelluläre Effektormoleküle mit antiapoptotischer Funktion aktiviert, anderseits 

kann die Genexpression geändert werden und es werden proapoptotische Signalwege 

inhibiert (109, 110). 

 

 

 Paraoxonase (EC number: 3.1.8.1) 

 

 Gruppe der Paraoxonasen  

Zur Gruppe der Paraoxonasen gehören die drei Isoenzyme Paraoxonase 1 (PON1), 

Paraoxonase 2 (PON2) und Paraoxonase 3 (PON3) (111). Die drei Isotypen der Paraoxonase 

werden von den Genen PON1, PON2 und PON3 kodiert und befinden sich beim Menschen 

auf dem langen Arm des Chromosoms 7 (112). Sie unterscheiden sich in ihrem Aufbau nur 

geringfügig, hingegen gibt es Unterschiede in ihrer Lokalisation und Aktivität (113). Während 

PON1 und PON3 hauptsächlich von der Leber synthetisiert werden und über HDL an andere  
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Organe verteilt werden, kommt PON2 ubiquitär intrazellulär vor (114). Alle drei Paraoxonasen 

haben eine Laktonaseaktivität und wirken antioxidativ, da sie ROS reduzieren können (115, 

116):  

 

Paraoxonase 1 ist ein Glykoprotein und Enzym aus 355 Aminosäuren und hat ein 

Molekulargewicht von 43.000 Dalton (117). PON1 wird hauptsächlich von der Leber sezerniert, 

kommt in fast allen Geweben vor und ist im Plasma mit dem HDL-Cholesterin assoziiert (118) 

(119). Es hat sowohl eine Esterase-, als auch eine Paraoxonaseaktivität (120). PON1 schützt 

sowohl die HDL- als auch die LDL-Cholesterin-Fraktion vor Oxidation, indem sie 

Organophosphate hydrolysiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von 

kardiovaskulären Erkrankungen (121, 122). 

 

Paraoxonase 3 ist ein Glykoprotein und Enzym aus 354 Aminosäuren, hat ein 

Molekulargewicht von 40.000 Dalton und wird hauptsächlich in der Leber synthetisiert (123, 

124). PON3 ist im Vergleich zu den anderen PON-Homologen das am wenigsten 

untersuchteste (123). Es unterscheidet sich zu PON1 und PON2 indem an Position 243 

Histidin und an Position 281 Tryptophan durch Lysin bzw. Leucin ersetzt sind (125). PON3 ist 

ähnlich wie PON1 mit den Lipoproteinen höher Dichte (HDL) assoziiert und hat neben einer 

antioxidativen auch eine entzündungshemmende Eigenschaft (126). Die Regulation der 

Expression von PON3 verläuft unbeeinflusst von ROS und PON3 wird nicht von Makrophagen, 

Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert (127-129). Außerdem wurde für PON3 

eine Schutzfunktion für mitochondriales ROS in Bezug auf die intrinsische Apoptose 

nachgewiesen (127). 

 

 

 Paraoxonase 2 

Paraoxonase 2 ist ein Glykoprotein und Enzym, das intrazellulär lokalisiert ist, und hat ein 

Molekulargewicht von ca. 44.000 Dalton (129). Intrazellulär befindet sich PON2 in den 

Membranen der Mitochondrien, der endoplasmatischen Retikula und in Plasmamembranen 

(130, 131). Es wird in allen Gewebearten außer Thymus, Fettgewebe, Auge und 

Unterkieferspeicheldrüse exprimiert (114). Paraoxonase 2 interagiert mit Coenzym Q10, das 

wiederum mit dem Komplex III in den Mitochondrien assoziert ist, und fängt wahrscheinlich 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ab, die bei der oxidativen Phosphorylierung entstehen (13).  
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Abbildung 4: Paraoxonase 2 – schematische Darstellung, KI-generiert (Open-AI, 2025) 

Die Paraoxonase 2 ist ein Enzym, das vom PON2-Gen kodiert wird. Es gehört neben 

Paraoxonase 1 und 3 zur Paraoxonase-Familie und ist intrazellulär lokalisiert. 

 

 Reaktive Sauerstoffspezies  

Die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sind Sauerstoff-enthaltende Moleküle, die eine große 

chemische Reaktionsbereitschaft aufweisen und eine wichtige Rolle beim oxidativen Stress 

spielen (132). Zur Gruppe der ROS gehören neben Radikalen wie z.B. Hyperoxid-Anion 

(O2·−), Hydroxyl-Radikal (HO·), Peroxylradikal (ROO·) und Alkoxylradikal (RO·)  auch stabile 

Oxidantien wie z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydroperoxid (ROOH), Ozon (O3) und das 

Hypochlorit-Anion (OCl−)  (133). Als Nebenprodukt der Zellatmung, durch die 

Monoaminooxidasen und an Komplex I & III der Atmungskette, entstehen die reaktiven 

Sauerstoffspezies intrazellulär in den Mitochondrien (134). Ebenfalls sind ROS an der 

zellulären Signalübertragung beteiligt (135). 
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 PON2 & ROS im Kontext der Tumorbiologie 

Tumore, wie z.B. das orale Plattenepithelkarzinom, sind in der Lage sich einerseits durch die 

Hochregulierung antiapoptotischer Faktoren und andererseits durch eine höhere ROS-

Resistenz einen Überlebensvorteil zu verschaffen um dem Vorgang der Apoptose 

entgegenzuwirken (136). Verschiedene Studien zeigten, dass PON2 sowohl eine antioxidative 

als auch eine antiapoptotische Funktion aufweist (137, 138). Die antiapoptotische Fähigkeit 

lässt sich darin begründen, dass PON2 innerhalb der mitochondrialen Atmungskette vor einer 

zu hohen ROS-Produktion schützt und daraufhin die Induktion der mitochondrial induzierten 

Apoptose hemmt (116, 131, 136, 139). Außerdem wird die PON2-Expression unter zellulären 

oxidativen Stress hochreguliert (140). Andere Tumorerkrankungen wie z.B. das Prostata-, 

Nieren-, Leber- und Harnblasenkarzinom zeigen eine erhöhte PON2-Expression (139, 141, 

142). Zu den potenziellen Mechanismen, durch die das PON2 eine antiapoptotische Wirkung 

in den Tumorzellen entfalten könnte, zählt der unfolded protein response-Signalweg (UPR), 

ein zellulärer Signalweg, der infolge von Zellstress ausgelöst wird (116, 143). Horke et al. 

zeigten, dass in oralen Plattenepithelkarzinomzellen PON2 überexprimiert wird und vor UPR-

vermitteltem Zelltod schützt (116). Bei vaskulären Endothelzellen kann die Hochregulierung 

von PON2 zu einem geringeren ER-assoziierten oxidativen Stresslevel führen, was wiederum 

in einer Inaktivierung der UPR-induzierten Apoptose resultiert (116). Andere Studien zeigen 

wiederum, dass eine erhöhte PON2-Expression in Bezug auf Tumore mit einer geringeren 

Ansprechrate auf Chemotherapie, erhöhter Aggressivität des Tumors sowie einer 

Herabsetzung der Prognose einhergeht (128, 144, 145). 

Ebenfalls spielen reaktive Sauerstoffspezies eine zentrale Rolle in der zellulären 

Signaltransduktion und können in Tumorzellen des oralen Plattenepithelkarzinoms sowohl pro- 

als auch anti-tumorale Effekte auslösen (146, 147). Dabei sind die häufigen Merkmale von 

Krebszellen einerseits die Deregulierung der ROS-Produktion und andererseits eine 

Limitierung der ROS-Wege (148). Durch therapeutisch induzierten oxidativen Stress lassen 

sich zelluläre Redox-Gleichgewichte gezielt stören, was zu Aktivierung des programmierten 

Zelltods führen kann (149, 150). Dieser Mechanismus eröffnet potenzielle Ansätze zur 

selektiven Eliminierung maligner Zellen, insbesondere wenn antioxidative Schutzsysteme im 

Tumorgewebe bereits geschwächt sind (151).  

Diese aufgezeigten Aspekte können ggf. einen Überlebensvorteil für Tumore sein. Die gezielte 

Modulation sowohl von PON2 als auch ROS können vielversprechende Ansätze bzw.  
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Angriffspunkte in der Tumortherapie des oralen Plattenepithelkarzinoms darstellen: Während 

eine Erhöhung der ROS-Konzentration in Tumorzellen den Zelltod fördern kann, ist gleichzeitig 

die Rolle von antioxidativen und antiapoptotischen Enzymen wie z.B. das PON2 zu 

berücksichtigen, da deren Aktivität die Effektivität solcher Therapien beeinfluss kann (152, 

153). 

 

 

 

Abbildung 5: Antiapoptotischer Mechanismus von Paraoxonase 2 – Abbildung 
modifiziert nach Witte (141) 

Die dargestellte Abbildung zeigt den vermuteten antiapoptotischen Mechanismus von 

Paraoxonase 2. Es verhindert die mitochondriale O2-Bildung und beeinflusst einerseits die ER-

Stress-induzierten Signalwege (über JNK und CHOP) und anderseits die mitochondrialen 

proapoptotische Signale (verringerte Cardiolipinperoxidation und Cytochrom-C-Freisetzung). 

Dies führt zu einer ausgeprägten Apoptose-Resistenz. Somit versucht die Tumorzelle durch 

Erhöhung der PON2-Expression dem Zelltod zu entgehen (141). 
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3  Material und Methoden  

 

 Materialien 

 Chemikalien 

Auflistung der verwendeten Chemikalien: 

 

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

2 N Salzsäure HCl       Carl Roth GmbH & Co. KG 

4,6-Diamidin-2``-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI)  Roche  

5-(und -6)-carboxy-2`,7`-dichlordihydro-fluoreszin-   

diacetat (Carboxy-H2DCFDA)     Molecular Probes 

Ampicilllin        Roth       

Bacto™Tryptone       ThermoFisher Scientific GmbH 

Bacto™Yeast Extract      ThermoFisher Scientific GmbH 

Cisplatin        Auftragssynthese 

         Apotheke der Universitätsmedizin 

         Mainz 

Coomassie-Brillantblau      Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Dimethylsulfoxid (DMSO) D2650     Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Dulbecco’s PBS      PAA 

Ethanol 70%        AppliChem GmbH 

Glycin 25mM        Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (HAT)   Invitrogen 

HBSS         PAA 

Isopropanol       Hedinger GmbH & Co. KG 
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L-Glutamine, G7513      Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Methanol        Merck KG 

Na+Pyruvat       PAA 

Paraformaldehyd 4% (PFA)      Roth 

Puromycin        MirusBio 

SB 216763       Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

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

Trypan-blau-Lösung 0,4%      Lonza 

 

 Verbrauchsmaterialien 

Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien: 

 

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

Cellstar® Serologische Pipette; 2ml, 5ml, 10ml, 25ml  Greiner Bio-One GmbH  

Cellstar® Zellkulturflaschen 550ml    Greiner Bio-One GmbH 

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

Cellstar® Zellkulturplatte farblos, steril, 6-well  Greiner Bio-One GmbH 

DEPC-Wasser RNAse free water     VWR International GmbH 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)     Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium/Nährmischung 

F12 Ham (DMEM/F-12, 1:1), D6421    Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Immun-Blot® PVDF Membrane     BioRad 

Falcon® Cell Scraper      Corning Science  
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Fluorescence Mounting medium, S3028   Agilent Technologies 

Fötales Kälber Serum (FCS)     Gibco 

Glutamax        Invitrogen 

Hank’s Balanced Salt Solution     PAA 

Hard Shell® 96 well PCR plates     BioRad 

Hydrocortison       Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Life Science PCR 8er-Strips-Reaktionsgefäß 

0,2ml; farblos        Brand GmbH & Co. KG 

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

Milchpulver        Roth (Blotting Grade) 

Opti-MEM™ (Minimal Essential Medium)   ThermoFisher Scientific GmbH 

Penicillin/Streptomycin      Sigma Aldrich Chemie GmbH 

Pipettenspitzen mit ART™ Barriere; 10, 100, 200, 1000µl Thermo Fisher Scientific GmbH 

Polypropylenröhrchen (PP Röhrchen) 1,3ml   Greiner Bio-One GmbH 

Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran   Roth 

Whatman-Papier 0,34; 13,3 x 10,2cm   Roth 

Zellkulturflaschen T-75     Greiner / Sarstedt 

Zellkulturplatten TC Plate 6-well (steril)   Cellstar / Greiner Bio-One GmbH 

Zellkulturplatten TC Plate 24-well (steril)   Cellstar / Greiner Bio-One GmbH 

Zellkulturplatten TC Plate 96-well (steril)    Greiner Bio-One GmbH 
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 Gebrauchsfertige Reagenzien 

Auflistung der verwendeten gebrauchsfertigen Reagenzien: 

 

Accutase solution A6964      Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

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

Caspase-Glo® 3/7 Assay      Promega 

Complete Protease Inhibitor Cocktail    Roche 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System     Promega  

iScript™ cDNA Synthesis kit      Bio-Rad Laboratories  

Mini-PROTEAN® TGX™ Gels    Bio-Rad Laboratories 

Nanofektin™         PAA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1, P5726    Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, P0044   Sigma-Aldrich Chemie Gmbh 

PhosphoStop™ Phosphatase Inhibitor    Roche 

Protease Inhibitor Cocktail, P8340    Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

QIAprep Spin Miniprep kit     Qiagen GmbH 

Qiashredder       Qiagen GmbH 

RNase-Free DNase Set     Qiagen GmbH 

RNeasy® Mini kit      Qiagen GmbH 

iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix   Bio-Rad Laboratories 

Transfection Reagent SAINT RED     Synvolux Products & Therapeutics 

Stealth small interfering RNA (PON2 mRNA)   Thermo Fisher Scientific GmbH 

The MISSION® siRNA Universal negative control #1 Sigma-Aldrich 

Turbofektin 8.0       Origene EU 

Western lightning Chemiluminescent Reagent Plus  Perkin Elmer 
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 Enzyme, Standards und Antikörper 

Auflistung der verwendeten primären Antikörper, die gegen humane Proteine gerichtet sind: 

 

Anti-PON2 Antikörper ab183710     Abcam 

Benzonase (genetically engineered nuclease)   Novagen 

Bisbenzimid        Invitrogen 

ECL™ Prime Western Blot Detection Kit, RPN2232 GE Healthcare 

ECL™ Rainbow™ Marker-Full Range, RPN800E  Cytiva 

Monoklonaler α- αTubulin Ab-2, Klon DM1A (Maus)  Dianova 

WesternBright™ ChemiPen™     Advansta 

Page Ruler Prestained Protein Ladder    Fermentas Life Science 

Peroxidase-konjugierter Kaninchen- α-Maus IgG  Sigma 

Peroxidase-konjugierter Ziege-α-Kaninchen IgG  Sigma 

Polyklonaler α-PON2-Peptidantikörper (Kaninchen)  Auftragssynthese 

         Eurogentec, Belgium 

Trypsin        PAA 

 

 Zelllinien und Zellkulturmedien 

Die für die vorliegende Dissertation verwendeten Zelllinien CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-

25 wurden kommerziell über die Firma ATCC®, USA erworben. Es handelt sich um 

immortalisierte Plattenepithelkarzinomzelllinien von Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches. CAL-

27 sind isolierte Plattenepithelkarzinomzellen, aus einem Zungenkarzinom eines 56-jährigen 

weißen Mannes die im Jahr 1982 entnommen wurde (154). SCC-9 Zellen stammen aus dem 

Zungenkarzinom eines 25-jährigen männlichen Patienten (155). Die Tumorzelllinie SCC-15 

geht ebenfalls auf einen 55-jährigen männlichen Patienten (155-157) und die Zelllinie SCC-25 

auf einen 70-jährigen männlichen Patienten mit Zungenkarzinom zurück (155). Das 

Nährmedium für die CAL-27-Tumorzellen besteht aus DMEM, 1g Glucose, 10% FCS,  
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1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin. Das Medium der anderen Tumorzelllinien 

SCC-9, SSC-15 und SCC-25 besteht das aus DMEM/F-12, 10% FCS, 1% Hydrocortison und 

1% L-Glutamin. Die Komplementfaktoren, welche im fötalen Kälberserum enthalten sind, 

wurden durch Erhitzung im Wasserbad bei 56°C für 30min inaktiviert. Nach Aliquotierung 

wurde das fötale Kälberserum bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. Die beiden verschiedenen 

Nährmedien-Lösungen wurden bei 4° im Kühlschrank gelagert und wurde vor Verwendung auf 

Raumtemperatur erwärmt. Um die adhärenten Zellen zur weiteren Verwendung abzulösen, 

wurde Accutase-Lösung (pH 6,8 – 7,8; Konzentration 400 – 600 units/ml) benutzt. Dabei wirkt 

Accutase bei der Zellablösung im Vergleich zu Trypsin schonender.  

 

Zelllinie (ATCC Number) Alter Geschlecht Gewebe Organismus Krankheit 

CAL-27 (CRL-2095™) 56 m Zunge Homo sapiens PEK 

SCC-9 (CRL-1629™) 25 m Zunge Homo sapiens PEK 

SCC-15 (CRL-1623™) 55 m Zunge Homo sapiens PEK 

SCC-25 (CRL-1628™) 70 m Zunge Homo sapiens  PEK 

 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Plattenepithelkarzinomzelllinien 

Die Tumorzelllinien CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-25 sind jeweils mit ihren Eigenschaften 

zu Alter, Geschlecht, Gewebe, Organismus und Krankheit in der Tabelle aufgelistet. 

 

 Oligonukleotide 

Auflistung der verwendeten Primersequenzen: 

PON2 – Primersequenzen: 

PON2 S:   5‘-TCG TGT ATG ACC CGA ACA ATC C-3‘ 

PON2 AS:   5‘-AAC TGT AGT CAC TGT AGG CTT CTC-3‘ 

 

Aktin-Primersequenzen: 

Aktin S:    5’-GGA GCA ATG ATC TTG ATC TT-3‘  

Aktin AS:   5‘-CCT TCC TGG GCA TGG AGT CCT-3‘ 
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Primer sind kurze DNA-Oligonukleotide, die an eine spezifische DNA-Sequenz binden und als 

Startpunkt für die DNA-Polymerase dienen. Die Abkürzung „S“ steht für sense primer 

(Vorwärtsprimer), welcher an den Antisense-Strang bindet und von 5‘ Richtung 3‘ läuft. Die  

Abkürzung „AS“ für Antisense (Rückwärtsprimer), dieser Primer bindet an den Sense-Strang 

und läuft von 3‘ Richtung 5‘. 

 

 Reagenzien, Lösungen, Medien und Puffer 

Auflistung der verwendeten Reagenzien, Lösungen, Medien und Puffer: 

 

Blocking-Puffer      TBS-Puffer: 10mM Tris/HCl pH 7,6,  

         100mM NaCl, 0,18% Tween-20,  

         5% Milchpulver 

DNA-Ladepuffer, 6x      1x TAE-Puffer, 0,01%  

         Bromphenolblau, 40% Glycerin 

Laemmli Puffer, 10x       Tris 0,25M, Clycin 1,92M, SDS 1%,   

       pH 8,4-8,9 

Passive lysis puffer      200mM NaCl, 100mM Tris/HCl pH  

       7,4, 2% Triton X-100, 1mM DTT, 1x  

       Proteaseinhibitor 

PBS-Puffer       137mM NaCl, 3mM KCl, 10mM  

         Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH7,4 

PBS-T-Puffer       PBS-Puffer mit zusätzlich 0,1% 

         Triton X-100 

RIPA-Puffer R 0278       Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

RIPA-Puffer       250mM NaCl, 2mM EDTA, 200mM  

         Tris pH7,4, 1% Triton X-100, 1%  

         Na-Deoxycholat, 0,1% SDS, 4%  

         Complete Protease Inhibitor, 5mM  

         PMSF, 0,8% Benzonase, alles  

         gelöst in H2O 
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SDS-Laufpuffer I, 1x       25mM Tris/HCl, pH8,3, 250mM   

       Glycin, 0,1% SDS 

SDS-Laufpuffer II, 1x       25mM Tris/HCl, pH8,3, 192mM 

       Glycin, 0,1% SDS 

SDS-Laufpuffer I, 5x       0,4M Tris/HCl pH6,8, 0,5M DTT,  

         40% Gylcerin, 10% SDS 

SDS-Laufpuffer II, 5x      Tris Base 150g, Glycin 720g, Aqua  

         dest. ad 5000ml 

Stripping-Puffer        12,5% 0,5m Tris pH 6,8, 2% SDS, 

         0,007% β-Mercaptoethanol 

TBS-Puffer       10mM Tris/HCl pH7,6, 100mM  

         NaCl, 0,18% Tween-20 

Wasser        das in diesen Versuchen  

         verwendete Wasser wurde vor  

         Gebrauch destilliert, mittels einer  

         Millipore-Anlage deionisiert und  

         autoklaviert 

Western blot Anodenpuffer I      300mM Tris/HCl pH 10,4, 20%  

         Methanol 

Western blot Anodenpuffer II     25mM Tris/HCl pH10,4, 20%  

         Methanol 

Western blot Kathodenpuffer     25mM Tris/HCl pH9,4, 40mM DL- 

         Norleucin, 0,05% SDS 
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 Geräte 

Auflistung der verwendeten Geräte: 

 

ChemiDoc™ XRS+ Gel Imaging System    Bio-Rad Laboratories GmbH 

Fusion Solo S       Vilber Lourmat GmbH 

Inkubator Function Line BB16    Heraeus Function Line  

Eismaschine AF80      Frimont S.P.A., Mailand, Italien 

Fluostar Optima Fluometer      BMG Labtechnologies 

Gefrierschrank (-20°C)      Liebherr GmbH 

Gefrierschrank (-80°C)      Liebherr GmbH 

Heraeus Megafuge 16     Heraeus Instruments 

Kühl-Gefrier-Kombination      Liebherr GmbH 

Lichtmikroskop DM 2000     Leica DMIL Microsystems 

Microplate Reader SpectraMax® iD5   Molecular Devices  

Mini-PROTEAN® Tera Cell     Bio-Rad Laboratories GmbH 

NanoDrop™ One Spektralphotometer   Thermo Fisher Scientific GmbH 

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

PCR Workstation Pro      Peqlab Biotechnologie GmbH 

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

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

Polytron®System PT1200 E       Kinematica AG  

Power Pac Basic 300      Bio-Rad Laboratories GmbH 

Sicherheitswerkbank Herasafe HS12   Heraeus Instruments GmbH 

SDS-PAGE Kammer Model: 45-1614-i    PeqLab  
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Thermocycler PeqStar     PeqLab Biotechnologie GmbH 

Tischzentrifuge Fresco 21      Heraeus Instruments GmbH 

Transblot SD semi-dry transfer cell    Bio-Rad Laboratories GmbH 

Vortex        PAA Laboratories GmbH 

Automatisierter Zellzähler LUNA-II™    Logos Biosystems  

Zentrifuge        Thermo Fisher Scientific GmbH 

 

 Herstellernachweis 

Abcam, Cambridge, UK 

Advansta, Menlo Park, CA, USA 

Agfa, Köln, Deutschland 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA 

American Type Culture Collection (ATCC) Manassas, VA, USA 

Amersham-Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, USA 

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Cell Signaling Technology Europe B.V., Frankfurt am Main, Deutschland 

Cytiva, Global Life Sciences Solutions Operations UK Ltd, Buckinghamshire, UK 

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland 

Eurogentec, Köln, Deutschland 

Dianova, Hamburg, Deutschland 
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GE Healthcare, Chicago, IL, USA 

Gibco BRL / Life Technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland 

Gilson S.A.S. Frankreich 

Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan  

Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart, Deutschland 

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland 

Invitrogen, Waltham, MA, USA 

Keyence, Osaka, Japan 

Kinematica AG, Luzern, Schweiz 

Leica DMIL, Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Logos Biosystems, Villeneuve d’Ascq, Frankreich 

Lonza, Wakersville, MD, USA 

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland 

Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA 

Molecular Devices, San Jose, CA, USA 

Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

Mølgaard Medical, Risø, Dänemark 

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland 

OriGene Technologies GmbH, Herford, Deutschland 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland 

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 

Perkin Elmer LAS (Germany) GmbH, Rodgau, Deutschland 
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Promega GmbH, High-Tech-Park, Mannheim, Deutschland 

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Roche, Eppstein, Deutschland 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschland 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Synvolux Products & Therapeutics, Leiden, Niederlande 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, Deutschland 

VWR International GmbH, Erlangen, Deutschland 

Whatman plc, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK 
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 Methoden 

 Kultivierung und Behandlung der Tumorzelllinien 

Kultivierung, Ablösung und Zellzählung 

Die Tumorzelllinien CAL-27, SSC-9, SCC-15 und SCC-25 wurden mit den passenden 

Zellkulturmedien (siehe Kapitel 3.1.5 Zelllinien und Zellkulturmedien) bei 37°C und 10% CO2-

Gehalt im Brutschrank kultiviert. Die Kultivierung der einzelnen Tumorzelllinien erfolgte jeweils 

in separaten Zellkulturflaschen (550ml) mit je 20ml Nährmedium. Ein Wechsel der Nährmedien 

erfolgte nach 48h sowie eine Kontrolle des Zellwachstums mit dem Mikroskop. Damit man die 

Zellen, die sich adhärent am Zellkulturflaschenboden befanden, ablösen konnte, müsste vorab 

das Zellkulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und danach zweimal mit je 

10ml PBS gewaschen werden. Daraufhin wurden die Zellen mit 5ml Accutase-Lösung 5min 

bei 37°C im Brutschank inkubiert. Dies führt dazu, dass sich die Tumorzellen von der 

Oberfläche der Zellkulturflasche ablösen. Abschließend wurde noch ein serumhaltiges 

Medium hinzugefügt, welches die enzymatische Aktivität der Accutase stoppt. Durch Zugabe 

von weiterem 10ml Nährmedium und durch das mehrfache Auf- und Abziehen, welche noch 

weitere adhärente Zellen löste, entstand eine Zell-Suspension. Diese Zell-Suspension wurde 

in ein steriles 15ml – Falcon-Röhrchen überführt und anschließend erfolgte die Zellzählung. 

Die Zellzählung erfolgte entweder durch eine Neubauer-Zählkammer oder den automatisierten 

Zellzähler LUNA-II™. Bei der Neubauer Zählkammer wurden 10µl Zell-Suspension auf die 

Kammer transferiert und vier Großquadrate ausgezählt. Durch die Multiplikation des 

Durchschnittswertes mit dem Faktor 1000 (abhängig durch die Art der Zählkammer), erhielt 

man die Zellzahl pro Milliliter. Hingegen erfolgte bei dem Zellzähler LUNA-II™ eine 

automatische Zellzählung, indem man 50µl Zellsuspension mit 50µl Trypan-blau-Lösung 0,4% 

in ein Eppendorf-Tube mischte und in den Zellzähler überführte. Durch die Zellzählung konnte 

die entsprechend benötigte Zellmenge für die weiteren geplanten Experimente entnommen 

werden.  

 

Behandlung der Tumorzelllinien mit Cisplatin 

Die Tumorzelllinie SSC-9 wurde für weitere Testungen verwendet und wurde vor der 

Inkubation mit Cisplatin mit siRNA behandelt. Danach erfolgte die eigentliche Behandlung mit 

Cisplatin. Die Tumorzellen wurden in 6-well-Platten verteilt und bis zu einer 60-80% Konfluenz  
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kultiviert. Es erfolgte ein Tag davor noch die Behandlung mit PON2- und Kontroll-siRNA. Für 

die Inkubation mit Cisplatin wurde eine Konzentration von 4µg/ml Cisplatin im 

Zellkulturmedium gewählt. Das Cisplatin wurde durch die Apotheke der Universitätsmedizin 

Mainz zur Verfügung gestellt. Das vorhandene Medium wurde abgesaugt und anschließend 

durch das platinhaltige Medium ersetzt. Nach jeweils 24h und 48h wurde das Nährmedium 

abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und weiter für die Protein- bzw. RNA-Extraktion, 

die Messung der Aktivität von Caspase 3/7 und die Messung von intrazellulären ROS-Spiegel 

verwendet. 

 

 Proteinbiochemische Methoden 

Extraktion von Proteinen aus Tumorzellen 

Nachdem die Tumorzellen in den 6-well-Platten verteilt und bis zu einer 60-80% Konfluenz 

kultiviert wurden, wurden die Platten auf Eis gestellt, das Nährmedium entfernt und wie folgt 

behandelt: Zweimalige Spülung mit kaltem PBS-Puffer (137mmol/l NaCl, 3mmol/l KCl, 

10mmol/l Na2HPO4, 2mmol/l KH2PO4, pH7,4), danach gekühlter RIPA-Puffer (250mM NaCl, 

2mM EDTA, 200mM Tris pH7,4, 1% Triton X-100, 1% Na-Deoxycholat, 0,1% SDS, 4% 

Complete Protease Inhibitor/Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2,5mM PMSF, gelöst in 

H2O) hinzu und die Tumorzellen bei 4°C für 20min schüttelnd lysiert. Die Zellen wurden mit 

einem Cell Scraper gelöst und mit 50U/ml Benzonase (EC number: 3.1.30.2) zum DNA-

Auflösen hinzugegeben. Somit wurde vermieden, dass die freigesetzte DNA aus den Zellen 

die Lysate viskös werden ließ. Das Lysat wurde für weitere 5min auf Eis belassen, danach 

wurde es in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Die Eppendorf-Gefäße wurden bei 10.000U/min 

bei 4°C für 10min zentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß 

überführt. Diese wurden wiederum in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C im 

Gefrierschrank gelagert oder für die Quantifizierung der Proteinkonzentration 

weiterverwendet. 

 

Quantifizierung der Proteinkonzentration 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA-kit (siehe 3.1.3 Gebrauchsfertige 

Reagenzien) gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die Proteine reduzieren Cu2+ 

zu Cu1+ und durch Bicinchoninsäure (BCA) kann dies kolorimetrisch nachgewiesen werden.  

 

 



Material und Methoden 

28 

 

Im Vergleich zur Bradford-Methode in Bezug auf die Bestimmung der Proteinkonzentration 

werden bei der Verwendung des BCA-kit’s die Ergebnisse der Messung nicht durch 

Detergenzien verfälscht. Da PON2 ein eher lipophiles Protein ist, müsste keine zusätzliche 

Zugabe von Detergenzien erfolgen. Für die Analyse wurde in eine 96-well-Platte pro well 25µl 

Proben- und 200µl Färbelösung gegeben. Die Färbelösung wurde laut Angaben des  

Herstellers aus den Reagenzien A und B im Verhältnis 50:1 ((v/v) Reagenz A : Reagenz B) 

angesetzt. Auch wurde bei jeder Bestimmung der Konzentration eine Eichreihe angesetzt, in 

der bekannte Proteinmengen (0 – 5µg) an BSA als Dreifachwert mit demselben Reagenz 

mitangesetzt wurde. Danach erfolgte eine Inkubation der 96-well-Platte bei 37°C für 30min im 

Brutschrank. Anschließend, nach Abkühlen der 96-well-Platte auf Raumtemperatur, wurde 

mittels Microplatte Reader SpectraMax® iD5 (siehe 3.1.8 Geräte) bei einer Wellenlänge von 

562nm gemessen. Die bestimmten optischen Dichten der verschiedenen Proben wurden 

graphisch gegen die im Test vorkommenden bekannten Proteinkonzentrationen aufgetragen, 

somit war es möglich die Berechnung des Proteingehalts der Proben aus der entstandenen 

Kurve zu ermitteln. 

 

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorse (SDS-PAGE) ist eine analytische 

Methode, die es ermöglicht einzelne Proteine aus einem Proteingemisch nach ihrem 

spezifischen Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Dies erfolgt in 

abgeleiteter Form entsprechend der Orginalmethode von Laemmli (158). Die Proteinlösung 

wird mit dem anionischen Detergenz SDS behandelt und es entstehen negativ geladene SDS-

Protein-Komplexe, die ein konstantes Ladung-Masse-Verhältnis aufweisen. Die Menge an 

SDS, welche an Proteine gebunden ist, ist proportional zur Größe der Proteine 

(Proportionalität zwischen Proteingröße und Ladung des SDS-Protein-Komplexes). Durch 

weitere Chemikalien wie DTT oder ß-Mercaptoethanol werden Proteine denaturiert und somit 

ein Protein-Protein-Wechselwirkung verhindert. Die Proteine weisen gleiche hydrodynamische 

Eigenschaften, aber Unterschiede in ihrer Masse auf. Die SDS-Protein-Komplexe wandern in 

der SDS-PAGE im elektrisch angelegten Spannungsfeld von Kathode zur Anode. Dabei dient 

die Polyacrylamidmatrix als molekulares Sieb und die Proteine werden nach Stokes-Radius 

aufgetrennt. Für die SDS-PAGE wurde eine Gelkammer (siehe Kapitel 3.1.8 Geräte) benutzt. 

Das Trenngel hatte eine Konzentration von 12% und das Sammelgel von 5%. Für beide Gele 

wurde eine Stammlösung aus 30% Acrylamid-/Bisacrylamidlösung benutzt. Die 

Endkonzentration im Trenngel war 375mM Tris/HCl pH8,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,001% (v/v) 

TEMED und 0,001% (w/v) APS. Zuerst wurde das Trenngel gegossen. Dabei wurde durch  
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Zugabe von APS und TEMED die Polymerisierung initiiert. Danach wurde das Sammelgel 

gegossen und durch das Hinzufügen von 30µl Bromphenolblau wurden die Sammeltaschen 

im Gel besser dargestellt. Vorab wurden die Proben mit ¼ Vol. des Probenvolumens mit 5x 

SDS-Ladepuffer gemischt, bei 90°C für 5min denaturiert und dann in die Taschen des 

Sammelgels hineinpipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung lief mit 100mA/Gel für 4h 

oder mit 10mA/Gel für 16h unter Kontrolle der Temperatur. Außerdem kam die Mini-

PROTEAN® Tetra Cell Gelkammer mit den Mini-Protean® TGX™Gele von der Firma Bio-Rad 

zum Einsatz. Die verschiedenen Proteinproben wurden mit dem Laemmli-Puffer im Verhältnis 

4:1 angesetzt und bei 90°C für 5min denaturiert. Sowohl 10µl Probengemisch als auch 10µl 

Rainbow Marker (Bestimmung des Molekulargewichts) wurden in die Sammelgeltaschen 

hineinpipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung lief mit 20mA für 10min, dann mit 40mA 

für 45min. Um die Proteinbanden besser sichtbar zu machen, wurde im Anschluss das Gel mit 

Coomassie-Brillantblau angefärbt.  

 

Western blot – Immunologischer Proteinnachweis   

Der Western blot, auch Immunoblot genannt, ist ein Verfahren, das zum Nachweis von 

Proteinen durch Übertragung auf eine Trägermembran benutzt wird. Neben dem Nachweis 

spezifischer Proteine kann der Western blot auch zur Quantifizierung des Proteingehalts 

verwendet werden. Somit konnte in dieser Studie der PON2-Gehalt der Tumorzelllinien CAL-

27, SSC-9, SCC-15 und SCC-25 untersucht und untereinander verglichen werden. Nach der 

Durchführung der SDS-PAGE werden die Proteine, welche sich im Gel befinden, durch das 

Blotting auf eine Trägermembran übertragen. Nachdem eine Spannung angelegt wurde und 

ein elektrisches Feld vorlag, wurden die Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf die 

Trägermembran transferiert. Dabei ist die Position der Proteine auf der Membran die gleiche 

wie im Polyacrylamid-Gel. Durch Verwendung spezifischer Antikörper konnten die 

Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Vorab wurde die freie Membranoberfläche mit einer 

Proteinlösung abgesättigt, damit es nicht zu einer unspezifischen Antikörper-Bindung kommt. 

Durch einen weiteren, sekundären Antikörper und durch Chemilumineszenz konnte man die 

Proteinbanden anschaulich machen. Da diese Methode eine hohe Sensitivität aufweist, konnte 

das endogene PON2 noch in geringen Zellextrakten (bis zu 5µg) nachgewiesen werden.  

In einer semi-dry-transfer Kammer von BioRad wurde der gelelektrophoretische Transfer mit 

einem diskontinuierlichen Puffersystem, welches aus drei verschiedenen Blotting-Puffern 

(siehe Kapitel 3.1.7 Reagenzien, Lösungen, Medien und Puffer) besteht, durchgeführt. Nach 
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der Auftrennung in der SDS-Page wurde das Polyacrylamid-Gel für 15min in Kathodenpuffer 

inkubiert. Eine PVDF-Membran wurde mit Methanol gereinigt, für 5min in aqua dest. und für 

10min in Anodenpuffer II gelegt. Anschließend wurde das Gel auf die vorbehandelte PVDF-

Membran gelegt. Acht Whatman-Papiere wurden passend auf die Gel- und PVDF-Größe 

zugeschnitten. Vier Papiere wurden in Kathodenpuffer und jeweils zwei Papiere in 

Anodenpuffer I und Anodenpuffer II für je 10min gelegt. Ein geschichteter Ansatz, bestehend 

aus auf der Unterseite der semi-dry-unit gelegten zwei Whatman-Papiere aus Anodenpuffer I, 

darauf zwei weitere Whatman-Papiere aus Anodenpuffer II, die Membran mit dem darauf 

befindlichen Gel und abschließend noch die vier Whatmann-Papiere aus Kathodenpuffer, 

wurde erstellt. Der gelelektrophoretische Transfer erfolgte bei 3mA/cm2 Fläche des Gels in 4° 

gekühlten Transferpuffer für 20min. Im Anschluss wurde die PVDF-Membran mit Blocking 

Puffer (siehe Kapitel 3.1.7 Reagenzien, Lösungen, Medien und Puffer) bei Raumtemperatur 

für 1h unter Schütteln inkubiert, damit es nicht zu unspezifischen Bindungen von Antikörpern 

an Proteine, welche an der Membran verankert sind, führt. Die weitere Behandlung der 

Membran erfolgte entweder durch Schütteln bei Raumtemperatur oder durch über Nacht-

Inkubation bei 4°C mittels einem End-Over-End-Mixer. Der primäre α-PON2 Antikörper wurde 

im Verhältnis 1:3000 in Blocking-Puffer angesetzt und für mindestens 2h oder über Nacht mit 

der Membran inkubiert. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen der Membran mit TBS-Puffer für 

je 10min. Die Membran wurde mit einem weiteren sekundären Antikörper in einer Verdünnung 

von 1:5000 in Blocking-Puffer für mindestens 1h inkubiert. Es erfolgte noch ein weiterer, 

abschließender Waschvorgang, ebenfalls dreimalig mit TBS-Puffer für je 10min. Die durch die 

Antikörperreaktion detektierten Proteine wurden mittels ECL Western Blot Detection kit (siehe 

Kapitel 3.1.3 Gebrauchsfertige Reagenzien) sichtbar gemacht. Die Meerrettich-Peroxidase, 

welche am sekundären Antikörper angeheftet ist, setzt das Substrat, das sich in der Lösung 

befindet, um und es entsteht ein Chemilumineszenz-Signal. Die Signalstärke korreliert mit der 

Proteinmenge, somit lässt sich ein relatives Mengenverhältnis berechnen. Es wurde bei den 

Western blots neben der PON2-Bestimmung noch zusätzlich ein Nachweis von Aktin 

durchgeführt. Da Aktin ein Zytoskelett-Bestandteil ist, sollte die Expression von Zytoskelett-

Anteilen konstant sein und keinen Schwankungen unterliegen. Gleiche Mengen an Aktin im 

Reaktionsansatz geben an, dass auch gleiche Mengen an Gesamtprotein aufgetragen wurde 

(gleichgroße Chemilumineszenz-Signalstärke). Der primäre Aktin-Antikörper wurde jeweils im 

Verhältnis 1:2000 in Blocking-Puffer angesetzt und für mindestens 2h oder über Nacht mit der 

Membran inkubiert. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen der Membran mit TBS-Puffer für je 

10min. Die Membran wurde mit einem weiteren sekundären Antikörper in einer Verdünnung 
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von 1:5000 in Blocking-Puffer für mindestens 1h inkubiert. Es erfolgte noch ein weiterer, 

abschließender Waschvorgang, ebenfalls dreimalig mit TBS-Puffer für je 10min. Die durch die 

Antikörperreaktion detektierten Proteine wurden mittels ECL Western Blot Detection kit 

sichtbar gemacht. Nach Abschluss des Nachweises wurden die Membranen entweder bei 4°C 

in TBS mit 0,1% NaN2 oder bei -20°C asserviert.  

 

Western blot – Stripping 

Beim Stripping eines Western blots wird die Membran von primären und sekundären 

Antikörpern befreit und es können weitere andere Proteine auf demselben Blot untersuchen 

werden. Die an der Membran anheftendenden Antikörper werden durch den im Stripping-

Puffer enthaltendes ß-Mercaptoethanol biochemisch entfernt. Eine Wiederverwendung ist 

durch anschließende Behandlung der Membran mit Blocking-Puffer möglich. In der Regel kann 

der Strippingvorgang bis zu fünfmal durchgeführt werden. Dabei wurde die Membran bei 50°C 

für 30min in Stripping-Puffer (siehe Kapitel 3.1.7 Reagenzien, Lösungen, Medien und Puffer) 

unter geringer Rotation im Brutschrank inkubiert. Es erfolgte ein fünfmaliges Waschen der 

Membran mit TBS-Puffer bei Raumtemperatur für je 10min. Durch diesen Vorgang wurde das 

ß-Mercaptoethanol annähernd vollständig entfernt. Entweder konnte man nun die Membran 

bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahren oder eine erneute Testung auf andere Proteine auf 

der Membran durchführen.  

 

Western blot – Quantifizierung der Proteinmenge  

Bei der Proteinquantifizierung misst man die Konzentration der Proteine in einer Probe. Dabei 

kann man eine genaue Bestimmung der Konzentration sowohl der absoluten als auch der 

relativen Proteinmenge im Verhältnis zu Aktin über die Chemilumineszenz-Messung ermitteln. 

Das Western lightning Chemiluminescent Reagent Plus wurde nach der SDS Page und dem 

Western blot eingesetzt. Die Messung und Bestimmung der Proteinmenge auf der Membran 

wurden dann anschließend mit dem ChemiDoc™ XRS+ System durchgeführt. Nach der 

Durchführung des Western blots wurde die Membran dreimal für je 10min mit TBS-Puffer 

gereinigt und auf eine Messunterlage umgebettet. Danach wurde der Western blot mit dem 

Western lightning Chemiluminescent Reagent Plus benetzt und für 1min inkubiert. Da neben 

den Proben auch noch „Page Ruler Prestained Protein Ladder“ und / oder „ECL™ Rainbow™  
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Marker-Full Range“ aufgetragen wurde, konnte man die Membran bei 48kDa mit einem 

Westernbright™ ChemiPen™ markieren. Um eine Kontamination der Messkammer mit dem 

Reagenz zu verhindern, wurde die Membran mit einer Klarsichtfolie bedeckt. Danach wurde 

die Messunterlage mit der Membran in die Messkammer des ChemiDoc™ XRS+ Systems 

gelegt. Durch die Analysekamera wurde sowohl die Ausrichtung als auch die Zentrierung und 

die Fokussierung optimal eingestellt. Die Belichtungszeit betrug eine Zeitspanne von 15sec 

bis max. 10min und während der Aufnahmen konnte eine Kontrolle bzw. Adaptation der 

Einstellung erfolgen. Es entstanden unter verschiedenen Belichtungszeiten verschiedene 

Aufnahmen, die durch die Analysekamera in der Messkammer aufgenommen wurden. Durch 

die Auswertungs-Software „Quantinty One 1-D Analysis Software“ wurde neben der Detektion 

der Proteinbanden auch anhand der Chemilumineszenz-Signalstärken die Quantifizierung der 

Proteine ermittelt. Im Vergleich zwischen den Signalstärken des zu untersuchenden Proteins 

mit Aktin konnte man dann auf die relative Proteinmenge der Proben rückschließen (relative 

Menge nach Normalisierung zu Aktin). 

 

 Molekularbiologische Methoden 

Ribonukleinsäure-Interferenz-Behandlung (RNAi) von Tumorzellen 

Eine RNA-Interferenz (RNAi) ist ein Mechanismus in der Zelle, der die Genexpression 

zielgerichtet abschaltet. Diese Methode funktioniert durch Behandlung der Zellen mit kurzen 

doppelsträngigen Ribonukleinsäuren (siRNAs). Diese siRNAs lagern sich zielgerichtet an die 

entsprechende mRNA an und es kommt zu einer Zersetzung der mRNA. Dabei wurde das „si 

Transfection Reagent SAINT RED“ gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. Neben 

dem siRNA-Ansatz gab es noch zwei weitere Ansätze, eins mit unbehandelt belassenen Zellen 

und eins mit einer zusätzlichen Kontroll-siRNA. Bei der Kontroll-siRNA wurde zwar eine 

zelluläre Reaktion auf Basis des Transfektionsmechanismus ausgelöst, aber es fand keine 

Degradation statt, da diese nicht komplementär zur bekannten Gensequenz ist. Nach 

Durchführung mehrere Kontrollversuche zeigte sich, dass das gezielte Ausschalten der PON2-

Genexpression am stärksten an Tag 3 nach der Behandlung mit siRNA war. Somit wurde die 

Behandlung der Zellen mit siRNA zeitlich bei der Kultivierung der Tumorzellen 

mitberücksichtigt.  

Vor der eigentlichen Behandlung mit siRNA wurden die Tumorzellen (siehe Kapitel 3.2.1 

Kultivierung und Behandlung der Tumorzelllinien – Kultivierung, Ablösung und Zellzählung)  

 

 



Material und Methoden 

33 

 

mit PBS gewaschen, mit Accutase-Lösung gelöst und in der Zellsuspension gezählt. Im 

Anschluss wurden 2,5 x 104 Zellen in 1ml Nähmedium gelöst, in mehreren 6-well-Platten 

ausgesät und bis zu einer 60-80% Konfluenz kultiviert. Nach Kontrolle der Zelldichte wurde 

das Nährmedium abgesaugt und die Zellen mit einem Nährmedium-Reaktionsansatz (700µl 

Nährmedium und 100µl Reaktionsansatz) inkubiert. Der Reaktionsansatz wiederum bestand 

einerseits aus 98µl Puffer und 2µl PON2-siRNA bzw. Kontroll-siRNA. Dann wurden noch 

weitere 3,6µl RNAinfect, welches sich ebenfalls im Kit befand, dazugegeben, gemischt und 

bei Raumtemperatur für 20min inkubiert. Nach dem Hinzufügen des Reaktionsansatzes 

wurden die Zellen 24h im Brutschrank kultiviert und dann wurde das Nährmedium gewechselt. 

Anschließend konnten die nun vorbehandelten Tumorzellen für die als nächstes anstehenden 

Testungen weiterverwendet werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Vorbehandlung der Tumorzellen in Zellkulturansätze 

Die Tumorzellen wurden in mehreren 6-well-Plattten ausgesät und bis zu einer 60-80% 

Konfluenz kultiviert. Nach Kontrolle der Zelldichte wurden jeweils drei Zellgruppen erstellt und 

mit einem Reaktionsansatz behandelt und inkubiert: 1. si: Reaktionsansatz mit PON2-siRNA; 

2. sik: Reaktionsansatz mit Kontroll-siRNA; 3. k: Unbehandelt belassene Zellen. Anschließend 

konnten die vorbehandelten Tumorzellen für die nächsten anstehenden Testungen 

weiterverwendet werden. 
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Extraktion von Ribonukleinsäure (RNA) aus Tumorzellen 

Zur Extraktion von Ribonukleinsäure (RNA) aus den Tumorzellen wurde das von der Firma 

Qiagen RNeasy® Mini Kit gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. Es wird ein Lysat 

hergestellt und diesem Ansatz Ethanol hinzugefügt, das die selektive Bindung von RNA an die 

RNeasy-Membran fördert. Die Probe wird auf die RNeasy Mini-Spinsäule aufgetragen und die 

RNA bindet an die Membran, welche in der Mini-Spinsäule verankert ist. Durch anschließende 

Waschvorgänge werden Verunreinigungen herausgewaschen. Zum Schluss wird die RNA von 

der Membran gelöst und in eine RNAse-freiem Wasser eluiert. Im nächsten Schritt konnte eine 

Konzentrationsbestimmung der isolieten Ribonukleinsäure erfolgen. Die RNA-Proben konnten 

bei -20°C bzw. -80°C im Gefrierschrank für die weitere Verwendung gelagert werden. 

 

Konzentrationsbestimmung von Ribonukleinsäure (RNA)  

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die aus den Tumorzellen extrahierte Ribonukleinsäure 

(RNA) mit dem NanoDrop™ (siehe Kapitel 3.1.8 Geräte) gemessen. Das NanoDrop™ 

Spektralphotometer ist eine Messeinheit indem die Konzentration und Reinheit von 

Desoxyribonukleinsäure, Ribonukleinsäure und Proteinen ermittelt werden kann. Zur Messung 

wird nur eine geringe Probenmenge (Probenvolumen 1 bis 2µl) benötigt. Der in dem Kit 

enthaltene EB-Puffer wurde zur Leerwert-Messung verwendet. 

 

Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) – Bestimmung 

der Genexpression  

Die Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) ist ein 

molekularbiologisches Verfahren, das die reverse Transkription mit quantitativer Echtzeit- 

Polymerase-Kettenreaktion kombiniert, um die RNA-Expression zu quantifizieren. Es dient zur 

Messung der RNA-Menge in einer Probe und kann auch zum Nachweis spezifische RNA-Ziele 

eingesetzt werden. Die Quantifizierung gelingt durch die Verwendung von Sonden, die mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I gekoppelt sind. Die Messung erfolgt in Echtzeit, 

wobei die Fluoreszenz-Signale proportional zur Nukleinsäure-Menge, die durch die PCR 

amplifiziert werden, ist. Vorab muss die extrahierte RNA mit Hilfe der reversen Transkription 

in eine stabilere cDNA umgewandelt werden.  
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Das Enzym reverse Transkriptase (EC number: 2.7.7.49) schreibt aus einer einzelsträngigen 

RNA eine doppelsträngige cDNA. Damit die reverse Transkriptase starten und umwandeln 

kann, wird zum Start ein DNA-Primer benötigt. Vom 3‘- Ende des Primers wird die cDNA, die 

komplementär ist, erstellt. Damit eine Replikation und eine Transkription stattfinden kann, wird 

der neu entstandene Strang mit RNAsen versetzt, um den RNA-Strang abzubauen. Die 

verbleibenden RNA-Sequenzteile dienen bei der DNA-Polymerase I als Primer um den cDNA-

Strang in eine doppelsträngige DNA umzuwandeln. Somit kann die resultierende DNA 

weiterverwendet oder gelagert werden. 

Zur Herstellung der komplementären Desoxyribonukleinsäure wurde das von der Firma Bio-

Rad iScript™ cDNA-Kit gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. 100ng RNA pro 

Probe wurde eingesetzt, um sie von RNA in cDNA umzuschreiben. Die Proben wurden 

entsprechend mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 15µl verdünnt. Eine 96-

well-Platte wurde verwendet und pro well ein Ansatz von 20µl Gesamtvolumen hinein 

pipettiert. Der Ansatz von 20µl Gesamtvolumen bestand aus 5µl Mastermix (1µl iScript 

Reverse Transkriptase und 4µl 5x iScript Reaction Mix) und 100ng RNA in 15µl RNase-freiem 

Wasser. Danach wurde die 96-well-Platte mit einer durchsichtigen Klebefolie abgedeckt und 

die PCR im Thermocycler gestartet. Die entstandene cDNA konnte nun weiter verwendet 

werden oder bei -20°C im Gefrierschrank gelagert werden. 

Für die qRT-PCR wurde das von der Firma Biorad iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix 

System gemäß dem Protokoll des Herstellers verwendet. Ebenfalls wurde eine 96-well-Platte 

verwendet und die Pipettierung der einzelnen Lösungskomponenten wurde auf Eis 

durchgeführt. Pro well wurde ein Ansatz von 20µl Gesamtvolumen hinein pipettiert. Der Ansatz 

von 20µl Gesamtvolumen bestand aus 2µl cDNA und 18µl Mastermix (11µl iTaq Universal 

SYBR Green Supermix, 5µl RNAase-freies Wasser und je 1µl der entsprechenden Sense- und 

Antisense-Primer). Neben dem PON2-Primer wurde noch ein Aktin-Primer verwendet 

(Normalisierung der Werte). Danach wurde die 96-well-Platte mit einer durchsichtigen 

Klebefolie abgedeckt und die PCR im Thermocycler gestartet. Das PCR-Programm war wie 

folgt: 1x (50°C 3min, 95°C 15min); 40x (95°C 30sec, 60°C 30sec, 60°C 30sec). Nach 

Abschluss der PCR wurde die Menge an amplifizierte RNA anhand des Fluoreszenz-Signals 

gemessen und berechnet. 

 

 

 

 



Material und Methoden 

36 

 

 Messung von Caspase 3/7 Aktivität der Tumorzellen 

Zur Messung der Apoptoserate wurde der Caspase-Glo® 3/7 Assay von der Firma Promega 

(siehe Kapitel 3.1.3 Gebrauchsfertige Reagenzien) gemäß dem Protokoll des Herstellers 

verwendet. Der homogene Assay misst die Caspase 3/7 Aktivität und basiert auf 

Chemilumineszenz-Verfahren. Die Zugabe des Caspase-Glo® 3/7-Reagenzes führt zur Lyse 

der Zellen und dabei werden die in den Zellen enthaltenen Caspase 3/7 freigesetzt. Wiederum 

setzen die freigesetzten Caspasen ein luminogenes Substrat in Licht um. Die Menge des 

leuchtenden Lumineszenzsignal, die umgesetzt und erzeugt wird, ist proportional zur 

Caspaseaktivität und kann mittels eines Luminometer gemessen werden. Somit lassen sich 

die Apoptoseraten innerhalb der untersuchten Tumorzellen analysieren. Im Versuchsaufbau 

wurden 5000 Zellen/well in eine weiße 96-well-Platte überführt und bei 37°C für 24h im 

Brutschrank kultiviert. Für die Messung wurde die 96-well-Platte aus dem Brutschrank 

entnommen und auf Raumtemperatur gebracht. 75µl Caspase Glo Reagenz wurde pro well 

hinzugegeben, die 96-well-Platte verschlossen und für 30s bei 300-500rpm gemischt. Nach 

einer 60min Inkubationszeit erfolgte dann das Auslesen und die Lumineszenz-Messung mittels 

Microplate Reader Spectramax® iD5 (siehe Kapitel 3.1.8 Geräte). 

 

 Messung von intrazellulärer ROS-Spiegel in Tumorzellen 

Mit dieser Methode lässt sich der intrazelluläre ROS-Spiegel in den oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen bestimmen. Die Testung erfolgte mit ROS-Reporter Carboxy-

H2DCFDA, da dieser durch intrazelluläre Esterasen (EC number: 3.1.1.-) aktiviert wird und 

somit nur intrazelluläre ROS analysiert werden. Mit einem Fluometer wurde kontinuierlich der 

intrazelluläre ROS-Spiegel über einen Zeitraum von 30min gemessen. Im Versuchsaufbau 

wurden ein Tag vor der Messung jeweils 2,5 x 104 Zellen pro well in eine 96-well-Platte 

überführt und bei 37°C für 24h im Brutschrank kultiviert. Am Tag der Messung wurden die 

Zellen vorab in den wells mit HBSS gewaschen und dann mit 2,5nmol/l Carboxy-H2DCFDA für 

die Dauer von 30min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde nochmal mit 

HBSS gewaschen und dann der Versuchsansatz mit 10µmol/l DMNQ zur Kontrolle versetzt. 

Abschließend wurde das Fluoreszenzsignal bei 480nm/510nm mittels Fluometer Fluostar 

optima (siehe Kapitel 3.1.8 Geräte) bei 37°C gemessen. 
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Abbildung 7: Zellkulturansätze für die Messung von Caspase 3/7 Aktivität und 
intrazellulärer ROS-Spiegel in Tumorzellen 

Die Tumorzellen wurden in weiße 96-well-Platten überführt und bei 37°C für 24h im 

Brutschrank kultiviert. Die vorbehandelten Tumorzellen wurden von den 6-well-Platten in 

weiße 96-well Platten überführt und bei 37°C für 24h und 48h kultiviert. Danach erfolgten die 

Messungen sowohl der Caspase 3/7 Aktivität sowie der intrazellulären ROS-Spiegel in den 

Tumorzellen. 

 

 Durchführung statistischer Analysen  

Die Graphiken, die in Kapitel 4 Ergebnisse gezeigt werden, wurden mit der Software graph 

pad prism 6.0 und SPSS® erstellt. Die Berechnung der statistischen Signifikanzen erfolgte 

mittels „students t-test“ bzw. „one.- oder two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple 

comparison post-test“ (siehe entsprechende Legenden). Ein p-Wert von 0.05 wurde als 

statistisch signifikant festgelegt. Die Berechnungen wurden ebenfalls mit der oben 

aufgeführten Softwaren durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

 

 Basale PON2–Expressionsanalyse in verschiedenen OSCC (in vitro) 

Im ersten Versuchsteil wurde in einem in vitro – Versuch die basale PON2 Expression in 

verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien (CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-25) 

auf Proteinebene durch Western blot untersucht: 

 

 PON2-Expressionsanalyse mittels proteinbiochemischer Methode (in vitro) 

Die basale PON2-Expression der oralen Plattenepithelkarzinomzellen wurden mittels Western 

blot analysiert. Dabei wurden die vier verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien 

untersucht: CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-25. Es wurden Antikörper gegen Paraoxonase 

2 sowie Aktin verwendet. 

Abbildung 8 zeigt den Western blot der entsprechenden Zellen. Dabei wurden in den einzelnen 

Tumorzelllinien jeweils Paraoxonase 2 und Aktin nachgewiesen. Paraoxonase 2 erscheint bei 

den einzelnen Tumorzelllinien mit unterschiedlich starken Signalen. Einige Tumorzelllinien 

zeigten eine erhöhte, andere eine geringere PON2-Expression. Dabei erscheinen die Banden 

breit und lassen höchstwahrscheinlich auf die bekannten PON2-Isoformen PON2-iso1 und 

PON2-iso2 schließen (116). Das optisch schwächste Signal weist SCC-25 auf. Das optisch 

stärkste Signal weist die SCC-9-Tumorzelllinie im Vergleich mit den anderen Zellen auf. Da 

Aktin in allen vier Tumorzelllinien als gleichstarke Banden bei 42 kDa erscheint, kann man 

davon ausgehen, dass überall gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden. Eine quantitative 

Proteinmengenanalyse erfolgte anschließend. 
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Abbildung 8: Basale PON2-Expression in verschiedenen oralen 
Plattenepithelkarzinomzellen 

Die Abbildung zeigt den Western Blot der Tumorzelllinien CAL-27, SSC-9, SCC-15 und SCC-

25, anhand dessen die basale PON2-Expression untersucht wurde. Bei allen untersuchten 

Zelllinien konnte eine PON2-Expression (45 kDa) nachgewiesen werden, jedoch 

unterschiedlich stark. Dabei erscheint SCC-9 am stärksten und SCC-25 am schwächsten. 

Ebenfalls wurde noch Aktin (42 kDa) visualisiert. Da Aktin in allen vier Tumorzelllinien als 

annähernd gleichstarke Banden erscheinen, kann man davon ausgehen, dass überall gleiche 

Proteinmengen aufgetragen wurden. 

 

 PON2-Expressionsanalyse – Quantitative Analyse (in vitro) 

Abbildung 9 zeigt die quantitative Analyse der relativen Paraoxonase 2-Proteinexpression 

anhand des Western blots und Normalisierung zu Aktin. Die Zelllinie SCC-25 weist die am 

niedrigste basale PON2-Proteinexpression (MW: 0,87) auf im Vergleich zu CAL-27 (MW: 1,08) 

und SCC-15 (MW: 1,6). Die Zelllinie SCC-9 weist die höchste basale PON2-Proteinexpression 

(MW: 2,29) auf und eine mehr als doppelt so hohe Expression im Vergleich zu der 

Tumorzelllinie mit der niedrigsten Expression. Somit zeigt diese Analyse eine variable PON2-

Expressionen (normalisiert zu Aktin) in den verschiedenen oralen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien. 
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Abbildung 9: Quantitative Analyse der relativen PON2-Expression, normalisiert zu Aktin 

Die quantitative Analyse der relativen PON2-Expression, normalisiert zu Aktin, wurde mit Hilfe 

von ChemiDoc™ bestimmt. Die Zelllinie SCC-25 weist die niedrigste basale PON2-

Proteinexpression auf im Vergleich zu CAL-27, SCC-9 und SCC-15. Die Zelllinie SCC-9 wies 

die höchste basale PON2-Expression auf. 

 

 Weiterführende Analysen in OSCC (SCC-9) (in vitro) 

Für weitere funktionelle Analysen wurde mit der Tumorzelllinie SCC-9 gearbeitet, da diese die 

höchste basale PON2-Expression aufwies. Im zweiten Versuchsteil wurde durch ein Gen-

knockout PON2 in der SCC-9-Plattenepithelkarzinomzelllinie gezielt herunterreguliert und mit 

dem Chemotherapeutikum Cisplatin (4µg/ml) inkubiert. Jeweils nach 24h und 48h erfolgten 

weiterführende Analysen in Form von RealTimePCR, Westernblots, Caspase- und ROS-

Analysen:  

 

 PON2-Expressionsanalyse auf RNA-Ebene in OSCC (SCC-9) (in vitro) 

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR der SCC-9 Tumorzellen. Die SCC-9 

Tumorzellen wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit unspezifischer RNAi 

behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der RNAi-Behandlung wurde ein Teil der SCC-9 

Zellen mit 4µg/ml Cisplatin inkubiert. Die Ribonukleinsäure (RNA) wurde jeweils nach 24h und 

48h aus den Tumorzellen extrahiert. Anschließend erfolgte die qRT-PCR, normalisiert zu 

Aktin. 

Abbildung 10.1 zeigt die Ergebnisse für die SCC-9 Tumorzellen, die sowohl mit PON2-

spezifischer als auch mit unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen wurden. 

Ein Teil der Tumorzellen wurde mit Cisplatin inkubiert und nach 24h ausgewertet. Als Ergebnis 

wird die Paraoxonase 2 RNA-Induktion, normalisiert zu Aktin, angezeigt. Für die PON2-si-

behandelten Zellen war die PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin mit einem MW von 0,096 

(±0,004) und mit Cisplatin mit einem MW von 0,156 (±0,019) verglichen zu Aktin deutlich 

vermindert. Das Ergebnis der Analyse deutet auf eine erfolgreiche Herunterregulation der 

PON2-mRNA durch die si-RNA-Behandlung hin, wobei die Cisplatin-Inkubation keine 

relevante Änderung der PON2-RNA-Expression zu Folge hatte.  
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Die Kontroll-si-RNA-behandelten Zellen zeigten bei der PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin 

einen MW von 1,069 (±0,169) und mit Cisplatin einen MW von 4,956 (±0,605). Die Cisplatin-

Inkubation zeige eine statistisch signifikante Änderung der PON2-RNA-Expression (*p< 0,05). 

Die unbehandelt belassenen Zellen zeigten bei der PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin 

einen MW von 1,10 (±0,065) und mit Cisplatin einen MW von 1,89 (±0,132). Die Cisplatin-

Inkubation zeige eine statistisch signifikante Änderung der PON2-RNA-Expression (*p< 0,05). 

Sowohl bei den Kontroll-si-RNA-behandelten als auch bei den unbehandelt belassenen Zellen 

führte die Cisplatin-Inkubation zu einer Zunahme der Paraoxonase 2 RNA-Induktion. 

Abbildung 10.2 zeigt die Ergebnisse für die SCC-9 Tumorzellen, die sowohl mit PON2-

spezifischer als auch mit unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen wurden. 

Ein Teil der Tumorzellen wurde mit Cisplatin inkubiert und nach 48h ausgewertet. Als Ergebnis 

wird die Paraoxonase 2 RNA-Induktion, normalisiert zu Aktin, angezeigt. Für die PON2-si-

behandelten Zellen war die PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin mit einem MW von 0,11 

(±0,008) und mit Cisplatin mit einem MW von 0,163 (±0,034) verglichen zu Aktin deutlich 

vermindert. Das Ergebnis der Analyse deutet auf eine erfolgreiche Herunterregulation der 

PON2-mRNA durch die si-RNA-Behandlung, wobei die Cisplatin-Inkubation keine relevante 

Änderung der PON2-RNA-Expression zu Folge hatte. Die Kontroll-si-RNA-behandelten Zellen 

zeigten bei der PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin einen MW von 1,452 (±0,216) und mit 

Cisplatin einen MW von 16,304 (±4,440). Die Cisplatin-Inkubation zeige eine statistisch 

signifikante Änderung der PON2-RNA-Expression (*p< 0,05). Die unbehandelt belassenen 

Zellen zeigten bei der PON2-RNA-Expression ohne Cisplatin einen MW von 1,343 (±0,101) 

und mit Cisplatin einen MW von 9,382 (±3,061). Die Cisplatin-Inkubation zeigte eine statistisch 

signifikante Änderung der PON2-RNA-Expression (*p< 0,05). Sowohl bei den Kontroll-si-RNA-

behandelten als auch bei den unbehandelt belassenen Zellen führte die Cisplatin-Inkubation 

zu einer Zunahme der Paraoxonase 2 RNA-Induktion. Der Vergleich zwischen den 24h und 

48h Werten zeigt ebenfalls eine PON2-RNA-Expressionszunahme. 
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Abbildung 10: PON2-Expressionsanalyse auf RNA-Ebene in OSCC (SCC-9) 

Nach Vorbehandlung der SCC-9-Zellen (PON2-si-RNA-behandelt, Kontroll-si-RNA-behandelt 

und unbehandelt belassen) wurden diese entweder unbehandelt belassen oder mit 4µg 

Cisplatin inkubiert. Jeweils nach 24h und 48h wurde RNA extrahiert und damit eine qRT-PCR 

durchgeführt. Die PON2-mRNA Expressionsergebnisse wurden zu Aktin normalisiert. 

Abbildung 10.1 zeigt die Ergebnisse nach 24 Stunden Cisplatin-Inkubation, während 

Abbildung 10.2 die Resultate nach 48 Stunden darstellt. Die Säulen in den einzelnen 

Diagrammen stellen Mittelwerte ±SEM dar. Die Analyse der statistischen Signifikanz der 

unterschiedlichen Säulen in den Diagrammen erfolgte mittels „t-test“ (*p< 0,05).  

 

 PON2-Expressionsanalyse auf proteinbiochemischer Ebene in OSCC 

(SCC-9) (in vitro) 

Abbildung 11 zeigt die proteinbiochemische Analyse von PON2 der SCC-9 Tumorzellen mittels 

Western blot. Die SCC-9 Tumorzellen wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit 

unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der RNAi-Behandlung 

wurden die SCC-9 Zellen mit 4µg/ml Cisplatin inkubiert und die Proteine wurden jeweils nach 

24h und 48h aus den Tumorzellen extrahiert. Anschließend erfolgte die proteinbiochemische 

Auftrennung und die Darstellung mittels Western blot. Die Inkubation mit Antikörper gegen 

PON2 und Aktin zeigt, dass die Menge an PON2 in den PON2-si-behandelten Zellen deutlich 

niedriger ist als in den Kontroll-si-RNA-behandelten Zellen und unbehandelt belassenen 

Zellen. Da die Signale für Aktin in allen Ansätzen annähernd gleich stark waren, kann man 

davon ausgehen, dass überall gleiche Proteinmengen aufgetragen wurde. Durch den Gen-

knockout (Behandlung mit siRNA) wurde PON2 erfolgreich gezielt herunterreguliert, was in 

einer Reduktion der PON2-Protein-Menge spiegelt. 
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Abbildung 11: PON2-Expressionsanalyse auf proteinbiochemischer Ebene in OSCC 
(SCC-9) 

Die Zellen der Tumorzelllinie SCC-9 wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit 

unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der RNAi-Behandlung 

wurden die SCC-9 Zellen mit Cisplatin inkubiert und nach jeweils 24h und 48h wurde ein 

Western blot mit Antikörper gegen PON2 sowie Aktin angefertigt. Abbildung 11.1 zeigt den 

Western blot nach 24 Stunden Cisplatin-Inkubation, während Abbildung 11.2 den Western blot 

nach 48 Stunden darstellt. Die Menge an PON2 in den PON2-si-behandelten Zellen ist deutlich 

niedriger als in den Kontroll-si-RNA-behandelten Zellen und unbehandelt belassenen Zellen. 

 

 Analyse von Caspase 3/7 Aktivität in OSCC (SCC-9) (in vitro) 

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Analyse von Caspase 3/7 Aktivität in SCC-9 

Tumorzellen. Die SCC-9 Tumorzellen wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit 

unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der RNAi-Behandlung 

wurden die SCC-9 Zellen mit 4µg/ml Cisplatin inkubiert und jeweils nach 24h und 48h auf 

Caspase 3/7 Aktivität getestet. Die Ergebnisse zeigen die relative Caspase 3/7 Aktivität 

verglichen zur jeweiligen korrespondierenden unbehandelten Tumorzelllinie. 

Abbildung 12.1 zeigt die Ergebnisse für die PON2-si-RNA-behandelten SCC-9 Zellen: Nach 

24h lag die Caspase 3/7 Aktivität in den siRNA behandelten Zellen etwa um das 1,3fache 

höher (MW: 1,32 ±0,26) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Nach 48h lag die Caspase 

3/7 Aktivität um ca. 42% höher (MW: 1,87 ±0,32). Während sich die Aktivität der Caspase 3/7 

 

Cisplatin              -          +            -           + - + 

45 kDa  — 

42 kDa  — 

   Kontrolle         Kontroll-si PON2-si     48h 

PON2  

Aktin  



Ergebnisse 

45 

 

zwischen den mit Cisplatin inkubierten und unbehandelten Zellen nach 24h nicht statistisch 

signifikant unterschied, war dieser Unterschied nach 48h mit *p< 0,05 statistisch signifikant.  

Abbildung 12.2 zeigt die Ergebnisse für die Kontroll-si-RNA-behandelten SCC-9 Zellen: Nach 

24h lag die Caspase 3/7 Aktivität in den Kontroll-si-RNA-behandelten Zellen etwa um das 

1,5fache höher (MW: 1,55 ±0,28) und nach 48h doppelt so hoch (MW: 2,09 ±0,28) im Vergleich 

zu den unbehandelten Zellen. Während sich die Aktivität der Caspase 3/7 zwischen den mit 

Cisplatin inkubierten und unbehandelten Zellen nach 24h nicht statistisch signifikant 

unterschied, war dieser Unterschied nach 48h mit *p< 0,05 statistisch signifikant. 

Abbildung 12.3 zeigt die Ergebnisse für die unbehandelt belassenen SCC-9-Zellen: Nach 24h 

lag die Caspase 3/7 Aktivität in den unbehandelt belassenen Zellen etwa um das 1,5fache 

höher (MW: 1,51±0,19) und nach 48h etwa um das 2,6fache höher (MW: 2,64 ±0,26). Während 

sich die Aktivität der Caspase 3/7 zwischen den mit Cisplatin inkubierten und unbehandelten 

Zellen nach 24h nicht statistisch signifikant unterschied, war dieser Unterschied nach 48h mit 

*p<0,05 statistisch signifikant.  

Die Caspase 3/7 Aktivität war in allen drei SCC-9-Zellgruppen nach 24h nicht signifikant erhöht 

und nach 48h signifikant erhöht (*p <0,05) verglichen mit den unbehandelten Zellen. In allen 

drei SCC-9-Zellgruppen führte die Inkubation mit Cisplatin zu einer Erhöhung der Caspase 3/7 

Aktivität. Im zeitlichen Verlauf erhöhte sich ebenfalls die Caspase 3/7 Aktivität (24h vs 48h). 

Die statistische Analyse auf signifikante Unterschiede in den Ergebnissen erfolgte mittels „two-

way ANOVA“ (*p< 0,05).  
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 12.2     Kontroll-si + Cisplatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 12.3     Kontrolle + Cisplatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Caspase 3/7 Aktivität in OSCC (SCC-9)  

Nach der Vorbehandlung der SCC-9-Zellen (1: PON2-si-RNA-behandelt (Abbildung 12.1), 2: 

Kontroll-si-RNA-behandelt (Abbildung 12.2) und 3: unbehandelt belassen (Abbildung 12.3)) 

mit Cisplatin, wurde die Aktivität der Caspase 3/7 jeweils nach 24h und 48h analysiert. Die 

Caspase 3/7 Aktivität war in allen drei SCC-9-Zellgruppen nach 24h nicht signifikant erhöht 

und nach 48h signifikant erhöht (*p <0,05) 
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verglichen mit den unbehandelten Zellen. In allen drei SCC-9-Zellgruppen führte die Inkubation 

mit Cisplatin zu einer Erhöhung der Caspase 3/7 Aktivität. Im zeitlichen Verlauf erhöhte sich 

ebenfalls die Caspase 3/7 Aktivität (24h vs. 48h).  Die Balken repräsentieren die Mittelwerte 

±SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels „two-way ANOVA“ berechnet (*p >0,05). 

 

 Analyse der intrazellulären ROS-Spiegel in OSCC (SCC-9) (in vitro) 

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der intrazellulären ROS-Spiegel in SCC-9 Tumorzellen. Die 

SCC-9 Tumorzellen wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit -unspezifischer RNAi 

behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der RNAi-Behandlung wurden die SCC-9 Zellen 

mit 4µg/ml Cisplatin inkubiert und auf intrazelluläre ROS getestet. Die Tumorzellen wurden mit 

der Substanz DMNQ, das ROS freisetzt, inkubiert und dann die intrazelluläre ROS-Menge 

über einen kontinuierlichen Zeitraum von 30min gemessen. Mittels Fluometer konnte die ROS-

induzierten Fluoreszenz, die nach der intrazellulären Aktivierung von Carboxy-H2DCFDA 

entsteht, gemessen werden. Abbildung 13 zeigt den Verlauf der intrazellulären ROS-

Produktion (y-Achse) der drei vorbehandelten SCC-9-Zellen (1: PON2-si-RNA-behandelt, 2: 

Kontroll-si-RNA-behandelt und 3: unbehandelt belassen) in Abhängigkeit der Zeit (x-Achse). 

Ein weiterer Anteil an Zellen wurde als Negativkontrolle mit DMSO behandelt. Jede 

dargestellte Kurve zeigt den Verlauf von intrazellulär freigesetzten ROS in den drei 

vorbehandelten Plattenepithelkarzinomzellen nach Zugabe von DMNQ, normalisiert zu 

DMSO. Nach der Zugabe von 10µmol/l DMNQ zeigten sich im Vergleich zur Zugabe mit DMSO 

höhere ROS-Spiegel. Sowohl beim Ansatz ohne und mit Cisplatin weisen die PON2-si-RNA-

behandelten SCC-9 Zellen höhere ROS-Werte im Vergleich zu den Kontroll-si-RNA-

behandelten und den unbehandelt belassenen SCC-9-Zellen. Bei den PON2-si-RNA-

behandelten SCC-9 Zellen zeigte sich sowohl ohne als auch mit Cisplatin ein Anstieg der ROS-

Produktion. Ohne Cisplatin waren die ROS-Spiegel in den PON2-si-RNA-behandelten SCC-9 

Zellen im Vergleich zu den Kontroll-si-RNA-behandelten und den unbehandelt belassenen 

SCC-9-Zellen statistisch signifikant erhöht (*p< 0,05). Mit Cisplatin waren die ROS-Spiegel in 

den PON2-si-RNA-behandelten SCC-9 Zellen im Vergleich zu den Kontroll-si-RNA-

behandelten und den unbehandelt belassenen SCC-9-Zellen nicht statistisch signifikant 

erhöht. Die statistische Analyse erfolgte mittels „one-way ANOVA“ (*p< 0,05). 
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 13.2    SCC-9  + Cisplatin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Intrazelluläre ROS-Spiegel in OSCC (SCC-9) 

Die Zellen der Tumorzelllinie SCC-9 wurden sowohl mit PON2-spezifischer als auch mit 

unspezifischer RNAi behandelt oder unbehandelt belassen. Nach der Vorbehandlung wurden 

die SCC-9 Zellen mit 4µg/ml Cisplatin inkubiert und auf intrazelluläre ROS getestet. Nach 

Inkubation mit 10µmol/l DMNQ wurde mittels ROS-Reporter H2DCFDA die intrazellulären 

ROS-Spiegel gemessen. Abbildung 13.1 zeigt die Ergebnisse ohne Cisplatin-Inkubation, 

während Abbildung 13.2 die Resultate nach Cisplatin-Inkubation darstellt. Jeder Punkt 

beinhaltet fünf individuelle Messungen, dargestellt als Mittelwerte ±SEM. Die Maximalwerte 

wurden mittels nicht-linearer Regression ermittelt und zeigen ohne Cisplatin statistisch 

signifikante Unterschiede (*p < 0,05) und mit Cisplatin keine signifikanten Unterschiede. 
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5 Diskussion 

 Diskussion der eigenen Ergebnisse  

 Interpretation der eigenen Ergebnisse im Kontext anderer Studien 

Die Gruppe der Paraoxonasen, mit dem Vertreter PON2, ist seit einiger Zeit Gegenstand 

medizinischer Forschung. Die meisten Studien konzentrierten sich hauptsächlich auf die 

Expression sowie die antiapoptotische bzw. antioxidative Funktion von PON2 bei 

kardiovaskulären, neurodegenerativen und infektiologischen Erkrankungen (159-162). 

Weitere geringere Studien untersuchten PON2 auch in verschiedenen Tumorzellen: Dabei 

wurden erhöhte Expressionsraten von PON2 in verschiedenen Tumoren wie z.B. dem 

hepatozellulären Karzinom, das Prostatakarzinom und die pädiatrische, lymphatische 

Leukämie nachgewiesen und es scheint, dass PON2 somit mehrere protektive Funktionen als 

Überlebensvorteil nutzt (144, 145, 163, 164). Eine noch geringe Anzahl von verschiedenen 

Forschungsgruppen beschäftigen sich mit PON2 in oralen Plattenepithelkarzinomzellen (12, 

136, 165-167): Krüger et al. lieferten in ihrer Studie erste Hinweise darauf, dass die 

Hochregulierung von PON2 orale Plattenepithelkarzinomzellen vor strahleninduzierter 

Apoptose schützen kann (136). Nach Bestrahlung von vier verschiedenen oralen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien (PCI-13, PCI-52, SCC-4 und SCC-68) mit 7Gy wurden sowohl 

die PON2-Expression als auch die Caspase 3/7 Aktivität getestet (136). Im Vergleich zu den 

anderen Tumorzellen zeigten die SCC-4 Tumorzellen nach einmaliger Bestrahlung eine 

doppelt so hohe basale PON2-Aktivität (p≤ 0,05) und die niedrigste Caspase 3/7 Aktivität (p≤ 

0,05) (136). Parallel dazu zeigte der PON2-Knockdown eine signifikant höhere Apoptoserate 

(p ≤ 0,05), die eine Bestrahlungsempfindlichkeit der Tumorzellen widerspiegelt (136). Belloni 

et al. analysierten und bewerteten in ihrer Studie die zeitabhängigen Veränderungen der 

oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien HOC621- und HSC-3 sowohl nach PON2-Silencing- 

als auch nach Cisplatin-Behandlung mittels Fourier-Transform-Infrarotspektrometer (166). In 

beiden Tumorzelllinien, die einen PON2-Knockdown erhielten, zeigte sich ein positiver Effekt 

auf die Wirksamkeit von Cisplatin, mit reduziertem Wachstum in PON2-stillgelegten HOC621- 

im Vergleich zu HSC-3 Tumorzellen (166). Dabei identifizierten spezifische Spektralmarker 

zelluläre Veränderungen, hauptsächlich in Nukleinsäuren und Kohlenhydraten, die durch die 

Chemotherapie stärker beeinflusst zu werden schienen (166). Campagna et al. untersuchten 

außerdem die Wirkung auf die Zellproliferation, Lebensfähigkeit, Apoptose-Induktion und 

Empfindlichkeit gegenüber einer Behandlung mit Cisplatin und 5-Fluorouracil durch Stilllegung 
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des Paraoxonase 2-Gens ebenfalls in den oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien HSC-3 und 

HOC621 (167). Dabei zeigten spektroskopische Daten, dass die oxidative Schädigung von 

Lipiden und Proteinen in Zellen, die mit Cisplatin behandelt wurden, in Zellen mit 

herunterregulierter Paraoxonase 2 deutlich stärker ausgeprägt war als in Kontrollzellen (167). 

Auch die Enzymexpression und Zellproliferation waren in Cisplatin-resistenten HOC621-Zellen 

im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant höher (167). Die Übersichtsarbeit von Kamal et al. 

erörtert wiederum die Rolle von PON2 bei der Entwicklung einer Resistenz gegen 

Strahlentherapie und Chemotherapie in OSCC (165). Ziel war es, die komplexen molekularen 

Mechanismen zu erforschen, die durch PON2 moduliert werden und die Wirksamkeit der 

Therapie verringern (165).  

Die vorliegende Studie untersuchte die basale PON2-Expression in verschiedenen oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen und den Einfluss eines gezielten Gen-knockout von PON2 nach 

der Inkubation mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin in der Plattenepithelkarzinomzelllinie 

SCC-9, reiht sich in die anderen oben aufgeführten Studien ein und erweitert somit die 

Zusammenhänge hinsichtlich der Expression, Aktivität und Funktion von Paraoxonase 2 in 

oralen Plattenepithelkarzinomzellen: 

 

 Bedeutung der basalen PON2-Expression in verschiedenen OSCC 

Im ersten Versuchsteil sollte in einem in vitro – Versuch die basale PON2 Expression in 

verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien CAL-27, SCC-9, SCC-15 und SCC-25 

auf Proteinebene durch Western blot untersucht werden. Die Ergebnisse der hier vorgestellten 

Analyse zeigten eine reguläre PON2-Expression in allen vier verschiedenen oralen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien, die aber unterschiedlich stark ausgeprägt waren (siehe 

Kapitel 4.1.1 PON2-Expressionsanalyse mittels proteinbiochemischer Methode (in vitro) und 

4.1.2 PON2-Expressionsanalyse – Quantitative Analyse (in vitro)). Dabei zeigte die 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC-9 basal die höchste und SCC-25 basal die niedrigste 

relative PON2-Expression. Beide Tumorzelllinien stammen von männlichen Patienten ab, die 

aber unterschiedliches Alter aufweisen. Leider kann anhand der vorliegenden Ergebnisse 

keine gültige Aussage bzgl. einem potenziellen Zusammenhang zwischen Geschlecht, Alter 

und Gewebe in Kontext der PON2-Expression getroffen werden. In der Studie von Krüger et 

al. wurde ebenfalls auch die basale PON2-Expression für die oralen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien PCI-13, PCI-52, SCC-4 und SCC-68 untersucht. Die Analyse 
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zeigte ebenfalls eine reguläre PON2-Expression in allen vier verschiedenen oralen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien, die auch unterschiedlich stark ausgeprägt waren. Hier 

wiederum zeigte die Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC-4 basal die höchste und SCC-68 

basal die niedrigste relative PON2-Expression (136). Somit weisen die unterschiedlichen 

Plattenepithelkarzinomzelllinien jeweils eine uneinheitliche basale PON2-Expression auf. 

Diese unterschiedlichen, individuellen PON2-Expressionen können Hinweise auf den Einfluss 

auf biologische Eigenschaften wie z.B. Tumorentstehung, Metastasierung, ggf. Benutzung als 

potenzieller Marker oder sogar der Resistenz gegenüber Chemotherapeutika geben. Orale 

Karzinome könnten mit einem höheren basalen Gehalt an PON2 einen Überlebensvorteil unter 

Chemotherapie haben, da PON2 eine antiapoptotische Funktion aufweist. Neben der 

antiapoptischen Funktion könnte die Hochregulierung von antioxidativer Systeme, die erhöhte 

ROS-Werte reduzieren, eine weitere Eigenschaft der Karzinomzelle sein. Sowohl die 

antiapoptotischen als auch antioxidativen Eigenschaften von Paraoxonase 2 werden in den 

nächsten zwei Kapiteln diskutiert: 

 

 PON2 schützt OSCC vor Cisplatin-induzierter Apoptose 

Bei der Behandlung des Mundhöhlenkarzinoms kommen in der Regel die Platinverbindungen 

wie Cisplatin oder Carboplatin (75, 76) entweder in Kombination mit einer Strahlentherapie 

(primäre Radiochemotherapie) oder nach operativer Entfernung des Tumors in Kombination 

mit Bestrahlung (adjuvante Radiochemotherapie) zum Einsatz (77, 78). Auch heute noch ist 

Cisplatin der Goldstandard für die Behandlung des oralen Plattenepithelkarzinoms und wird 

mit einer Strahlentherapie kombiniert, um einen bedeutend höheren Überlebensvorteil im 

Vergleich zur alleinigen Strahlentherapie zu erzielen (168, 169). Leider geht dieser 

Überlebensvorteil der Kombinationstherapie mit einem deutlich höheren 

Nebenwirkungsspektrum einher (170). Es ist auch wichtig zu beachten, dass Tumorzellen eine 

Cisplatin-Resistenz entwickeln können (171). Dabei handelt es sich um einen Mechanismus, 

durch den eine Unempfindlichkeit gegenüber Cisplatin entsteht und somit die Wirksamkeit der 

Behandlung verringert wird (172). Verschiedene Faktoren können zu einer Cisplatin-Resistenz 

beitragen, darunter eine reduzierte Aufnahme und Retention, erhöhte Reparatur von Cisplatin-

induzierten DNA-Schäden, Veränderungen in Zielproteinen und Aktivierung von 

Resistenzgenen (173, 174).  
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In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der 

Plattenepithelkarzinomzellen mit Cisplatin zu einer Induktion von PON2 führt (siehe Kapitel 

4.2.1 PON2-Expressionsanalyse auf RNA-Ebene in OSCC (SCC9) (in vitro) und 4.2.2 PON2-

Expressionsanalyse auf proteinbiochemischer Ebene in OSCC (SCC9) (in vitro)). Eine weitere 

Analyse zeigte auch Hinweise auf eine Schutzfunktion von PON2 gegen Cisplatin-induzierte 

Apoptose: Die PON2-si-RNA-behandelten SCC-9 Tumorzellen zeigten nach 24h Inkubation 

mit Cisplatin eine 1,3fache höhere Caspase 3/7 Aktivität im Vergleich zu den unbehandelten 

Zellen. Nach 48h Inkubation mit Cisplatin zeigten die PON2-si-RNA-behandelten SCC-9 

Tumorzellen eine 1,9fache höhere Caspase 3/7 Aktivität im Vergleich zu den unbehandelten 

Zellen (siehe Kapitel 4.2.3 Analyse von Caspase 3/7 Aktivität in OSCC (SCC9) (in vitro)). Dies 

deutet darauf hin, dass PON2 orale Plattenepithelkarzinomzellen vor Cisplatin-induzierter 

Apoptose schützen kann und dass die Tumorzelle versucht, der Cisplatin-induzierten 

Apoptose durch Hochregulierung von PON2 zu entgehen. Daher scheinen PON2 und seine 

Eigenschaften aufgrund ihres Einflusses auf die Resistenz gegenüber Chemotherapeutika bei 

oralen Plattenepithelkarzinomen von Interesse zu sein, wobei der genaue Mechanismus 

seiner Schutzfunktion jedoch noch geklärt werden muss. Campagna et al. belegten in ihrer 

Studie, dass PON2 an der Chemotherapieresistenz oraler Plattenepithelkarzinome beteiligt ist 

und dass somit ein relevanter molekularer Angriffspunkt bzw. Forschungsgegenstand für 

Therapiestrategien gegen diese Tumore darstellen (167). Die Ergebnisse der Studie von 

Krüger et al. zu PON2 in oralen Plattenepithelkarzinomzellen, die mit Strahlentherapie 

behandelt wurden, zeigen Ähnlichkeiten, dass die Hochregulierung von PON2 in OSCC vor 

strahleninduzierter Apoptose schützen kann (136). Belloni et al. untersuchten die Sensitivität 

von Cisplatin in oralen Plattenepithelkarzinomzellen nach PON2-Knockdown: Sie 

verwendeten andere orale Plattenepithelkarzinomzelllinien (HOC621 und HSC-3), eine andere 

Methode (Fourier-Transform-Infrarotspektrometer) und drei verschiedene Zeitpunkte (24h, 

48h und 72h) (166). Bei PON2-inaktivierten HOC621-Tumorzellen wurde im Vergleich zu 

HSC-3-Tumorzellen ein geringeres Wachstum beobachtet, und in beiden Zelllinien wurden 

auch zelluläre Veränderungen beobachtet, allerdings ausgeprägter bei HOC621-Tumorzellen, 

die daher offenbar stärker von der Chemotherapie betroffen waren (166).  

Die Analyse-Ergebnisse dieser und der anderen Studien legen nahe, dass die Abschaltung 

von PON2 bei OSCC eine wertvolle Möglichkeit zur Steigerung der Wirksamkeit der Therapie 

sein kann, da PON2 orale Plattenepithelkarzinomzellen vor Strahlen- und / oder 

Chemotherapie-induzierter Apoptose zu schützen scheint.  
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 PON2 schützt OSCC vor Cisplatin-induzierten ROS-Spiegeln 

Es ist seit längerer Zeit bekannt, dass PON2 antioxidative Eigenschaften besitzt (175). Es 

schützt die Zellen vor oxidativem Stress und trägt zur Reduktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) bei (131, 139). Dabei wurde PON2 im Zusammenhang mit der  

Entstehung und der Progression von Tumoren erforscht (126). Tumore wie das orale 

Plattenepithelkarzinom weisen einen veränderten Stoffwechsel auf, der auch die ROS-

Homöostase beeinflusst (176). Der ROS-Einfluss auf den biologischen Stoffwechsel von 

Tumoren zeigt auch die Relevanz von PON2 in Tumorzellen (177). Die Rolle von ROS in 

Tumoren ist komplex und betrifft verschiedene Aspekte, wobei die genaue Wirkung von der 

Art des Tumors, der ROS-Konzentration und dem zellulären Kontext abhängt (178). Einerseits 

können sie durch die Schädigung der DNA und anderer Zellbestandteile zur Entartung von 

Zellen und damit zur Krebsentstehung beitragen, andererseits können sie auch als 

Signalmoleküle wirken, die das Wachstum und Überleben von Tumorzellen fördern oder sogar 

zu deren Zelltod führen können (179, 180). Die unterschiedlichen basalen PON2-

Expressionen in den verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzellen könnten 

möglicherweise Hinweis auf Anpassungsprozesse an die veränderte ROS-Homöostase 

innerhalb des Stoffwechsels der Tumorzelle liefern, um die zu hohen ROS-Spiegel abzufangen 

und der ROS-induzierten Apoptose zu entgehen (siehe Kapitel 4.1.1 PON2-

Expressionsanalyse mittels proteinbiochemischer Methode (in vitro) und 4.1.2 PON2-

Expressionsanalyse – Quantitative Analyse (in vitro)). PON2 verfügt möglicherweise über 

ähnliche Mechanismen zur Reduzierung von ROS wie antioxidative Enzyme wie 

Superoxiddismutasen, Katalasen und Glutathionperoxidasen sowie Substanzen wie 

Glutathion (177, 181-184). Es ist daher auch denkbar, dass die Tumorzellen die hohen ROS-

Spiegel, die auch therapeutisch durch Chemotherapeutika wie Cisplatin entstehen, 

kompensieren und sich dadurch einen Vorteil verschaffen. Vor diesem Hintergrund sollte die 

Frage diskutiert werden, ob PON2 orale Plattenepithelkarzinome vor der Cisplatin-induzierten 

ROS-Produktion schützt. Es wurde eine Analyse der intrazellulären ROS-Spiegel in SCC-9-

Tumorzellen nach Cisplatin-Inkubation durchgeführt. Es zeigte Hinweise auf eine 

Schutzfunktion von PON2 gegen Cisplatin-induzierte ROS: Die PON2-si-RNA-behandelten 

SCC-9 Tumorzellen zeigten höhere ROS-Spiegel im Vergleich zu den unbehandelten Zellen 

(siehe Kapitel 4.2.4 Analyse der intazellulären ROS-Spiegel in OSCC (SCC-9 (in vitro)). Dies 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Tumorzelllinie SCC-9 PON2 als Antwort auf basal 

erhöhte ROS-Spiegel vermehrt exprimiert, was die existentielle Bedeutung für PON2 für die 

Tumorzelle unterstreicht. Die Ergebnisse der vorgestellten Analyse von PON2 und ROS geben 

Hinweise auf eine ROS-reduzierende Funktion von PON2. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ROS bei der Entstehung und dem Fortschreiten von 

Tumoren eine doppelte Rolle spielen: Während eine übermäßige ROS-Produktion zu 

Zellschäden und Karzinomen führen kann, können moderate ROS-Werte auch als 

Signamoleküle wirken und das Tumorwachstum beeinflussen. Die hier vorgestellten 

Ergebnisse zur ROS-reduzierenden Funktion von PON2 könnte ebenfalls als ein potentielles 

therapeutisches Ziel betrachtet werden, worauf im nächsten Kapitel 5.2 PON2 potentieller 

Marker oder therapeutisches Ziel näher eingegangen wird. 

 

 PON2 - potenzieller Marker oder therapeutischer Angriffspunkt 

Die verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien zeigen jeweils eine variable basale 

PON2-Expression. Diese variablen Expressionen machen PON2 als potenziellen Biomarker 

für den klinischen Alltagsgebrauch interessant, um ggf. das Ansprechen auf eine Therapie 

(adjuvante Radio- und/oder Chemotherapie) vorherzusagen bzw. resistente OSCC-Varianten 

zu identifizieren. Krüger et al. zeigte mit seinem in vitro Versuch, dass eine verminderte PON2-

Expression im oralen Plattenepithelkarzinom mit einer verminderten Strahlentherapieresistenz 

korreliert (136). Wiederum in dieser vorgestellten Studie wurde mit in vitro Versuchen gezeigt, 

dass eine verminderte PON2-Expression ebenfalls mit einer verminderten 

Chemotherapieresistenz einhergeht. Für die Erstellung eines individuellen Therapiekonzept 

wäre es von großem Vorteil, wenn Karzinome mit potenziell höherer Sensitivität gegenüber 

Strahlen- oder Chemotherapie identifiziert werden könnten.  

Biomarker, auch Tumormarker genannt, sind messbare Strukturen im Körper, die auf das 

Vorhandensein oder die Eigenschaften eines Tumors hinweisen (185). Dabei können 

Biomarker Proteine, Gene, Hormone, Enzyme oder andere Moleküle sein, können aber auch 

Mutationen oder veränderte Genexpression umfassen (186). Früherkennung, Diagnose, 

Prognose, Therapieüberwachung und personalisierte Therapie sind Beispiele für 

Anwendungen von Biomarkern in der Onkologie (187). Die vielfältigen Rollen von PON2 

sowohl bei Krankheiten als auch bei Tumoren machen es zu einem vielversprechenden 

Biomarker (153): Studien haben gezeigt, dass PON2 eine Rolle bei der Atherosklerose spielt 

und ein Mangel an PON2 zu mitochondrialer Dysfunktion und einer verstärkten Atherosklerose 

führen kann (13, 141). Andere Studien legen nahe, dass PON2 im Gehirn eine Rolle bei der 

Abwehr von oxidativem Stress und Neuroinflammation spielt, was sie für die Behandlung 

neurodegenerativer Erkrankungen interessant macht (161). Darüber hinaus lässt sich sagen,  
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dass PON2 an verschiedenen Aspekten von Infektionen beteiligt sein könnte, unter anderem 

an der Entzündungsregulierung, dem Schutz vor oxidativem Stress und möglicherweise auch 

an der zellulären Abwehr von Krankheitserregern (188, 189). In Bezug auf Tumore gibt es 

Hinweise darauf, dass PON2 bei einigen Krebsarten tumorfördernd wirkt, während es bei 

anderen als Tumorsuppressor fungiert (139, 152, 190). Neben einer variablen PON2-

Expression bei anderen Tumorentitäten wurde auch Beobachtungen beim oralen 

Plattenepithelkarzinom gemacht, die nahe legen, dass eine veränderte PON2-Expression als 

relevantes Merkmal auf den funktionellen Einfluss des Tumorstoffwechsels haben könnte 

(127, 139, 191). Einen großen Vorteil für den Patienten wäre es, wenn man Tumore wie z.B. 

orale Plattenepithelkarzinome mit einer potenziell höheren Empfindlichkeit gegenüber 

Chemotherapie vor Therapiebeginn identifizieren könnte. Daher könnte PON2 als potenzieller 

Marker oder therapeutisches Ziel bei oralem Plattenepithelkarzinom verwendet werden, 

sowohl für die Prognose als auch für das Ansprechen auf eine Chemotherapie. 

 

 PON2 - Konklusion und Zukunftsausblick 

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Analyse zu PON2-Expression und ihrer Rolle in oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen legen nahe, dass PON2 einen relevanten Einfluss auf die 

Chemotherapieresistenz von oralen Plattenepithelkarzinomen hat. Das intrazellulär lokalisierte 

PON2 stellt einen bisher unbekannten Schutzfaktor gegen chemotherapeutisch induzierte 

Apoptose dar: Die verschiedenen Plattenepithelkarzinomzelllinien zeigen in vitro eine variable 

basale PON2-Expression auf. Des Weiteren schützt PON2 in vitro vor Cisplatin-induzierten 

ROS-Spiegeln. Dabei ist der genaue Mechanismus der Schutzfunktion noch weiterhin 

ungeklärt und sollte weiter erforscht werden. Ebenfalls wurde in dieser Studie die PON2-Rolle 

als potenzieller Marker erörtert. Da die PON2-Testung sowohl technisch komplex als auch 

zeitaufwändig ist, wird es in Zukunft notwendig sein, weitere einfache, zuverlässige du 

zeitsparende Methoden zur Analyse der individuellen PON2-Expression in Karzinomen zu 

entwickeln. Ebenfalls wäre es denkbar PON2 als potenziellen Biomarker anwenden zu können 

und anhand der PON2-Expression Rückschlüsse sowohl auf die Tumoraggressivität als auch 

auf die Erfolgsrate bei den adjuvanten Therapieformen ziehen zu können.  

Die Frage, ob PON2 allein oder in Kombination mit anderen Biomarkern ein nützliches 

Instrument zur Vorhersage als auch zur Prognose des Ansprechens auf eine adjuvante 

Therapie darstellt, sowie weitere Fragen zum genauen Mechanismus der Therapieresistenz 

gilt es in Zukunft durch weitere Analysen zu erforschen und beantworten. 

 



Zusammenfassung 

56 

 

6 Zusammenfassung 

 

 Zusammenfassung 

Die oralen Plattenepithelkarzinome machen 90% der malignen Neoplasien der Mundhöhle und 

des Oropharynx aus. Die Hauptrisikofaktoren für die Entstehung eines oralen 

Plattenepithelkarzinoms sind Tabakkonsum, kauen von Areca bzw. Betelnüssen, übermäßiger 

Alkoholkonsum, genetische Prädisposition sowie eine Infektion mit dem humanen 

Papillomavirus (HPV). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei etwa 62%, bei Patienten mit 

Metastasen nur bei 32%. Die Therapie des OSCC ist eine Kombination aus chirurgischer 

Entfernung, Strahlen- und / oder Chemotherapie. Der gemeinsame Wirkmechanismus der 

adjuvanten Therapieformen ist die Induktion der Apoptose. Durch therapeutisch induzierten 

oxidativen Stress lässt sich auch das intrazelluläre ROS-Gleichgewicht gezielt stören, was 

ebenfalls zu einer Aktivierung des programmierten Zelltodes führen kann. Tumore weisen 

häufig eine veränderte Genexpression auf, um der therapeutisch induzierten Apoptose zu 

entgehen. Die Tumorforschung konzentriert sich auf die Analyse von antiapoptotischer und 

antioxidativer Eigenschaften, um ein Verständnis des Tumorstoffwechsels zu ermöglichen, um 

gezieltere und wirksamere Therapien zu entwickeln und die Überlebensrate für Patienten zu 

verbessern. 

Es scheint, dass Paraoxonase 2 (PON2) eine wichtige Rolle bei Tumoren spielt. Es wurde 

beschrieben, dass das intrazelluläre Enzym PON2 sowohl antiapoptotische als auch 

antioxidative Eigenschaften besitzt. Auch wurde veränderte PON2-Expressionen für 

verschiedene Tumorarten beschrieben. In dieser Studie wurden die Zusammenhänge 

hinsichtlich Expression, Aktivität und Funktion von PON2 bei oralen Plattenepithelkarzinomen 

unter Chemotherapie untersucht. Das Vorhandensein und eine variable Expression von PON2 

innerhalb der OSCC-Zelllinien CAL-27, SSC-9, SCC-15 und SCC-25 wurde durch 

biochemische Methode bestätigt. Die SCC-9 – Zelllinie zeigte im Vergleich zu den anderen 

Zelllinien die höchste basale PON2-Expression. Da Platinverbindungen bevorzugt in der 

adjuvanten Therapieform eingesetzt werden, wurde PON2 in der Tumorzelllinie SCC-9 mittels 

eines temporären Gen-Knockdown gezielt herunterreguliert, mit dem Chemotherapeutikum 

Cisplatin inkubiert und anschießend Folgeuntersuchungen in Form von RealTimePCR, 

Westernblots, Caspase- und ROS-Analysen durchgeführt. Die Behandlung mit Cisplatin führte 

zur Induktion von PON2 in der PON2-exprimierenden Zelllinie SCC-9, um möglicherweise der  
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chemotherapeutischen Apoptose entgegenzuwirken. Der vorübergehende Knockdown von 

PON2 in SCC-9 – Tumorzellen führte nach Inkubation mit Cisplatin im Vergleich zu der 

Kontrollzelllinie einerseits zu einer erhöhten Apoptoserate und andererseits zu erhöhten ROS-

Spiegel. Somit schützt eine vermehrte PON2-Expression die oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen vor Cisplatin induzierter Apoptose und ROS-Spiegel. Diese 

Studie zeigte die wichtige klinische Relevanz von PON2 für die Chemotherapieresistenz bei 

oralen Plattenepithelkarzinomen. Dabei könnte PON2 allein oder in Kombination mit anderen 

Markern ein nützliches Instrument zur Vorhersage als auch zur Prognose des Ansprechens 

auf Chemotherapie darstellen. In Hinblick auf den Tumorstoffwechsel gilt es weiterhin PON2 

durch weitere Analysen zu untersuchen, damit man in Zukunft PON2 als Prognosemarker 

verwenden kann. 
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 Summary 

Oral squamous cell carcinomas account for 90% of malignant neoplasms of the oral cavity and 

oropharynx. The main risk factors for the development of oral squamous cell carcinoma are 

tobacco consumption, chewing areca oder betel nuts, excessive alcohol comsumption, genetic 

predisposition and infection with the human papillomavirus (HPV). The 5-year survival rate is 

approximately 62%, while in patients with metastases it is only 32%. The treatment of OSCC 

is a combination of surgical removal, radiotherapy and/or chemotherapy. The common 

mechanism of action of adjuvant therapies is the induction of apoptosis. Therapeutic-induced 

oxidative stress can also specifically disrupt the intracellular ROS balance, which can also lead 

to the activation of programmed cell death. Tumors often exhibit altered gene expression to 

evade therapeutically induced apoptosis. Tumor research focuses on the analysis of 

antiapoptotic and antioxidant properties to enable an understanding of tumor metabolism in 

order to develop more targeted and effective therapies and improve the survival rate for 

patients.  

It appears that paraoxonase 2 (PON2) plays an important role in tumors. The intracellular 

enzyme PON2 has been described to have both antiapoptotic and antioxidant properties. 

Altered PON2 expression has also been described for various tumor types. This study 

investigated the relationships between expression, activity and function of PON2 in oral 

squamous cell carcinomas undergoing chemotherapy. The presence and variable expression 

of PON2 within the OSCC cell lines CAL-27, SCC-9, SCC-15 and SCC-25 was confirmed by 

biochemical method. The SCC-9 cell line showed the highest basal PON2 expression 

compared to the other cell lines. Since platinum compounds are preferably used in adjuvannt 

therapy, PON2 was specifically downregulated in the SCC-9 tumor cell line by means of a 

temporary gene knockdown, incubated with the chemotherapeutic agent cisplatin, and 

subsequent follow-up investigations were carried out in the form of real-time PCR, Western 

blots, Caspase and ROS analyses. Treatment with cisplatin led to the induction of PON2 in the 

PON2-expressing cell line SCC-9, possibly to counteract chemotherapeutic apoptosis. The 

temporary knockdown of PON2 in SCC-9 tumor cells after incubation with cisplatin resulted in 

an increased apoptosis rate and increased ROS levels compared to the control cell line. Thus, 

increased PON2 expression protects oral squamous cell carcinoma cells from cisplatin-

induced apoptosis and ROS levels. This study demonstrated the important clinical relevance 

of PON2 for chemotherapy resistance in oral squamous cell carcinomas. PON2 alone or in  
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combination with other markers could be a useful tool for predicting and prognosticating 

response to chemotherapy. With regard to tumor metabolism, PON2 needs to be further 

investigated through further analyses so that PON2 can be used as a prognostic marker in the 

future.   
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