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ABSTRACT 

A lack of specific symptoms and biomarkers avoids early diagnosis and effective therapy of 

ovarian cancer (OC). The heat shock protein HSP27 has been correlated in ovarian cancer (OC) 

patients with aggressiveness and chemoresistance, it is up-regulated in numerous solid 

tumors and it is frequently involved in cancer progression. Therefore, HSP27 represents a 

promising potential biomarker for OC diagnosis, prognosis, and treatment response.  

Notably, secretion of soluble HSP27 has been described by a few cell types and may take place 

as well in OC cells. Hence, we studied HSP27 secretion mechanisms under diverse cellular 

conditions in an OC cell model system. OC cell lines OVCAR-3, SK-OV-3, and TOV-21G were 

used for cell culture experiments. HSP27 overexpression experiments were done by 

transfection of the DNA plasmide pHSP27 and by cells undergoing heat-shock treatment. 

Intracellular and extracellular levels of HSP27 were determined by Western Blotting and ELISA, 

respectively. Inhibition of the protein secretory machinery was done by brefeldin A treatment.  

pHSP27 transfection experiments demonstrated an increase of intracellular HSP27 expression 

being associated with significantly elevated levels of extracellular HSP27 protein. These data 

were affirmed by heat-shock experiments which induced endogenously expressed HSP27. 

Again, rising intracellular HSP27 concentrations were accompanied with raised HSP27 

amounts in the cell culture supernatant. Inhibition of the cellular main secretory pathway by 

brefeldin A demonstrated no secretion of HSP27 via the endoplasmatic reticulum (ER) pointing 

to alternative secretory pathways.  

The present study demonstrates that HSP27 secretion by OVCAR-3, SK-OV-3 and TOV-21G 

ovarian cancer cells depends on intracellular HSP27 concentrations. Moreover, HSP27 

secretion is independent of the endoplasmic reticulum secretory pathway. In the context of 

tumor biology the functional implications of cell-free HSP27 in body fluids remain unclear as 

cytoprotective effects are committed to intracellular factors of cell-signaling and effector 

cascades. However, the presence of HSP27 in blood of ovarian cancer patients may indicate 

that secreted HSP27 might have a function in OC progression. Secreted HSP27 may be an 

extracellular factor which controls the tumor microenvironment and thus representing a 

noninvasive biomarker as well as a promising therapy target for OC patients. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Ovarialkarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Deutschlandweit werden derzeit ca. 7200 neue OC Diagnosen gestellt. Ovarialkarzinome 

stehen auf Platz sechs der häufigsten krebs-assoziierten Todesfälle von Frauen in Deutschland 

(1). Das Auftreten vom Ovarialkarzinom (OC) wird mehrheitlich bei Frauen im post-

menopausalen Alter beobachtet. Die überwiegende Mehrheit der Patientinnen wird erst in 

fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung (FIGO IIb-IV) diagnostiziert (2; 3). Die Möglichkeiten 

einer frühen Diagnosestellung sowie die Behandlungsoptionen fortgeschrittener Stadien des 

OC konnten in den letzten Jahrzehnten nicht wesentlich verbessert werden (4).  Ein frühes 

Erkennen eines malignen Prozesses der Ovarien geht mit Heilungschancen von bis zu 90 % 

einher, wohingegen lediglich 20 % der Patientinnen geheilt werden können, die im 

fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden (5). Rezidive entstehen mit einer 

Wahrscheinlichkeit von bis zu 30% in früheren Krankheitsstadien und bis zu 75% in 

fortgeschrittenen Stadien des OC (6). 

1.1.2 Risikofaktoren 

Neben etablierten Einflussfaktoren wie bspw. Alter, Nikotinkonsum, Adipositas, familiäre 

Häufung und Endometriose spielen auch genetische Faktoren für die Entstehung eines 

Ovarialkarzinoms eine Rolle. Dabei wird zwei Tumorsyndromen, aufgrund ihrer Häufigkeit, 

eine besondere Bedeutung zuteil: dem hereditären Mamma- und Ovarialkarzinom (BRCA1 

und -2) und dem Lynch-Syndrom (HNPCC) (7). Mutationen des BRCA1- und BRCA2-Gens sind 

am häufigsten mit dem OC assoziiert und bedingen im Falle von BRCA1 ein kumulatives 

Lebenszeitrisiko von 40 % bis zum 69. Lebensjahr am OC zu erkranken, für BRCA2- 

Mutationsträgerinnen beträgt dieses 11 bis 22 %. Das Lynch-Syndrom ist durch Mutationen 

der Mismatch-Repair Gene MSH2 und MLH1 gekennzeichnet. Das kumulative Lebenszeitrisiko 

beträgt hier 24 % (MSH2) bzw. 20 % (MLH1) (7). Seltene genetisch bedingte Prädispositionen 

sind Mutationen im Fanconi-Anämie Cluster (FAN-CD2, FANCA, FANCC), im DNA Repair Cluster 

(ATM, ATR, CHK1/2), im Tumor-Suppressor-Gen Cluster (TP53, SKT11, PTEN) sowie in den 

Genloki RAD51C, RAD51D (7). 
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Eine frühe Menarche, eine späte Menopause, Nulliparae und Infertilität sind aufgrund einer 

erhöhten Anzahl von Ovulationen mit einem gesteigerten Erkrankungsrisiko vergesellschaftet 

(7). Die Einnahme von Ovulationshemmern sowie Schwangerschaften und Stillzeiten haben 

einen protektiven Effekt. Insgesamt haben hormonelle Faktoren nur prämenopausal einen 

Einfluss und gelten im Allgemeinen nicht für muzinöse Karzinome (7). 

1.1.3 Klassifikation und Histologie 

„Das Ovarialkarzinom ist eine heterogene Tumorentität“ (8).  

Ovarielle Tumoren werden histologisch in verschiedene Gruppen unterteilt, welche den 

verschiedenen Komponenten des ovariellen Ursprungsgewebes entsprechen. Epitheliale 

Tumoren entspringen dem epithelialen Zölom, Keimstrang-/Keimdrüsen- und Stromatumoren 

dem gonadalen Stroma und Keimzelltumoren den Keimzellen. Eine entscheidende Rolle bei 

der Entwicklung spielen die Homebox-Allotyp-Gene HOXA9, HOX10 und HOX11 (HOXA9 – 

seröse, endometrioide und muzinöse Karzinome; im gesunden Müller- Trakt, HOXA10 – 

klarzellige und muzinöse Karzinome; gesundes Endometrium und Endozervix, HOXA11 – 

muzinösen Karzinomen; im gesunden Endozervix). Die Expression dieser Gene ist 

verantwortlich für die Differenzierung von Tube, Endometrium und zervikalem Zylinderepithel 

während der Embryonalentwicklung (9). Zudem können auch unspezifische 

Bindegewebstumoren und metastasierte Malignome die Ovarien befallen. Mit ca. 65-75% 

bilden die epithelialen Tumoren den größten Anteil aller ovariellen Neoplasien. Diese Gruppe 

kann hinsichtlich ihrer histomorphologischen Eigenschaften weiter unterteilt werden (Tabelle 

1). Anhand der Dignität erfolgt die Einteilung epithelialer ovarieller Neoplasien in benigne 

Tumoren, Borderlinetumoren und maligne Ovarialkarzinome (10; 11). 

Eine Stadieneinteilung erfolgt anhand der TNM- Richtlinien der Union Internationale Contre 

le Cancer (UICC) sowie der Fédération Internationale de Gynécologie et d‘Obstétrique (FIGO). 

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt ausschließlich auf den Ovarialkarzinomen (12). 
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Tabelle 1 Histologische Klassifikation der Ovarialtumoren nach WHO 

Typ Untertypen 

Epitheliale Tumoren low-grade serös (LGSC) 

high-grade serös (HGSC) 

Muzinös (MC) 

Endometrioid (EC) 

Klarzellig (CCC) 

Andere 

Brenner- Tumor 

Stromatumoren Sertoli-Leidig-Tumor 

Granulosazelltumor 

Theka-Zelltumor 

Gynandroblastom 

Androblastom 

Keimzelltumoren Teratom 

Embryonales Karzinom 

Korionkarzinom 

Gemischter Keimzelltumor 

Endodermaler Sinustumor 

Dysgerminom 

Borderline-Tumoren Serös 

Muzinös 

Andere 

Andere Tumoren Lymphome 

Metastasen anderer Tumoren 

Sarkome 

Fibrome 

Lipidzelltumor 
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 Dualistisches Konzept der serösen Tumoren des Ovars 

Morphologische, immunhistochemische und molekulargenetische Untersuchungen führten 

zu einem Paradigmenwechsel bzgl. der Pathogenese und des Ursprungs epithelialer ovarieller 

Tumoren. Unterschiede in der molekularen Struktur sind dabei die Grundlage des 

dualistischen Modells der Entstehung von serösen Tumoren, bei dem Borderlinetumoren 

(SBT) und low-grade-Karzinome (LGSC) von high-grade-Karzinomen (HGSC) abgegrenzt 

werden (7). Hierbei werden zwei Kategorien (Typ 1 und Typ 2) von epithelialen ovariellen 

Tumoren beschrieben. Zu den Typ 1 Tumoren zählen seröse low-grade Karzinome, 

endometroide low-grade Karzinome, klarzellige Karzinome, muzinöse Tumoren und Brenner-

Tumoren (1). Diese sind im Allgemeinen klinisch indolent und können häufig bereits im 

Stadium 1 diagnostiziert werden. Typ 1 Tumoren weisen vor allem Mutationen in den 

Gensequenzen von KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNB1, PTEN, PIK3CA, ARID1A, und PPP2R1A auf 

und stellen sich genetisch stabil dar. TP53 Mutationen treten hier selten auf. Zur Gruppe der 

Typ 2 Tumoren zählen seröse high-grade Karzinome, endometroide high-grade Karzinome und 

maligne gemischte mesodermale Karzinome, undifferenzierte Karzinome und Karzinosarkome 

(13). Neben dem invasiven Wachstum, einer häufig erst späten Diagnosestellung in 

fortgeschrittenen Stadien und der Mutation des TP53-Gens, zählt auch die genetische 

Instabilität zu den Charakteristika dieser Gruppe. Zudem konnten molekulare Veränderungen 

identifiziert werden, welche die Expression von BRCA stören (14).  

Die histopathologische Bezeichnung Borderline-Tumor beschreibt jene Ovarialtumoren, deren 

Dignität zwischen den benignen und den malignen epithelialen Tumoren des Ovars liegt. 

Kennzeichnend ist eine verstärkte Proliferation atypischer Epithelien, die jedoch nicht mit 

destruierendem Wachstum einhergeht. Seröse und muzinöse Varianten sind die häufigsten 

Entitäten dieser Subgruppe und können sich zu invasiven Karzinomen entwickeln. Weisen 

Borderline-Tumoren eine Infiltration der ovariellen Oberflächenepithelien, ein invasives 

Wachstum sowie eine mikropapilläre Binnenstruktur auf, besteht ein erhöhtes Risiko für das 

Auftreten von invasiven Implantaten im Peritoneum. Neben einer reduzierten Prognose 

können zudem das Rezidivrisiko und die Wahrscheinlichkeit der Transformation in ein LGSC 

gesteigert sein (15). Das M.D.- Anderson- Gradingsystem dient der Unterscheidung von LGSC 

und HGSC in der klinischen Praxis. Der Grad der nukleären Atypien und die Anzahl der Mitosen 

je Sichtfeld dienen als histopathologische Parameter der Diagnostik (16; 17). Das 

Gradingsystem nach Shimizu-Silverberg ermöglicht eine Subklassifikation der HGSC in 3 Grade 
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(gering, mäßig, stark) und besitzt eine prognostische Bedeutung bzgl. des Krankheitsverlaufes. 

Dieses histo-pathologische Bewertungssystem beinhaltet neben dominanten 

Wachstumsmustern, den Grad der Kernpolymorphien und die Anzahl der Mitosen je Sichtfeld 

als Aktivitätsparameter (18; 19). 

1.1.4 Aktuelle Konzepte zur Genese von pelvinen serösen Tumoren 

Aktuelle Studien stellen die Fimbrien der Tuben in den Mittelpunkt der Entwicklung von 

serösen Neoplasien des kleinen Beckens (20). So besteht ein Zusammenhang zwischen den 

Tubenfimbrien und den Neoplasien, die sich in den Tuben, den Ovarien oder im Peritoneum 

manifestieren. Laut dieser Hypothese ist das Epithelium der tuba uterina im Bereich der 

Fimbrien der Ursprung der low-grade und high-grade serösen Karzinome des Ovars und nicht 

das ovarielle Oberflächenepithel selbst. Dieses sogenannte seröse tubare intraepitheliale 

Karzinom (STIC) infiltriert das Ovar sekundär (20). Fleming et al. beschrieben, basierend auf 

dem Progressionsmodell von Kurman et al., verschiedene Entwicklungsmechanismen 

hinsichtlich der Pathogenese des Ovarialkarzinoms. So können postovulatorische 

Regenerationsprozesse die Entstehung von malignen ovariellen Oberflächenstrukturen 

begünstigen (21; 22). Die Follikelruptur begünstigt während der Ovulation die Entstehung von 

kortikalen Inklusionszysten an der ovariellen Oberfläche, welche in der Folge maligne entarten 

können.  

Die Endometriose gilt als Vorstufe der endometroiden und klarzelligen Karzinome. Da eine 

Endometriose aufgrund retrograder Menstruation entstehen kann, können auch diese 

Karzinome als sekundäre Infiltrationen des Ovars angesehen werden.  

Der Ursprung von muzinösen und transitionalzelligen Tumoren konnte noch nicht ausreichend 

ergründet werden. Dennoch deuten aktuelle Daten darauf hin, dass sie möglicherweise von 

paraovariellen transitional-epithelialen Zellnestern am tubo-peritonealen Übergang ausgehen 

und ein Zusammenhang mit dem Auftreten von Teratomen besteht.  

Typ 1 und Typ 2 Ovarialkarzinome entwickeln sich daher unabhängig voneinander über 

verschiedene molekulare Signalwege außerhalb des Ovars und infiltrieren es sekundär.  

Laut dieser Hypothese stellen gonadale Stromatumoren und Keimzelltumoren die einzigen 

primären Neoplasien des Ovars dar (23).  
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1.1.5 Klinik  

Das Ovarialkarzinom zeichnet sich vor allem in frühen Stadien durch einen Mangel an 

spezifischen Symptomen aus. Aufgrund der intraabdominellen Lage kann es je nach Größe 

und Ausbreitung des Tumors zu abdominellen Schmerzen, Obstipationen, Meteorismus und 

im Verlauf zu unspezifischer B- Symptomatik kommen (7).  

1.1.6 Diagnostik  

Bisher existieren für das OC keine etablierten Screening- oder Früherkennungsverfahren. 

 Diagnostischer Algorithmus  

Das primäre Ziel der diagnostischen Maßnahmen ist die Erfassung des Primärtumors und 

seiner Ausdehnung. Die Kenntnis der spezifischen Metastasierungswege ist diesbezüglich von 

großer Bedeutung. Die peritoneale Metastasierung wird durch eine Exfoliation von 

Tumorzellen verursacht. Pelvine und paraaortale Lymphknoten können durch 

retroperitoneale Lymphknotenwege erreicht werden. Eine direkte Metastasierung erfolgt zu 

paraaortal, pelvin und präskalenisch gelegenen Lymphknotenstationen (7). 

Im klinischen Kontext folgt die Diagnostik einem spezifischen Algorithmus. Die Grundlage 

bildet die Anamnese sowie die klinische und gynäkologische Untersuchung. Bei 

entsprechender Symptomatik bzw. einem auffälligen Untersuchungsbefund erfolgt eine 

transvaginale Sonographie. Diese kann durch weitere bildgebende Verfahren wie CT, MRT, 

PET-CT ergänzt werden (1). Ein operativer Eingriff zur Beurteilung einer möglichen 

intraperitonealen Aussaat schließt sich im Rahmen des Stagings an (12). 

 Der Stellenwert von Biomarker für das Screening 

Es konnten bisher zwei Gruppen von diagnostischen Werkzeugen etabliert werden: 1. Die 

bildgebenden Verfahren. Diese werden routinemäßig im klinischen Alltag eingesetzt. 2. 

Tumormarker: CA-125 ist klinisch der am häufigsten genutzte Biomarker des 

Ovarialkarzinoms, der jedoch lediglich von 80 % der Ovarialkarzinome gebildet wird. Zudem 

zeigen sich erhöhte Messwerte mit zunehmendem Lebensalter, unter Einfluss einer 

hormonellen Therapie, bei ehemaligen Raucherinnen, während der Schwangerschaft und 

auch im Zusammenhang mit chronischen entzündlichen Darmerkrankungen. CA-125 kann als 

Verlaufsparameter hinsichtlich der Therapiekontrolle eingesetzt werden (24). 
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1.1.7 Therapie und Prognose 

 Therapie 

Die operative Therapie der FIGO Stadien I-IIa hat neben der Tumorentfernung inklusive 

pelviner und paraaortaler Lymphonodektomie auch das Staging zum Ziel. Eine Ausnahme 

stellen die muzinösen G1-Tumoren dar, bei denen ohne klinisch auffälligen 

Lymphknotenstatus keine Lymphonodektomie notwendig ist (25; 26). Die Systemtherapie der 

FIGO-Stadien IA G2 und IB G1/2 besteht aus einer platinhaltigen Monotherapie (12). 

Die Therapiestrategie der fortgeschrittenen Stadien (FIGO IIb-IV) des OC erfolgt initial durch 

eine Debulking-Operation mit der Entfernung der makroskopisch sicht- und tastbaren 

Tumoranteile. Im Anschluss folgt eine Systemtherapie als Kombination aus Carboplatin und 

Paclitaxel. Zudem kann der monoklonale Antikörper Bevacizumab ab dem Stadium IIIb 

appliziert werden (27). Ca. 80 % der Patientinnen sprechen initial gut auf die 

Standardchemotherapie an. Dennoch treten bei einem Großteil von ihnen innerhalb der 

ersten 2 Jahre nach Therapiebeginn Tumorrezidive auf. Diese werden bei 25 % der 

Patientinnen nach 12 Monaten, bei 40 % nach 24 Monaten und bei 70 % nach 36 Monaten 

beobachtet (28). Im Rahmen einer Rezidivsituation ist kein kurativer Ansatz möglich. Der AGO-

Score bietet eine Möglichkeit, um das Ausmaß des operativen Vorgehens zu planen (1). 

Hinsichtlich der Systemtherapie sind individualisierte Therapiekonzepte von immer größerer 

Bedeutung. Die Zusammensetzung der Therapie ist abhängig von verschiedenen Faktoren. 

Demnach sind die Wünsche der Patientinnen, der Allgemeinzustand, die Dauer des 

therapiefreien Intervalls, die Art der Vortherapie, der BRCA-Mutationsstatus sowie die 

tumorbiologischen Eigenschaften von Bedeutung. Eine platinhaltige Kombinationstherapie 

mit Paclitaxel, pegyliertem liposomalem Doxorubicin und Gemcitabin ist einer Monotherapie 

überlegen. Die Kombination von Carboplatin, Gemcitabin und Bevacizumab ist möglich, wenn 

primär nicht VEGF-gerichtet therapiert wurde (12). Dem Therapieansprechen auf die 

platinhaltige Rezidivtherapie bei Patientinnen mit high-grade serösem OC und positivem 

BRCA-1/2-Mutationsstatus wird eine Erhaltungstherapie mit dem PARP-Inhibitor Niraparib 

empfohlen (29). Auch Rucaparib steht zukünftig für Patientinnen mit BRCA-Mutation in der 

platinsensiblen Rezidivsituation zur Verfügung (30; 31). Wenn es unter der platinhaltigen 

Rezidivtherapie zum Tumorprogress kommt, sollte eine Monotherapie mit Paclitaxel, 

Topotecan, Gemcitabin oder pegyliertem liposomalen Doxorubicin erfolgen, die mit 
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Bevacizumab kombiniert werden kann. Falls eine Chemotherapie nicht möglich ist, kann eine 

endokrine Therapie erwogen werden (1). 

Neue Therapieansätze zielen bspw. auf die Hemmung der Angiogenese des Tumors ab. So 

inhibiert das Biological Pazopanib, welches bereits in klinischen Phase II/III Studien getestet 

wird, die Angiogenese über die Bindung an zelluläre Rezeptoren für bspw. VEGF, PDGF und 

den Tyrosin-Kinase-Rezeptor c-kit (32; 33). Trabectedin, ein ursprünglich aus Seescheide 

gewonnenes Extrakt, stellt einen weiteren Therapieansatz dar. Dieses Alkaloid interagiert mit 

verschiedenen Transkriptionsfaktoren sowie DNA-bindenden Proteinen und induziert die 

Apoptose und die Degradation von Nukleinsäuren (34). Diese neuen Ansätze erweitern die 

Therapieoptionen des OC, jedoch besteht ihr klinischer Nutzen ausschließlich in einer 

Verlängerung des progressionsfreien Überlebens, während die primäre und sekundäre 

Therapieresistenz weiter ansteigt. Therapieresistenz ist eines der größten Probleme bei der 

Behandlung des OC (35). Dabei wirkt sich neben der zumeist späten Diagnosestellung auch die 

Vielfalt der histo-pathologischen Subtypen auf zellulärer und molekularer Ebene aus. Die 

Erforschung neuer Therapieoptionen ist daher von besonderer Bedeutung, da eine frühzeitige 

Diagnosestellung sowie die Entwicklung alternativer Therapiestrategien die Prognose für OC 

Patientinnen nachhaltig verbessern können. 

 Prognose 

Die Prognose des Ovarialkarzinoms wird, unter Berücksichtigung einer leitliniengerechten 

Therapie, neben dem postoperativen Tumorrest vor allem durch das intraoperativ bestimmte 

Tumorstadium zum Zeitpunkt der Primäroperation determiniert. Die 5-Jahres-Überlebensrate 

des FIGO-Stadium 1 beträgt ca. 80-90 %; im FIGO-Stadium 3 liegt diese lediglich noch bei ca. 

30-40 % (1). Deutlich prognostische Unterschiede zeigen sich zudem zwischen höher 

differenzierten Typ-1 OC und niedrig differenzierten Typ-2 OC. Letztere haben im 

fortgeschrittenen Stadium eine schlechtere Prognose. Diesen Tumor-assoziierten 

Prognosefaktoren gegenüber stehen Patienten-assoziierte und Therapie-assoziierte 

Prognosefaktoren. Zu den Patienten-assoziierten Faktoren zählen das Patientenalter und der 

Performance-Status. Die Therapie-assoziierten Faktoren umfassen die Qualität der 

chirurgischen Intervention sowie die Chemotherapie (7).  

Der Allgemeinzustand, das Alter, das Tumorstadium nach FIGO sowie der postoperative 

Tumorrest stellen unabhängige Prognosefaktoren des OC dar (7). 
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1.1.8 Nachsorge 

Anamneseerhebung, körperliche Untersuchung und vaginale Sonographie sind die 

Kernbereiche des Nachsorgealgorithmus (1). Die Tumormarkerbestimmung und die 

Durchführung bildgebender Diagnostik als Verlaufsparameter ermöglichen es bei einem 

Großteil der asymptomatischen Patientinnen ein Rezidiv zu erkennen, dennoch führt eine 

frühzeitig einsetzende Therapie nicht zu einer Verlängerung des Überlebens (36). Daher soll 

laut der Leitlinie von einer routinemäßigen seriellen Tumormarkerbestimmung abgesehen 

werden (12). Die Patientinnen sollten des Weiteren psychoonkologisch betreut werden. Hier 

spielen v.a. Maßnahmen im Sinne der Rehabilitation und ggf. eine palliative Mitbehandlung 

eine wichtige Rolle (1).  
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1.2 Hitzeschockprotein HSP27 

1.2.1 Hitzeschockproteine 

Die eukaryotische Zellantwort auf Stress beinhaltet die Hochregulierung und Aktivierung von 

Stress-induzierbaren Proteinen, die hauptsächlich zur Familie der Hitzeschockproteine (HSP) 

gehören. HSP konnten erstmalig 1962 von Ferruccio Ritossa in der Fruchtfliege Drosophila 

melanogaster nachgewiesen werden (37) und kommen hochkonserviert im Genom einer 

Vielzahl von Organismen, von Bakterien bis hin zu Säugetieren, vor. Zunächst, aufgrund von 

Hitzeeinwirkung identifiziert, wurden Hitzeschockproteine als molekulare Chaperone 

beschrieben und in 6 Familien gemäß ihrem Molekulargewicht unterteilt: HSP20-30 kDa, 

HSP50-60 kDa, HSP70 kDa (HSP zwischen 68 kDa und 78 kDa), HSP90 kDa und HSP100-110 kDa 

(38). 

Die Funktion von HSP dient grundsätzlich dem Überleben der Zellen. Chemische und 

physikalische Reize wie bspw. oxidativer Stress, Hypoxie und Hitze sowie die Einwirkung von 

Radio- und Chemotherapie induzieren die Expression von HSP (39; 40; 41; 42). In zahlreichen 

Studien konnte zudem nachgewiesen werden, dass sie in maligne entarteten Zellen vermehrt 

exprimiert werden und sie bei der Tumorprogression eine wichtige Rolle einnehmen. Als 

molekulare Chaperone dienen HSP dem Erhalt der Proteinhomöostase, indem sie 

regulatorisch mit Transkriptionsfaktoren, Proteinkinasen und Hormonrezeptoren 

interagieren. ATP-unabhängig regulieren kleine HSP die korrekte Faltung und Stabilisierung, 

die exakte Lokalisation sowie die Aktivität von zellulären Proteinen spezifisch über die Bindung 

an ihre Proteinsubstrate (43; 44; 45). Daher besitzen Hitzeschockproteine zytoprotektive und 

pro-onkogene Eigenschaften und stellen wichtige Faktoren für das Zellüberleben von 

Tumorzellen dar. HSP ermöglichen zusammen mit anderen Mechanismen die gesteigerte 

Proliferationsrate und die Entwicklung von Therapieresistenzen von Karzinomzellen, in denen 

sie häufig überexprimiert sind (46; 47; 48). Damit einhergehend konnte in vivo und in vitro der 

Nachweis für die Wirksamkeit einer HSP-Inhibition in humanen OC Modellen gezeigt werden 

(49; 50). Trotz stetig zunehmender Erkenntnisse über die grundlegenden Funktionen von HSP 

in entarteten Zellen sind bzgl. ihrer Funktion im Kontext der Tumorprogression des OC 

vergleichsweise wenige Daten verfügbar. 
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1.2.2 Hitzeschockprotein HSP27  

Das Hitzeschockprotein 27 (HSP27) gehört zur Gruppe der kleinen HSP (12 – 43 kDa). Die α-

kristalline Domäne bildet das Basiselement von HSP27 und besteht aus 2 β-Faltblattstrukturen 

mit einer essentiellen Bedeutung für die Dimerisierung (51). Der N-Terminus mit der WDPF-

Domäne (Tryptophan - Asparaginsäure - Prolin - Phenylalanin) moduliert die Oligomerisation 

und die Bindung von Substraten, während das C-terminale Ende neben der Löslichkeit auch 

die Chaperone-aktivität und die Oligomerisation steuert (52). Zunächst wurde die 

Anwesenheit von HSP27 als Reaktion auf einen Hitzeschock beschrieben (53). Unter 

oxidativem Stress wirkt HSP27 durch eine Erhöhung der Konzentration von intrazellulärem 

Glutathion und einer Senkung von intrazellulärem Eisen antioxidativ. Dies bewirkt eine 

Reduktion der Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies (54; 55). Die anti-apoptotische 

Wirkung von HSP27 wird durch die Interaktion sowohl mit dem intrinsischen als auch mit dem 

extrinsischen apoptotischen Signalweg realisiert. 

1.2.3 Phosphorylierung von HSP27 

Der Grad der Phosphorylierung bestimmt die Proteinstruktur und damit die Funktion der 

Quartärstrukturen von HSP27. Der Vorgang ist dynamisch und abhängig von zellulären 

Bedingungen. So ist dephosphoryliertes HSP27 unter Ruhebedingungen in große Oligomere 

mit einer Masse von bis zu 700 kDa organisiert (56; 57; 55). Unter Stressbedingungen wird 

HSP27 an den Serinen 15 und 78 von der MAPKAP Kinase 2/3 durch die Aktivierung des MAPK 

P38 Signalweges (58) und am Serin 82 mittels PKD1 phosphoryliert (59; 60; 61; 62). Dies 

bewirkt eine Reorganisation von HSP27 in Di- und Tetramere, welche die Interaktion mit 

anderen Proteinen ermöglichen (63; 64; 55). Die Struktur von HSP27 ist in Abb.1 schematisch 

dargestellt. 

 

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Struktur des Hitzeschockproteins HSP27 
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1.2.4 Zelluläre und molekulare Funktionen von HSP27  

HSP27 ist in eine Vielzahl zellulärer Abläufe involviert wie bspw. dem Zellzyklus mittels 

Interaktion mit p53 (65), der Differenzierung und Ausbildung des Zytoskeletts (66), der 

Regulation der proteasomalen Proteindegradation (67) und der Regulation der Translation 

(68). Auch zahlreiche Interaktionen mit den komplexen Signalwegen der Apoptose konnten 

für HSP27 nachgewiesen werden (69). HSP27 inhibiert Anteile des mitochondrialen 

apoptotischen Signalweges durch Inhibition der Aktivierung von Prokaspase-3 durch 

Hemmung von Cytochrom-C (70) und second mitochondria-derived activator of caspases 

(Smac) (71). Die Wechselwirkung mit der 19S Proteasom-Untereinheit bewirkt einen 

verstärkten Abbau von pro-apoptotischen Faktoren wie Zyklin-abhängiger Kinase Inhibitor 1B 

(p27kip1) und Inhibition von NFκB (IκBα) (72; 67; 73). Weitere Zielstrukturen von HSP27 im 

Sinne der Apoptoseinhibition stellen die pro-apoptotischen Faktoren Proteinkinase B (Akt), 

Bcl-2-associated death promoter (Bad) und die Caspase-9 dar (74; 75; 76). Katsogiannou et al. 

konnten außerdem zeigen, dass HSP27 auch an DNA-Reparatur- und RNA-splicing-

Mechanismen beteiligt ist (77; 78).  

Erhöhte HSP27-Serumspiegel sind assoziiert mit Therapieresistenz und einer reduzierten 

Prognose in zahlreichen malignen Tumoren wie bspw. dem Mamma-, Prostata-, hepato-

zellulären und Magenkarzinom (79; 80; 81; 82; 83; 84)  

1.2.5 Die Bedeutung von HSP in ovariellen Zellen 

HSP27 ist an physiologischen Mechanismen im Ovar wie bspw. der Regulation der 

Follikulogenese und der Hormonhomöostase beteiligt (85; 86; 87; 88). Die hormonelle 

Stimulation der Ovarien induziert die Expression von HSP27 (89; 90). HSP27 ist zudem in die 

Regulation von Apoptosemechanismen im Ovar involviert (91; 92).  

Über die Rolle von HSP27 hinsichtlich der Ätiopathogenese und der Progression des 

Ovarialkarzinoms ist derzeit nur wenig bekannt. Langdon et al. stellten fest, dass die HSP27- 

Konzentration in Gewebeproben aus primären OC positiv mit der Aggressivität und der 

Chemotherapieresistenz der Karzinome korreliert (93). Song et al. zeigten zudem 

experimentell die Bedeutung von HSP27 für die Resistenz von etablierten OC Zelllinien 

gegenüber Paclitaxel. So war die Sensitivität der Zellen auf die Wirkung von Paclitaxel bei einer 

niedrigen HSP27-Konzentration deutlich erhöht, was die Bedeutung von HSP27 für die 

Chemotherapieresistenz von ovarialen Karzinomzellen unterstreicht (50). Auch hinsichtlich 
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einer peritonealen Metastasierung des OC konnte in histologischen Studien gezeigt werden, 

dass eine erhöhte HSP27-Konzentration eine hohe prädiktive Wertigkeit besitzt (94; 95). 

Aufgrund seiner pro-onkogenen Funktion beeinflusst HSP27 das Tumorzellüberleben positiv 

und repräsentiert ein potentielles Ziel einer spezifischen Therapie des OC. 

1.2.6 Sekretiertes HSP27 

HSP27 wird durch einen bislang unbekannten Mechanismus aus Zellen freigesetzt. 

Sekretiertes HSP27 zeigt parakrine Wirkungen in der Mikroumgebung von Tumorgeweben 

(96; 97), bewirkt eine Induktion der Angiogenese und aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-

КB (98; 99; 100). Außerdem hemmt sekretiertes HSP27 die Ausschüttung pro-

inflammatorischer Cytokine, während es die Produktion von anti-inflammatorischen 

Cytokinen begünstigt (101). Die Untersuchung von Blutproben von OC Patientinnen zeigte 

erhöhte Konzentrationen von HSP27- spezifischen Antikörpern im Serum. Dies lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass sekretiertes HSP27 als korrespondierendes Antigen im Serum von 

Tumorpatientinnen, nicht aber von gesunden Menschen, vorhanden ist (102). In einer 

weiteren Studie beobachteten Zhao et al. einen Anstieg der Serumkonzentration von HSP27 

in Blutproben von Patientinnen mit peritoneal metastasiertem OC. Die Autoren postulieren 

daher, dass HSP27 als Indikator für fortgeschrittene Stadien des OC dienen kann. Zudem 

stellte sich heraus, dass HSP27 auch hinsichtlich der Therapiekontrolle von Bedeutung sein 

könnte, da ein Anstieg des Serum-HSP27 mit Therapieversagen und Metastasierung assoziiert 

war (94).  
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1.3 Zielstellung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die HSP27-Sekretion von OC Zellen hinsichtlich 

zukünftiger klinischer Anwendungsmöglichkeiten im Bereich Diagnose und Therapie zu 

untersuchen. Dafür wurde ein Zellkulturmodell etabliert, mit dessen Hilfe Erkenntnisse über 

die Zusammenhänge der intra- und extrazellulären HSP27-Konzentrationen von 3 OC Zelllinien 

mit verschiedenen genetischen Eigenschaften und unterschiedlichen Resistenzen gewonnen 

werden konnten. Folgende Fragestellungen standen dabei im Fokus der Untersuchungen: 

• Können basale intra- und extrazelluläre HSP27-Konzentrationen in den OC Zelllinien 

bestimmt werden? 

• Besteht ein Zusammenhang zwischen diesen Konzentrationen? 

• Existiert ein spezifischer Transportmechanismus, welcher eine aktive Sekretion von 

HSP27 in den extrazellulären Raum ermöglicht? 

• Ist HSP27 aufgrund seiner molekularen Eigenschaften in ovariellen Zelllinien ein 

potentieller Biomarker bzw. ein Therapietarget zur Verbesserung der Diagnostik, 

Prognose und Therapie des Ovarialkarzinoms? 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Materialien 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Gerät/ 

Verbrauchsmaterialien 

Gerätetyp Hersteller 

Abdeckfolie für ELISA 

 

SealPlate®:  676 070 

 

Excel Scientific 

(Victorville, USA) 

Brutschrank function line Function line Heraeus Instruments 

(Hanau) 

CASY Cell counter and 

Analyzer 

Model TT  Roche Diagnostics (Basel, 

Schweiz) 

Einfrierröhrchen Cryo.s™ 2ml Greiner Bio-One GmbH,  

(Frickenhausen)  

ELISA Mikroplatte Clear Microplate R&D Systems,  

(Minneapolis, USA) 

Feinwaage  ABS 120-4 KERN & Sohn (Balingen-

Frommern) 

Filterpapier  Whatman (Dassel) 

Flüssigkeitsreservoir Rotilabo Flüssikeitsreservoir Carl Roth (Karlsruhe) 

Glaspasteurpipette  VWR International 

(Darmstadt) 

Handschuhe Cryo-Gloves® Carl Roth (Karlsruhe) 

Heizblock  QBT 1 CLF Laborgeräte 

(Emersacker) 

Inkubationsbad Inkubations- 

/Inaktivierungsbad 1003  

GFL (Burgwedel) 

Invertierer VWR International 

(Darmstadt) 

 

Kryo-Aufbewahrungsboxen mit Deckel neoLab (Heidelberg) 

Kryo-Einfriergerät Mr. Frosty NALGENE Labware/  
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Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Kühlsystem 

 

Premiere VKS 25046 

MDF-U333 

WKS 3200 

MDF-U53V 

ARPEGE 70 

Premiere 

Hausgerätetechnik,  

(Ascheberg), Sanyo 

(Moriguchi, Japan) 

Liebherr (Bulle, Schweiz), 

Air Liquide (Düsseldorf)  

Kultivierungsflasche 75 cm2 Sarstedt (Nürnbrecht) 

Labor- und  

Hygienetücher 

zetBox© ZVG Zellstoff-Vertiebs 

GmbH (Troisdorf) 

Laborglasflaschen 

 

50 ml, 100 ml, 250 ml, 2000 

ml 

DURAN Group GmbH 

(Wertheim/Main) 

Magnetrührer IKA RH basic 2 VWR International 

(Darmstadt) 

 

Mehrkanalpipette 100 µl, 300 µl Eppendorf (Hamburg) 

Messzylinder 

 

 

100 ml, 500 ml 

Rotilabo®-Messzylinder aus 

PP 

DURAN Group GmbH 

(Wertheim/Main) 

Carl Roth (Karlsruhe) 

Mikroplatten 

Waschgerät 

Asys Atlantis Biochrom Asys 

(Salzburg,Österreich) 

Mikroskop  Nikon TMS Nikon Instruments 

(Düsseldorf) 

Pinzette Pinzette, anatomisch neoLab (Heidelberg) 

Pipetten 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl,  

1000 µl, 5000 µl 

Eppendorf (Hamburg) 

Pipettenspitzen 

10 µl ohne/mit Filter  

100 µl mit Filter  

200 µl ohne Filter 

 

Micro Tips, 

PremiumSafeSeal Tips  

 

Biozym Scientific 

(Hessisch Oldendorf) 
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Pipettierhilfe pipetus®-akku  

 

accu-jet®pro 

Hirschmann Laborgeräte 

GmbH (Eberstadt) 

BRAND GmbH (Wertheim)  

PVDF-Membran  PROTEAN® Whatman (Dassel) 

Reinstwassersystem Synergy Merck KGaA (Darmstadt) 

Rollmischer RS-TR 5 Phoenix Instruments 

(Garbsen) 

Schüttelinkubator Polymax 1040 

 

KS-15 CONTROL 

Heidolph Instruments 

GmbH & Co. KG 

(Schwabach) 

Edmund Bühler GmbH 

(Hechingen)  

SDS-PAGE Zubehör Mini-PROTEAN System Bio-Rad Laboratories 

(München) 

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS9 Thermo Electron 

Corperation (Waltham, 

USA) 

Sterilbank HERA safe Heraeus Instruments 

(Hanau) 

Thermomixer Thermomixer 5437 Eppendorf (Hamburg)  

Thermoschüttler TS-100 BioSan (Riga, Lettland) 

Trans-BlotR  

 

SD semi-dry transfer cell Bio-Rad Laboratories 

(München) 

Vortex Mixer peqTWIST Peqlab (Erlangen) 

Vortex- 

Reagenzglasmischer 

Vortex Mixer neoLab (Heidelberg)  

 

Wasserbad W14 Grant Instruments 

(Cambridge, England) 

Wippschüttler UNITWIST-RT Armin Baack (Schwerin) 

Zählkammer  Neubauer Carl Roth (Karlsruhe) 

96-Well Mikrotiterplatte  F26 MicroWell™ Plate BD Biosciences 
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24-Well Zellkulturplatte 

6-Well Zellkulturplatte 

(Franklin Lakes, USA) 

Zentrifuge Centrifuge 5810 R  

Centrifuge 5415 R 

Rotilabo®-Mini-Zentrifuge 

Eppendorf (Hamburg) 

 

Carl Roth (Karlsruhe) 

2.1.2 Chemikalien und kommerzielle Lösungen 

Chemikalien und Reagenzien Hersteller/ Herstellung 

1,4-Dithiothreitol Carl Roth (Karlsruhe) 

1-Bromo-3-Chloropropan Sigma-Aldrich (Steinheim) 

2-Ethanolsulfonsaure (HEPES) Carl Roth (Karlsruhe) 

2-Mercaptoethanol Carl Roth (Karlsruhe) 

Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth (Karlsruhe) 

Ammoniumpersulfat Carl Roth (Karlsruhe) 

Calciumchlorid Merck (Darmstadt) 

CASYton  Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)  

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega (Madison, USA) 

D(+)-Saccharose Carl Roth (Karlsruhe) 

Desoxycholsaure Natriumsalz Carl Roth (Karlsruhe) 

Dextransulfat-Natrium (Leuconostoc spp.) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth (Karlsruhe) 

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Carl Roth (Karlsruhe) 

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth (Karlsruhe) 

DMSO (Dimethylsulfoxid)  Sigma-Aldrich (München)  

Einfriermedium 70% v/v RPMI 1640 mit Phenolrot 
20% v/v FCS 
10% v/v DMSO 

Essigsäure Carl Roth (Karlsruhe) 

Ethanol Carl Roth (Karlsruhe) 

Ethanol 96 % Universitätsapotheke der Ernst-Moritz-

Arndt-Universität Greifswald  
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Fetales Kälberserum (FCS) Biochrome AG (Berlin) 

Gentamycin Ratiopharm (Ulm) 

Glycerol Carl Roth (Karlsruhe) 

Glycerol-2-Phosphat  Sigma-Aldrich (Steinheim) 

Glycin  Carl Roth (Karlsruhe) 

Händedesinfektion BODE Chemie GmbH (Hamburg)  

Insulin Novo Nordisk (Mainz) 

Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe) 

Kaliumacetat Carl Roth (Karlsruhe) 

Längenstandard für LI-COR Odyssey   LI-COR®Biosciences (Lincoln, USA) 

LipofectamineTM 2000 Invitrogen (Darmstadt) 

Methanol Carl Roth (Karlsruhe) 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (Karlsruhe) 

ortho-Phosphorsaure (H3PO4) Carl Roth (Karlsruhe) 

PBS unsteril Carl Roth (Karlsruhe) 

Phosphatgepufferte 

physiologische Kochsalzlösung (PBS, steril) 

Biochrome AG (Berlin) 

SDS  SERVA Electrophoresis (Heidelberg)  

Trichloressigsäure  Carl Roth (Karlsruhe)  

Tris  Carl Roth (Karlsruhe)  

Trypanblau Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)  

Trypsin EDTA 1x Life Technologies (Carlsbad, USA) 

Tween® 20  Sigma-Aldrich (München)  
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2.1.3 Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung 

10 % SDS  10 % SDS-Pellets  

10x Laufpuffer  192 mM Glycin; 24,8 mM Tris; pH 8,3  

10x PBS  1,37 M NaCl; 26,8 mM KCl; 17,6 mM KH2PO4; 101,1 mM 

Na2PO2 x 2 H2O; pH 7,4  

10x TBS  0,2 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,6  

1x SDS-Laufpuffer  35,75 g Tris; 180 g Glycin; 12,5 g SDS 

1:10 Verdünnung des 10x Laufpuffers mit dd H2O 

5x Proteinladepuffer  156 mM Tris, pH 6,8; 12,5 % β-Mercaptoethanol; 25 % 

Glycerol; 5 % SDS; 0,2 % Bromphenolblau  

Antikörperlösung  5 % BSA; 10 % 10x TBS; 10-3 % Tween 20  

Blockierlösung  10 % Milchpulver in TBST  

CASYton  0,9 % NaCl; 0,02925 % EDTA  

DEPC-behandeltes Wasser  0,1 % DEPC autoklaviert  

1x Lämmli-Puffer 

(DualColorTM) 

45% ddH2O; 50% Lämmli-Puffer; 5% β-Mercaptoethanol 

Sammelgelpuffer  0,5 M Tris, pH 6,8  

TBS-T  50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20 

Transferpuffer  20 % Methanol; 10 % 10x Laufpuffer  

Trenngelpuffer  1,5 M Tris, pH 8,8  

2.1.4 Inhibitoren intrazellulärer Signalwege 

Substanz Hersteller 

Brefeldin A Sigma-Aldrich (München) 

2.1.5 ELISA/ Kits 

Kit Hersteller 

R&D DuoSet ELISA human HSP27 (DY1580) 

Kit 

(R&D, Minneapolis, MN, USA) 
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ELISA   

ELISA Stopplösung 1 molare Schwefelsäure, 2 N 96 % Schwefelsäure + ddH2O 

Reagent Diluent (R&D Puffer) 1 % BSA in PBS (unsteril) 

Streptavidin- 

Meerrettichperoxidase 

 

1:200 in R&D Puffer 

Substrat Substrat A und Substrat B  im Verhältnis 1:1 

Waschpuffer ELISA 0,05% Tween in PBS; 85,95 g PBS Trockensubstanz  

+ 4,5 ml Tween20 + 8,9955 l A.dest 

2.1.6 Antikörper 

Primärantikörper Verbrauchsverdünnung Hersteller 

Anti-HSP27 mouse 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-HSP27 rabbit 1:40000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-β-Actin mouse 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-β-Actin rabbit 1:40000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

 

Sekundärantikörper Verbrauchsverdünnung Hersteller 

Anti-mouse 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-rabbit 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA) 
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2.1.7 Zelllinien 

Zelllinie  Kultivierungsmedium 

Name Herkunft Medium Merkmale Hersteller 

OVCAR-3 Adenokarzinom 

Cisplatin-resistent 

RPMI 1640 10% FCS 

0,125% Gentamycin 

0,1% Insulin 

Cell Lines Service 

(Eppelheim) 

Biochrom (Berlin) 

SK-OV-3 Adenokarzinom 

Cisplatin-resistent 

DMEM/F12  5% FCS 

0,125% Gentamycin 

Cell Lines Service 

(Eppelheim) 

Life Technologies 

(Darmstadt) 

TOV-21G Adenokarzinom MCDB15/ 

Medium 199 

15% FCS 

0,125% Gentamycin 

American Type 

Culture Collection 

(Manassas, VA, 

USA) 

2.1.8 Software 

Programm Verwendung Hersteller 

GraphPad Prism 5.01 Statistische Auswertung GraphPad Software Ins. (San 

Diego/ USA) 

Microsoft Excel 2013 Datenverarbeitung Microsoft Co 

(Unterschleißheim)  

Microsoft PowerPoint 2013 Bildbearbeitung Microsoft Co 

(Unterschleißheim) 

Microsoft Word 2013 Textverarbeitung Microsoft Co,  

(Unterschleißheim) 

Odyssey® 3.0  

Application Software 

Datenverarbeitung LI-COR® Biosciences 

(Lincoln, USA) 

SPSS Statistics 23 Statistische Auswertung  IBM (Armonk, USA) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die humanen OC Zelllinien OVCAR-3 und SK-OV-3 

(Eppelheim, Deutschland) sowie TOV-21G (American Type Culture Collection, Manassas, USA) 

verwendet. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen und mit sterilen 

Reagenzien durchgeführt. 

 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Die Zellen wurden zunächst mit Trypsin behandelt, in Vollmedium suspendiert und bei 1000 

rcf für 5 min zentrifugiert. Das Zellsediment konnte nun mit 3 ml Einfriermedium suspendiert 

werden. Im Anschluss wurde die Zellzahl mittels Casy TT Cell Counter ermittelt. Die Zellen 

wurden in Isopropanol in einem Verhältnis von 1,2 x 106 Zellen pro Tiefkühlbehälter dauerhaft 

bei -80°C gelagert.  

Zur Kultivierung von Zellen wurde ein Teil der in den Tiefkühlbehältern enthaltenen Zellen bei 

37 °C aufgetaut. Nachdem die Zellen resuspendiert und in 3 ml Vollmedium gegeben wurden, 

folgten die Zentrifugation für 5 min bei 3000 U/min, das Verwerfen des Überstandes und das 

erneute Resuspendieren der Zellen in 3 ml Vollmedium. Diese Zellsuspension wurde 

anschließend in einer 75 cm²-Gewebekulturflasche mit 10 ml Vollmedium ausgesät und bei 

37°C und einem CO2-Gehalt von 5% kultiviert. Bei 90% Konfluenz nach ca. 72 – 96 h wurden 

die Zellen mit frischem Vollmedium umgesetzt. 

 Kultivieren und Passagieren von Zellen 

Die humanen Zelllinien OVCAR-3 und SK-OV-3 wurden in RPMI 1640 Kulturmedium unter 

Zusatz von 10% FCS, 0,125% Gentamycin und 0,1% Insulin sowie in DMEM/F12 Kulturmedium 

unter Zusatz von 5% FCS und 0,125% Gentamycin kultiviert. TOV-21G wurde in MCDB15 

Kulturmedium sowie 15% FCS und 0,125% Gentamycin kultiviert. 

2 Mal wöchentlich erfolgte das Passagieren der Zellen. Das Vollmedium wurde zunächst 

vollständig abgekippt und der Zellrasen mit 2 ml PBS gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS 

wurden die Zellen für 2 min mit 2 ml Trypsinlösung vom Boden der Kulturflasche gelöst. 

Anschließend wurde das Zell-Trypsin-Gemisch mit einer Stopplösung (9 ml PBS und 1 ml FCS) 

resuspendiert und 3 min bei 300 U/min zentrifugiert. Nach anschließendem Verwerfen des 
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Überstandes und erneuter Resuspension des Zellpellets mit 1 ml Vollmedium, wurden 

Aliquots entsprechend der Zelllinie aus der Suspension entnommen und nach Zählung mittels 

Neubauer-Zählkammer zu 3 bzw. 2 Millionen Zellen pro Kulturflasche mit 10 ml Vollmedium 

ausgesät. Für die Experimente, die der Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit dienten, 

wurden die Zellen maximal bis zur Passage 28 genutzt.  

 Bestimmung der Zellzahl mittels CASY Modell TT System (Roche) 

Die Bestimmung der absoluten Zellzahl und des Zellvolumens erfolgte unter Verwendung des 

CASY Modell TT Systems (Roche). Biologische Membranen können als elektrische Isolatoren 

charakterisiert werden. Auf dieser Eigenschaft basiert das Messprinzip des Systems. Dabei 

werden spezifische Änderungen des elektrischen Widerstandes gemessen. Aufgrund 

unterschiedlicher Isolationseigenschaften ist es möglich, Zelltrümmer von abgestorbenen 

Zellen und Zellaggregaten abzugrenzen.   

Die Zellen wurden zunächst im 6-Well-Maßstab ausgesät. Nun wurden 500 µl des 

Kulturmediums abpipettiert und für folgende ELISA-Messungen eingefroren. Der restliche 

Überstand wurde abpipettiert und verworfen. Nachdem die Zellen mit 500 µl Trypsinlösung 

von der Grundfläche gelöst, resuspendiert und in ein 2 ml E-Cup gefüllt wurden, erfolgte die 

Reinigung des Wells mit 1500 µl PBS, welches zur Zellsuspension in das E-Cup gegeben wurde. 

200 µl dieser Lösung wurden nun für die CASY-Messung separiert. 100 μl dieser Zellsuspension 

wurden mit 10 ml CASYton vermischt und im CASY Modell TT System gemessen. Die restlichen 

1800 µl der Zellsuspension wurden bei 4°C für 5 min mit 5000 U/min zentrifugiert und für die 

Proteinbestimmung aufbereitet.  

 Transiente Transfektion 

Die Transfektion ermöglicht das Einbringen fremder DNA in eukaryotische Zellen. Mit Hilfe 

von Vektorsystemen, welche spezifische genetische Informationen enthalten, können DNA-

Sequenzen in Zellen eingebracht werden, die für bestimmte Proteine kodieren. Demnach kann 

die Expression von Proteinen in Zellen künstlich reguliert werden. Bei der transienten 

Transfektion wird im Gegensatz zur stabilen Transfektion die Plasmid-DNA nicht in das Genom 

der Zelle eingebaut und direkt transkribiert, weshalb die Effekte aufgrund zellulärer 

Abbauprozesse von Fremd-DNA zeitlich begrenzt sind (103).  
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Für die Transfektion wurden die Zellen im 6-Well-Format ausgesät und für 24 h bei 37°C und 

5% CO2 kultiviert. Vor der Transfektion wurde das Vollmedium durch ein 

Transfektionsmedium ersetzt. Als Verpackungssubstanz für den Transport der Plasmid-DNA 

durch die Zellmembran diente LipofectamineTM 2000. Das Verhältnis von DNA zu 

Lipofectamine sollte 1 : 1,5 betragen. Um 3 µg des DNA- Vektors phHSP27 in jedes Well 

einzubringen, wurden 4,5 µl Lipofectamine hinzugefügt. Zunächst wurden DNA und 

Lipofectamine mit je 500 µl Transfektionsmedium vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach 

der Herstellung eines Mastermixes aus beiden Suspensionen und der Inkubation für 20 min 

bei RT, wurde 1 ml DNA-LipofectamineTM 2000- Gemisch in jedes Well gegeben und die 

Oberfläche vollständig benetzt.  

 Hitzeschock 

24 h vor dem Beginn des Hitzeschocks wurden die Zellen geerntet, mit einer Dichte von 1,5 x 

105 Zellen pro Well auf einer 6-Well-Kulturplatte ausgesät und bei 37°C bei einem CO2-Gehalt 

von 5% inkubiert. Versuchsprotokoll 1 beschrieb einen Zyklus. Hier wurde die 

Versuchspopulation zunächst für 24 h bei 39°C, dann für 24 h bei 37°C und abschließend für 

24 h bei 39°C febrilen Temperaturen ausgesetzt. Die Kontrollzellen wurden für 72 h bei 37°C 

inkubiert. Versuchsprotokoll 2 beschrieb eine kurzzeitige Inkubation der Zellen für 4 h bei 

39°C. Die Kontrollzellen wurden für 4 h bei 37°C inkubiert. 

 Inhibition des ER- spezifischen Proteintransportes 

Das Pilzmetabolit Brefeldin A (BFA) hemmt den anterograden Transport vom 

endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat gegenläufig (104; 105). Es konnte 

zunächst als Antibiotikum isoliert werden (106). Vorrangig wird es jedoch in der Forschung 

eingesetzt, um den intrazellulären Proteintransport zu studieren. BFA bewirkt eine 

Akkumulation der Proteine im ER und den Untergang der Golgi-Zysternen. Außerdem kann 

BFA die Proteinsekretion inhibieren (107) und bei längerer Einwirkdauer Apoptose induzieren 

(108). Dabei hemmt BFA hauptsächlich den ADP- ribosylation factors (ARF), welcher die 

Wechselwirkungen von COP-I mit der Golgimembran steuert (109; 110). 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 3 x 105
 im 6-well Format ausgesät. Nach 24 stündiger 

Inkubation wurde BFA, in Ethanol gelöst, mit einer Konzentration von 80 nM jedem Well 

hinzugegeben. Die Zellen wurden anschließend nach Inkubation bei 37°C und einem CO2-
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Gehalt von 5% nach 5 h, 24 h, 48 h und 72 h geerntet. Ein Aliquot des Zelllysates wurde für die 

Western Blot-Analyse zur Bestimmung der intrazellulären HSP27-Konzentration verwendet. 

Von einem weiteren Aliquot konnte mittels Casy TT cell counter system die Zellzahl jedes Wells 

zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt werden. 1 ml vom Überstand des Kulturmediums 

wurde abpipettiert und bei 1,5 rcf zentrifugiert, um tote Zellen aus der Suspension zu 

entfernen. Anschließend wurden 600 µl des Überstandes für die Bestimmung der 

extrazellulären HSP27-Konzentration mittels ELISA genutzt. 

2.2.2 Biochemische Methoden 

 Proteinisolierung 

Die Extraktion von Gesamtprotein aus den Zellen und die SDS-PAGE erfolgte nach der Lämmli-

Methode. Für die Proteinisolation standen 1800 µl Zellsuspension aus jedem Well zur 

Verfügung. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet mit 150 µl 

Lämmli-Puffer resuspendiert und das entstandene Zelllysat anschließend 5 min im 

Thermoschüttler bei 95°C weiter inkubiert. Die Proteinlösung wurde bei -20°C eingefroren. 

 SDS-PAGE 

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes und ihrer Ladung 

erfolgte durch die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dies 

wurde in der Elektrophorese-Apparatur Mini-PROTEAN 3 Tetra Cell Sytem (Biorad) 

durchgeführt. Bei der verwendeten Gelmatrix handelte es sich um Mini-PROTEAN TGX Precast 

Gele (Biorad). Proteinlysate wurden mit SDS-Puffer gemischt und für 5 Minuten bei 95°C im 

Thermoschüttler denaturiert, auf Eis gelagert und zentrifugiert. Das enthaltene β-

Mercaptoethanol diente der Reduzierung der Disulfidbrücken, welche zur Ausbildung von 

Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine notwendig sind. Durch die Anlagerung des 

Sodiumdodecylsulfates an die Primärstrukturen entstand eine konstant negative Nettoladung 

pro Masseneinheit. Daher wanderten diese nach Anlegen einer Spannung der Anode 

entgegen und lagerten sich entsprechend ihrer Größe im Trenngel ab.  Die Proben wurden zu 

je 20 µl in die Taschen des Gels pipettiert. Als Längenstandard wurden 1,5 µl LI-COR Odyssey 

mitgeführt und zuvor identisch behandelt. Für das Einlaufen der Proben ins Sammelgel 

wurden 15 min 100 V und anschließend 60 min 200 V angelegt. 
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 Western Blot 

Der Western Blot ermöglichte die Überführung der Proteine auf eine Trägermembran. Nach 

der Inkubation mit einem Primärantikörper, welcher das Protein HSP27 auf der Membran 

bindet, kann ein Sekundärantikörper spezies-spezifisch den Fc-Teil des Primärantikörpers 

binden. Mit Hilfe des Prinzips der Chemolumineszenz kann anschließend ein Lichtsignal 

detektiert werden. Dabei verstärkt die mehrfache Bindung des Sekundär- am 

Primärantikörper das Signal. 

Die Proteine wurden mittels Semi-Dry-Methode mit dem Trans Blot Turbo System (Biorad) 

von dem Trenngel auf eine PVDF-Membran 30 Minuten bei 15 Volt transferiert. Die Membran 

wurde zuvor für 15 Sekunden in Methanol aktiviert, dann für 2 min in dd H2O gegeben und 

anschließend in Laufpuffer äquilibriert. Die in Transferpuffer eingelegten Whatman-  

Filterpapier umschlossen beidseits in jeweils drei Lagen die PVDF-Membran und das darauf 

liegende Gel. Anschließend wurde die Membran für 1 h bei RT mit 5 ml Blockierlösung auf 

dem Rollmixer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Einem 5 minütigen 

Waschschritt mit TBS-T auf dem Rollmixer, folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper 

über Nacht bei 4°C. Nach 3 erneuten Waschschritten erfolgte die Inkubation der Membran 

mit dem Sekundärantikörper sowie weitere 3 Waschschritte lichtgeschützt, um ungebundene 

Antikörper zu entfernen und keine Chemolumineszenz auszulösen.  

 Immundetektion 

Die Signale der markierten Proteinbanden wurden mit dem LI-COR Odyssey Infrared Imager 

System digital mittels Chemolumineszenz bei Wellenlängen von 680 nm (β-Aktin) und 800 nm 

(HSP27) detektiert und anschließend mit der Software Image Lab™ Version 3.0 quantifiziert 

und dokumentiert. Die relative HSP27-Proteinkonzentration wurde gegen β-Aktin normalisiert 

und als Verhältnis zur Ladekontrolle graphisch dargestellt. 

 Aufbewahrung der Membran 

Die Membranen wurden zwischen zwei Filterpapieren getrocknet und anschließend zur 

Aufbewahrung in einer Klarsichtfolie lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
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2.2.3 Immunhistochemische Färbungen 

 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Die Konzentrationsbestimmung von Biomolekülen erfordert ein Messverfahren, das sich 

durch eine hohe Sensitivität auszeichnet. Das ELISA-Verfahren basiert auf dem Prinzip der 

Antigen-Antikörper-Reaktion, wobei der Antikörper spezifisch mit dem Paratop ein Epitop des 

Antigens bindet. Das „Sandwich“-ELISA, bei dem der Analyt zwischen zwei antigenspezifischen 

Antikörpern gebunden ist, stellte im Rahmen dieser Arbeit die Methode der Wahl dar. 

Für die Analyse der HSP27-Konzentration im Zellkulturmodell wurde das R&D DuoSet ELISA 

human HSP27 (DY1580) Kit entsprechend der Herstellerangaben verwendet. 

In Vorbereitung der Messung wurde im Zellkulturexperiment 500 µl des Überstandes jedes 

Wells abgenommen und bei 1500 U/min für 1 min bei 4°C zentrifugiert. 250 µl des 

Überstandes wurden anschließend abpipettiert und bei -80°C eingefroren. Die verwendeten 

Lösungen und Reagenzien sowie die Komponenten des ELISA-Kits sind in Tabelle 2 und Tabelle 

3 dargestellt. 

Tabelle 2 Lösungen und Reagenzien 

Reagenz  Zusammensetzung 

Waschpuffer 0,05% Tween in PBS 

Reagent Diluent 1% BSA in PBS 

Stopp-Lösung 2N Schwefelsäure H2SO4  

Reagenz A 120 mg TMB gelöst in 5 ml Aceton und 45 

ml Ethanol; 100 µl H2O2 (30 %ig) 

Reagenz B 30 mM Kaliumcitrat; pH-Wert mittles KOH 

auf 4,1 eingestellt. 

Substrat 1:1 Mischung aus Reagenz A und Reagenz B  
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Tabelle 3 Komponenten des ELISA-Kits 

 Stammlösung  Arbeitslösung 

Capture Antibody Lyophylisat in 1ml PBS lösen,  

aliquotiert (je 100 µl) bei  

-80 °C aufbewahren 

Stammlösung mit PBS 1:180 

verdünnen 

Detection Antibody  Lyophylisat in Reagent Diluent 

lösen, aliquotiert (je 100 µl) bei  

-80 °C aufbewahren 

Stammlösung mit  

Reagent Diluent 1:180 

verdünnen 

Standard  Lyophylisat in 500 µl Reagent 

Diluent lösen, aliquotiert (je 50 µl) 

bei  

-80 °C aufbewahren 

Stammlösung mit  

Reagent Diluent verdünnen 

Streptavidin-HRP  bei 4 °C aufbewahren  

(50 µl-Aliquots) 

Stammlösung mit Reagent 

Diluent 1:200 verdünnen 

 

Zunächst wurden in jedes Well 100 µl der Capture Antibody working solution pipettiert und 

diese über Nacht bei RT inkubiert. Nach 3 Waschgängen mit dem Waschpuffer wurden je 200 

µl Reagent Diluent in jedes Well gegeben und 1 h bei RT inkubiert, um unspezifische 

Bindungsstellen an den Proteinen zu blockieren.  Nach dem Entfernen des Puffers mit 

weiteren 3 Waschdurchgängen konnten die Proben, welche zuvor langsam aus der Kühlung 

aufgetaut wurden, zusammen mit der Standardreihe aufgetragen werden. Die folgende 

zweistündige Inkubation bei RT ermöglichte die Ausbildung spezifischer Bindungen zwischen 

dem Capture antibody und Antigen. Dabei wurden je 100 µl der Probe bzw. des Standards in 

jedes Well pipettiert. Anschließenden 3 Waschdurchgängen folgten das Pipettieren von 100 

µl Detection Antibody working solution sowie 3 weitere Waschdurchgänge. Der Nachweis der 

spezifischen Antigen-Antikörperbindung gelang im Folgenden mit Hilfe des kolorimetrisch 

detektierbaren Substrates 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB), das durch das Enzym 

Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (S-HRP) umgesetzt wurde. Dabei bindet das Streptavidin 

nicht-kovalent an das Biotin des Detektionsantikörpers, sodass die Reaktion hochsensitiv an 

den spezifischen Antigen-Antikörperkomplexen stattfindet. Die S-HRP working solution wurde 

zu je 100 µl in jedes Well pipettiert und lichtgeschützt für 20 min bei RT inkubiert. 3 weitere 

Waschdurchgänge folgten vor der Zugabe von je 100 µl des Substrates in jedes Well. Die 
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anschließende lichtgeschützte Inkubation bei RT wurde ca. 10 bis 20 min durchgeführt bis ein 

blauer Farbumschlag erkennbar war. Der Farbumschlag beruht auf der Oxidation des zunächst 

farblosen Chromogens TMB. Die Reaktion wurde mit je 50 µl Stopplösung pro Well 

abgestoppt, wobei ein gelber Farbumschlag zu beobachten war. Die Messung der 

Lichtabsorption erfolgte mit dem Mikroplattenfluorometer BMG FLUOstar OPTIMA 

Microplate Reader bei 450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 620 nm. Aus der Intensität 

der Lichtabsorption des Substratumsatzes konnte anschließend die Antigenkonzentration mit 

einer Standardreihe ermittelt werden.  

2.2.4 Statistik 

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der Software SPSS 13.0 sowie Microsoft Excel 2013 

durchgeführt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert ± 

Standardabweichung normiert auf die Kontrolle (Co=1,0) nach Durchführung von mindestens 

3 unabhängigen Versuchen für jedes Experiment mit der Software Graph Pad Prism 5.01. Für 

die statistische Auswertung wurde der Student‘s t-Test verwendet. Statistische signifikante 

Unterschiede wurden mit p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01(**) und p ≤ 0,001 (***) angegeben. 
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3 ERGEBNISSE 

HSP27 ist ein Protein, dessen intrazelluläre Eigenschaften für eine Reihe von unterschiedlichen 

Zellarten bereits ausführlich beschrieben wurden. Es ist überwiegend im Zytoplasma 

lokalisiert und hauptsächlich an Tumorprogression und Therapieresistenzmechanismen 

beteiligt. Zudem wurde sekretiertes HSP27, neben weiteren Hitzeschockproteinen, auch 

extrazellulär identifiziert (111). Die HSP27-Sekretion wurde bereits von Zhao et al. und Olejek 

et al. beschrieben (102; 94). Dennoch sind weitere Untersuchungen notwendig, um die 

zellulären Zusammenhänge darstellen zu können, welche für die Sekretion von HSP27 sowie 

alle dazugehörige Effekte auf die Tumormikroumgebung von Bedeutung sind. 

3.1 Die HSP27-Expression und -Sekretion in OC Zelllinien variiert 

Zur Charakterisierung der HSP27-Expression in malignen Zellen ovariellen Ursprungs, wurde 

zunächst ein in vitro Zellkulturmodell mit den Zelllinien OVCAR-3, TOV-21G und SK-OV-3 

etabliert und die basalen intrazellulären HSP27-Proteinkonzentrationen indirekt mittels 

Western Blot bestimmt. Relativ zum -Aktinsignal, welches als Referenz für ein stabil und hoch 

exprimiertes Protein fungierte, ergaben sich für HSP27 relative Werte von 1,82 ± 0,28 (OVCAR-

3), 0,17 ± 0,05 (TOV-21G), 2,71 ± 0,80 (SK-OV-3). Dabei zeigte sich eine hohe Variabilität 

zwischen den Zelllinien. Der intrazelluläre HSP27-Spiegel von SK-OV-3 (HSP27/β-Aktin: 2,71 ± 

0,80) lag nur geringfügig über dem von OVCAR-3 (HSP27/β-Aktin: 1,82 ± 0,28; p=0,1425). Die 

intrazelluläre HSP27-Konzentration der Zelllinie TOV-21G (HSP27/β-Aktin: 0,17 ± 0,05) lag 

signifikant unterhalb derer von SK-OV-3 (HSP27/β-Aktin: 2,71 ± 0,80; p=0,0053) und OVCAR-3 

(HSP27/β-Aktin: 1,82 ± 0,28; p=0,0006) (Abb. 2A und 2C). 

Neben dem Unterschied in der intrazellulären HSP27-Expression der Zelllinien zeigte sich auch 

ein deutlicher Unterschied bzgl. der HSP27-Sekretion (Abb. 2B). Die extrazelluläre HSP27- 

Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. So konnte im Überstand des Kulturmediums der 

TOV-21G Zellen (259,5 ± 261,1 pg/ml) eine niedrigere Konzentration im Vergleich zu SK-OV-3 

(322,5 ± 0,9 pg/ml; p=0,7655) und OVCAR-3 (1004,9 ± 137,4 pg/m; p=0,0701) bestimmt 

werden. Eine signifikant höhere Konzentration von sekretiertem HSP27 zeigte der Vergleich 

von OVCAR-3 im Vergleich zu SK-OV-3 (p=0,0197).  

Sowohl die intrazelluläre HSP27-Konzentration als Maß der Expression, als auch die 

extrazelluläre HSP27-Konzentration als Maß der Sekretion zeigten sich in allen 3 Zelllinien 

individuell unterschiedlich. Dennoch konnte eine Assoziation zwischen der intra- und 
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extrazellulären HSP27-Konzentration innerhalb der jeweiligen Zelllinien festgestellt werden. 

Dies legt die Vermutung nahe, dass die extrazelluläre HSP27-Konzentration von der 

intrazellulären abhängig ist.  

Bei OVCAR-3 und SK-OV-3 handelt es sich um cisplatin-resistente Zelllinien, während TOV-21G 

Zellen von einem unbehandelten Primärtumor abstammen. Die intrazelluläre HSP27- 

Proteinmenge war in cisplatin-resistenten Zelllinien erhöht und HSP27 wurde vermehrt 

sekretiert. 
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Abbildung 2 Basalexpression und -sekretion von HSP27 der Zelllinien OVCAR-3, SK-OV-3 

und TOV-21G  

(A) OVCAR-3, TOV-21G und SK-OV-3 Zellen wurden kultiviert. Die relativen intrazellulären HSP27- 

Konzentrationen wurde mittels Western Blotting zu den angegebenen Zeitpunkten analysiert. Die Signale der 

intrazellulären HSP27-Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. (B) Die Konzentration von 

sekretiertem HSP27 im Zellkulturüberstand von OVCAR-3, TOV-21G und SK-OV-3 Zellen wurde mittels ELISA 

zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten 

wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression dargestellt, mit 

p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). (C) Die gezeigten Blots stehen repräsentativ für mindestens 3 

unabhängig durchgeführte Experimente.  
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3.2 Die HSP27-Expression ist durch Stress induzierbar und führt zu vermehrter 

HSP27-Sekretion 

3.2.1 Signifikanter Anstieg der HSP27-Expression und -Sekretion nach Hitzeschock 

Um den Zusammenhang zwischen intrazellulärer HSP27-Proteinmenge und sekretierter, 

extrazellulärer HSP27-Konzentration zu untersuchen, wurde zunächst die endogene HSP27- 

Überexpression mit Hilfe eines Hitzeschocks induziert. 

Ein Hitzeschock-Zyklus von 72 h (39°C/37°C/39°C für jeweils 24 h) sowie ein Hitzeschock von 

4 h bei konstanten 39°C wurden durchgeführt und die Proteinkonzentrationen mittels 

Western Blot (Abb.3A und 3C) sowie ELISA (Abb.3B) bestimmt. In beiden Versuchsaufbauten 

stieg die HSP27-Konzentration signifikant (Zyklus: 2,10 ± 0,72, p = 0,0037; 4 h: 1,71 ± 0,61, p = 

0,0315) im Vergleich zur Kontrolle (Inkubation bei 37°C) an. Wie in den Abb. 3A und 3C 

ersichtlich, ging eine erhöhte intrazellulare HSP27-Konzentration durch den Hitzeschock-

Zyklus mit einer signifikant erhöhten HSP27-Sekretion (Zyklus: 1,80 ± 0,42, p = 0,0001) einher. 

Der 4 h Versuch bewirkte dagegen keine Veränderung der HSP27-Sekretion (4 h: 0,99 ± 0,12, 

p = 0,8258).  

Anhaltender Stress erhöht die HSP27-Expression und HSP27-Sekretion. Die Expression ist auch 

bei kurzzeitigem Stress signifikant erhöht, d.h. die Transkription des hsp27-Gens und die 

Translation des HSP27-Proteins finden bereits innerhalb von 4 h statt. Diese Zeitspanne ist 

jedoch für die HSP27-Sekretion noch nicht ausreichend. Erst wiederholte und langanhaltende 

Stressbedingungen führen zur Freisetzung von HSP27.  
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Abbildung 3 Intrazelluläre Expression und Sekretion von HSP27 der durch Hitzeschock 

induzierten Überexpression von HSP27 in SK-OV-3 über 72h 

SK-OV-3 Zellen wurden im Hitzeschock-Zyklus für 72 h (39°C/37°C/39°C) sowie für 4 h Versuch bei konstanten 

39°C inkubiert. Die Kontrolle bildeten Zellen, die bei 37°C für 72 h inkubiert wurden. Die intrazellulären 

Proteinkonzentrationen wurden mittels Western blotting (A und C) bestimmt. Die Signale der intrazellulären 

HSP27-Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. Das sekretierte HSP27 aus dem 

Zellkulturüberstand wurde mittels ELISA (B) bestimmt. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen 

Experimenten wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression 

dargestellt, normiert auf die Kontrolle=1,0 mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***).  (C) Die gezeigten 

Blots stehen repräsentativ für mindestens 3 unabhängig durchgeführte Experimente. 
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3.2.2 Erhöhte HSP27-Sekretion durch Überexpression von intrazellulärem HSP27  

Um den Zusammenhang zwischen der HSP27-Expression und -Sekretion genauer zu 

untersuchen, wurde in OVCAR-3 und TOV-21G-Zellen HSP27 überexprimiert.  

Dafür wurden die Zellen mit dem Plasmid pHSP27 transfiziert. Die intrazellulären HSP27- 

Konzentrationen in OVCAR-3 und TOV-21G Zellen (Abb. 4A und 4B) wurden mittels Western 

Blot bestimmt und zeigten nach 24 h, 48 h und 72 h eine signifikante Erhöhung im Vergleich 

zu den Kontrollen, die mit dem Plasmid pcDNA3.1 transfiziert wurden (OVCAR-3: 24 h: 3,12 ± 

1,38, p = 0,0131; 48 h: 3,50 ± 2,90, p = 0,0203; 72 h: 1,68 ± 0,48, p = 0,0041; TOV-21G: 24 h: 

1,77 ± 0,42; p = 0,0035; 48 h: 2,43 ± 1,64 p = 0,0429; 72 h: 2,52 ± 1,41, p = 0,0159). Bereits 

nach 24 h war ein deutlicher Anstieg der Proteinmenge im Western Blot bei beiden Zelllinien 

nachweisbar.  Maximal konnte die HSP27-Proteinmenge in den Zellen um das 3,5- (OVCAR-3) 

bzw. 2,5-fache (TOV-21G) gesteigert werden.  

Auf extrazellulärer Ebene zeigte die HSP27-Bestimmung des sekretierten HSP27 aus dem 

Zellkulturüberstand mittels ELISA in OVCAR-3 Zellen erhöhte Werte innerhalb von 24 h und  

48 h (24 h: 1,25 ± 0,58, p = 0,3625; 48 h: 1,68 ± 0,95, p = 0,1506). Statistisch signifikant erhöht 

stellte sich hier die HSP27-Konzentration nach 72 h im Vergleich zur Kontrolle dar (72 h: 2,38 

± 1,28, p = 0,0418) (Abb. 4E). Die Analyse der extrazellulären HSP27-Proteinkonzentration von 

TOV-21G ergab signifikant erhöhte Werte zu allen 3 Messzeiten im Vergleich zur Kontrolle (24 

h: 1,70 ± 0,47; p = 0,0098; 48 h: 3,51 ± 1,68 p = 0,0104; 72 h: 4,63 ± 3,34, p = 0,0413) (Abb. 

4F). Die erhöhte Expression von HSP27 führte demnach auch in beiden Zelllinien zu erhöhten 

extrazellulären Konzentrationen von HSP27. Bei den TOV-21G Zellen, die eine deutlich 

geringere basale HSP27-Expression und -Sekretion aufwiesen, war der Anstieg an 

extrazellulärem HSP27 bereits nach 24 h signifikant, wohingegen die HSP27-Überexpression 

auf die OVCAR-3 Zellen, die eine deutlich höhere basale Expression und Sekretion aufwiesen, 

insgesamt einen geringen Effekt hatte.  
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Abbildung 4 Intrazelluläre Expression und Sekretion der gentechnisch induzierten 

Überexpression von HSP27 in OVCAR-3 und TOV-21G 
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(A,B) OVCAR-3 und TOV-21G Zellen wurden mit 3,0 µg pHSP27 transfiziert, über 72 h inkubiert und nach 

jeweils 24 h geerntet. Die Kontrollen wurden mit dem pcDNA3.1 Leervektor transfiziert. Die relativen 

intrazellulären HSP27-Konzentrationen wurde mittels Western Blotting zu den angegebenen Zeitpunkten 

analysiert. Die Signale der intrazellulären HSP27-Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. (E,F) Die 

Konzentration von sekretiertem HSP27 im Zellkulturüberstand von OVCAR-3 Zellen wurde mittels ELISA zu den 

angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten wurden 

mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression dargestellt, normiert auf 

die Kontrolle (pcDNA3.1=1,0), mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). (C,D) Die gezeigten Blots stehen 

repräsentativ für mindestens 3 unabhängig durchgeführte Experimente.  

 

3.3 Die Hemmung des ER- abhängigen Sekretionsweges hat keinen Einfluss auf 

die HSP27-Sekretion  

Um den Mechanismus zu untersuchen, dem die HSP27-Freisetzung aus OC Zellen unterliegt, 

wurde in OVCAR-3, SK-OV-3 und TOV-21G Zellen durch die Inkubation mit 80 nM BFA der 

anterograde Proteintransport vom ER zum Golgi-Apparat und damit der ER-abhängige 

Sekretionsweg gehemmt.  

Der Transport durch das ER und den Golgi-Apparat stellt den wichtigsten intrazellulären 

Mechanismus zur Sekretion von Proteinen eukaryoter Zellen dar (112; 113). BFA hemmt den 

anterograden Proteintransport vom ER zum Golgi- Apparat und bewirkt eine Akkumulation 

der Proteine im ER und den Untergang der Golgi-Zysternen (104; 105). Interleukin 6 (IL-6) 

diente bei diesem Versuch als Positivkontrolle für die Wirksamkeit von BFA und die Hemmung 

der ER-abhängigen Sekretion, da die IL-6-Sekretion ER-abhängig ist (125). Die IL-6-Sekretion in 

OCVAR-3 Zellen war, im Vergleich zu den mit BFA behandelten Zellen über einen Zeitraum von 

48 h, signifikant vermindert (5 h: 0,53 ± 0,29, p=0,0497; 24 h: 0,73 ± 0,16, p = 0,0056; 48 h: 

0,76 ± 0,18, p = 0,0086) (Abb. 5). In SK-OV-3 Zellen hingegen wurde die IL-6-Sekretion nach 5 

h blockiert (0,48 ± 0,19, p < 0,0001) und steigerte sich anschließend signifikant nach 24- bzw. 

48-stündiger Inkubation (24 h: 1,28 ± 0,19, p = 0,0278; 48 h: 1,65 ± 0,32, p = 0,0065) (Abb. 6). 

Die Analyse der TOV-21G Zellen zeigte eine Blockierung der IL-6-Sekretion nach 5 h, gefolgt 

von einem Anstieg nach 24 h und einem erneuten Abfall nach 48 h (5 h: 0,99 ± 00,17, p = 

0,9251; 24 h: 1,15 ± 0,17, p = 0,0575; 48 h: 0,89 ± 0,14, p = 0,0695) (Abb. 7). Mit Ausnahme 

der HSP27-Konzentration der OVCAR-3 Zelllinie nach 5 h hatte die Inkubation mit BFA keinen 

Einfluss auf die intrazellulären HSP27-Konzentrationen weder in OVCAR-3 Zellen (5 h: 1,30 ± 
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0,20, p = 0,0048; 24 h: 0,97 ± 0,21, p = 0,7389; 48 h: 1,00 ± 0,19, p = 0,9567) (Abb. 5), noch in 

SK-OV-3 Zellen (5 h: 1,02 ± 0,08, p = 0,6342; 24 h: 1,09 ± 0,77, p = 0,7599; 48 h: 0,98 ± 0,26, p 

= 0,8327) (Abb. 6) und TOV-21G Zellen (5 h: 0,91 ± 0,19, p = 0,2765; 24 h: 0,75 ± 0,44, p = 

0,1926; 48 h: 0,85 ± 0,40, p = 0,3440)(Abb. 7). ELISA-Analysen der Zellkulturüberstände der 

mit BFA behandelten Zellen ergaben keine Erhöhung des sekretierten HSP27 in allen 3 

Zelllinien (OVCAR-3; 5 h: 0,92 ± 0,54, p = 0,7686; 24 h: 0,97 ± 0,39, p = 0,9141; 48 h: 0,98 ± 

0,34, p = 0,9013; SK-OV-3; 5 h: 0,95 ± 0,57, p = 0,8097; 24 h: 0,98 ± 0,68, p = 0,9534; 48 h: 1,45 

± 0,47, p = 0,1040; TOV-21G; 5 h: 2,36 ± 2,81, p = 0,2626; 24 h: 1,77 ± 1,84, p = 0,3279; 48 h: 

3,54 ± 4,06, p = 0,1558) im Vergleich zu den Kontrollen. 
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Abbildung 5 Intrazelluläre HSP27-Expression und -Sekretion von HSP27 und IL-6 von OVCAR-3 

Zellen in der Gegenwart von Brefeldin A 

OVCAR-3 Zellen wurden in 80 nM Brefeldin A inkubiert; die intrazelluläre HSP27-Konzentration (A), die 

extrazelluläre HSP27-Konzentration (B) und die extrazelluläre IL-6-Konzentration (D) wurden mittels ELSIA (B und 

D) sowie Western Blot (A) zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Die Signale der intrazellulären HSP27- 

Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten 

wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression dargestellt, normiert 

auf die Kontrolle=1,0 mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). (C) Die gezeigten Blots stehen repräsentativ für 

mindestens 3 unabhängig durchgeführte Experimente. 
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Abbildung 6 Intrazelluläre HSP27-Expression und -Sekretion von HSP27 und IL-6 von SK-OV-3 

Zellen in der Gegenwart von Brefeldin A 

SK-OV-3 Zellen wurden in 80 nM Brefeldin A inkubiert; die intrazelluläre HSP27-Konzentration (A), die extrazelluläre 

HSP27-Konzentration (B) und die extrazelluläre IL-6-Konzentration (D) wurden mittels ELSIA (B und C) sowie 

Western Blotting (A) zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Die Signale der intrazellulären HSP27- 

Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten 

wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression dargestellt, normiert 

auf die Kontrolle=1,0 mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). (C) Die gezeigten Blots stehen repräsentativ für 

mindestens 3 unabhängig durchgeführte Experimente. 

 



Ergebnisse 

 

42 
 

A TOV-21G B 

  

C  D 

 

 

Abbildung 7 Intrazelluläre HSP27-Expression und -Sekretion von HSP27 und IL-6 von TOV-21G 

Zellen in der Gegenwart von Brefeldin A 

TOV-21G Zellen wurden in 80 nM Brefeldin A inkubiert; die intrazelluläre HSP27-Konzentration (A), die 

extrazelluläre HSP27-Konzentration (B) und die extrazelluläre IL-6-Konzentration (D) wurden mittels ELSIA (B und 

C) sowie Western Blotting (A) zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Die Signale der intrazellulären HSP27- 

Konzentrationen wurden gegen β-Aktin normalisiert. Die Ergebnisse aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten 

wurden mit Student’s t-Test statistisch ausgewertet und als Mittelwert + SD der Expression dargestellt, normiert 

auf die Kontrolle=1,0 mit p≤0,05 (*), p≤0,01 (**) und p≤0,001 (***). (C) Die gezeigten Blots stehen repräsentativ für 

mindestens 3 unabhängig durchgeführte Experimente.  
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4 DISKUSSION 

Seit mehreren Dekaden wird die Bedeutung von Hitzeschockproteinen wie HSP27 für die 

Entstehung maligner Prozesse erforscht. HSP27 scheint dabei für die Pathogenese des OC eine 

wichtige Rolle zu spielen und könnte sich als diagnostischer Marker für die klinische Routine 

eignen. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die Expressions- und Sekretionsmuster des 

Hitzeschockproteins HSP27 in ovariellen Zelllinien unter verschiedenen Bedingungen 

untersucht.  

In der vorliegenden Arbeit konnte im Zellkulturmodell gezeigt werden, dass die HSP27-

Sekretion von OC Zellen, unter anderem von der intrazellulären HSP27-Konzentration 

abhängig ist. Die in dieser Arbeit verwendeten OC Zelllinien OVCAR-3 und SK-OV-3 sind 

cisplatin-resistent, die TOV-21G Zelllinie stammt von einem unbehandelten Primärtumor ab. 

Die intra- und extrazellulären HSP27-Proteinkonzentrationen beider cisplatin-resistenten 

Zelllinien waren signifikant höher als die der TOV-21G Zellen. Dieses Ergebnis korreliert mit 

der für HSP27 beschriebenen Bedeutung für die Chemoresistenz von Ovarialkarzinomen (93). 

Interessanterweise war die basale HSP27-Sekretion der OVCAR-3 Zellen trotz vergleichbarer 

intrazellulärer HSP27-Proteinkonzentrationen in den OVCAR3 und SK-OV-3 Zellen noch 

signifikant höher als in den SK-OV-3 Zellen, was auf weitere Einflussfaktoren bzw. 

Unterschiede zwischen den Zelllinien hindeutet. Die experimentelle Induktion der HSP27-

Expression durch Hitzeschock führte zu einer signifikanten Erhöhung der intrazellulären 

Proteinkonzentration, der eine verstärkte Freisetzung von HSP27 in den extrazellulären Raum 

folgte. Dieser Effekt war zeitabhängig. So war nach 4 h ein deutlicher Anstieg der 

intrazellulären, aber nicht der extrazellulären HSP27-Konzentration messbar. Für die 

Erhöhung der Transkription des hsp27-Gens und der Translation des Proteins war also ein 

kurzzeitiger Stressstimulus ausreichend, aber für eine signifikant erhöhte HSP27-Sekretion 

war wiederholter Temperaturstress erforderlich. Diese Ergebnisse bestätigten sich auch durch 

die Überexpression von HSP27 mit einem HSP27-kodierenden Plasmidvektor in OVCAR-3 und 

TOV-21G Zellen. Nach 72 h kam es durch die Erhöhung der intrazellulären 

Proteinkonzentration auch zu einer Anreicherung von HSP27 im Zellkulturüberstand. Die 

Induktion der Expression von Stressproteinen zeigte sich auch in ähnlichen 

Versuchsprotokollen zeit- und temperaturabhängig  (114; 115; 116). Diese Daten deuten 

darauf hin, dass Stressbedingungen, wie sie auch in maligne entarteten Zellen durch den 

hohen Nährstoff- und Sauerstoffbedarf auftreten und hier an OC Zelllinien mittels 
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wiederholtem Hitzeschock untersucht wurden, die HSP27-Expression so verstärken, dass es 

zu einer erhöhten Sekretion von HSP27 kommt. 

Korneeva et al. detektierten extrazelluläres HSP27 in Zervixproben von OC Patientinnen und 

gesunden Spenderinnen, wobei sich signifikant höhere HSP27-Konzentrationen in den Tumor-

assoziierten Proben fanden (117). Chen et al. konnten eine gesteigerte HSP27-Expression in 

Gewebeproben von OC Patientinnen mit einer peritonealen Metastasierung nachweisen und 

schlossen auf die Anwesenheit von zellfreiem HSP27 im Blut dieses Patientenkollektivs (95). 

Diese Erkenntnisse führten zu der Hypothese, dass HSP27 als löslicher Biomarker für die 

Diagnostik des OC dienen könnte (94). In weiteren Untersuchungen wurde ein 

Zusammenhang zwischen erhöhten HSP27-Konzentrationen und einer gesteigerten 

Aggressivität sowie einer beschleunigten Progression des OC beschrieben (118; 93).  Auch die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine positive Korrelation zwischen maligner 

Entartung, Chemoresistenz und HSP27-Expression, intrazellulärer Proteinkonzentration sowie 

HSP27-Freisetzung hin und unterstützen die Hypothese, dass sich HSP27 als Biomarker beim 

OC eignen könnte.  

Die Sekretion von HSP27 konnte sowohl bei gesunden Zellen wie bspw. Granulozyten,  

Makrophagen, Thrombozyten und Zellen des kardiovaskulären Systems (101; 119; 120; 97) als 

auch bei malignen Tumorzellen unterschiedlicher Gewebe nachgewiesen werden (94; 96; 121; 

122). Obwohl die Sekretion von HSP27 in der Literatur bereits beschrieben wurde, konnte ein 

spezifischer Transportweg bisher nicht identifiziert werden (123). Der N-Terminus von HSP27 

besteht aus der WDPF-Domäne, welche eine zentrale Rolle hinsichtlich der Oligomerisierung 

einnimmt und einer partiell konservierten Region mit bisher unbekannter Funktion. Das C-

terminale Ende ist durch eine α-kristalline Domäne sowie eine flexible Region charakterisiert 

und interagiert mit den Bindungspartnern von HSP27 (124). Ein für die Lokalisation im ER 

typisches Signalpeptid aus bis zu 50 hydrophoben Aminosäuren fehlt in der Sequenz des 

Proteins. Der Transport von HSP27 durch das ER erscheint daher unwahrscheinlich. 

Entsprechend führte die Blockade der Transportfunktion des ER durch BFA in der vorliegenden 

Arbeit auch nicht zur Inhibition der Sekretion von HSP27.  Die Blockierung der IL-6 Freisetzung 

unter Anwesenheit von BFA diente als Positivkontrolle, da BFA ein potenter Inhibitor der 

Sekretion des proinflammatorischen Proteins IL-6 ist und häufig genutzt wird, um 

intrazelluläre IL-6 Konzentrationen durchflusszytometrisch zu bestimmen (125). Obwohl die 

IL-6 Sekretion signifikant durch BFA blockiert wurde, waren weder die HSP27-Expression noch 
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die HSP27-Sekretion beeinflusst. Erstaunlicherweise zeigten sich im Zellkulturüberstand der 

SK-OV-3 Zellen erhöhte IL-6 Konzentrationen bei einer Inkubation mit BFA länger als 5 h. 

Dieser Effekt könnte durch unterschiedliche zelluläre Antworten von den Zelllinien auf 

zytotoxische Wirkstoffe wie BFA zurückzuführen sein und reflektiert daher die Heterogenität 

der zellulären Antwort von OC Zellen auf externe Reize. Dass die HSP27-Sekretion nicht von 

BFA inhibiert werden konnte, deutet auf einen alternativen Sekretionsmechanismus von 

HSP27 hin. Durch Umgehung des klassischen Transportweges mittels ER können Proteine das 

Zytoplasma der Zellen alternativ verlassen. Untersuchungen der Arbeitsgruppe Mustea unter 

der Leitung von M. Stope konnten die Inkorporation von HSP27 in Exosomen zeigen. Die 

Sekretion von HSP27 in OC Zellen erfolgt somit unabhängig vom klassischen Transportweg 

durch das ER (126). 

Das Verständnis der zellulären Funktionen von sekretiertem HSP27 ist limitiert. Verschiedene 

Mechanismen wie bspw. im Rahmen der Angiogenese, Inflammation und Signaltransduktion 

wurden beschrieben, bei denen sekretiertes HSP27 eine Rolle spielt (100; 98; 99; 101; 121). 

Unter physiologischen Bedingungen ist HSP27 überwiegend im Zytoplasma lokalisiert. 

Dennoch zeigten Wong et al., dass die Phosphorylierung von HSP27 dessen Translokation in 

den Nukleus verursachen kann (127). Die molekulare Funktionalität der HSP27-

Phosphorylierung könnte den Einfluss auf die Proteinsekretion erklären. HSP27 dient 

verschiedenen Kinasen als Substrat, z.B. protein kinase B (PKB, Akt) (76), protein kinase C (PKC) 

(128), protein kinase D1 (PKD1) (129) und mitogen-activated protein kinase (MAPK)-activated 

protein kinase 2 (MK2) (130). In OC Zellen wird HSP27 primär an den drei Serinen S15, S78 und 

S82 phosphoryliert (131). Die Phosphorylierung von HSP27 bestimmt den Grad der 

Oligomerisierung. So kann unphosphoryliertes HSP27 große Oligomere mit einer Größe von 

bis zu 700 kDa bilden, welche funktional hauptsächlich mit dem Zellüberleben und der 

Zytoprotektion in Verbindung stehen. Im Gegensatz dazu bewirkt die Phosphorylierung von 

HSP27 den Abbau von Oligomeren zu Mono-, Di- und Tetrameren, die für die 

Zelldifferenzierung essentielle Eigenschaften besitzen (132). Tokuda et al. zeigten, dass die 

Phosphorylierung von HSP27 in Thrombozyten durch den Kontakt zu Kollagen induziert wird 

und dass phosphorylierte HSP27-Moleküle in den Extrazellularraum sekretiert werden (120). 

Im Plasma liegt sekretiertes HSP27 jedoch hauptsächlich dephosphoryliert vor (97). Dies 

könnte durch den Einfluss von löslichen und an der Zelloberfläche gebundenen Phosphatasen 

bedingt werden (133). Daher könnte die Regulation der HSP27-Phosphorylierung und folglich 
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die Bildung von Quartärstrukturen eine entscheidende Rolle für die Regulation der Sekretion 

von HSP27 im OC spielen. Stope et al. konnten in Zellkulturversuchen mit HSP27-Mutanten 

jedoch zeigen, dass die HSP27-Sekretion von OC Zellen offensichtlich unabhängig vom 

Phosphorylierungsstatus ist (126). 

Auch die tumorbiologischen Wirkungen von sekretiertem HSP27 sind kaum erforscht und 

stehen im Zusammenhang mit der Entwicklung von Chemoresistenz im Fokus aktueller 

Untersuchungen. 1995 konnten Langdon et al. zum ersten Mal eine Assoziation von HSP27 

mit der Resistenz gegenüber Chemotherapeutika des OC nachweisen (93). Seither wurde eine 

Vielzahl von Zellkulturstudien durchgeführt, in denen HSP-spezifische Signalwege entdeckt 

wurden, die an der Resistenzentwicklung beteiligt sind und mit den zytoprotektiven und pro-

onkogenen Eigenschaften von HSP27 assoziiert wurden (45). Die in dieser Arbeit gezeigte 

erhöhte basale Expression und Sekretion von HSP27 in den cisplatin-resistenten Zelllinien 

OVCAR-3 und SK-OV-3 belegt den Zusammenhang zwischen HSP27 und dem Auftreten von 

Chemoresistenz. Die wechselseitige Beziehung zwischen der Wirkung von Chemotherapie und 

einer erhöhten HSP27-Expression kann daher als ein genereller zellulärer 

Resistenzmechanismus angesehen werden. Allerdings finden sich in Abhängigkeit von der Art 

des Chemotherapeutikums und dessen Wirkungsmechanismus Unterschiede hinsichtlich der 

HSP27-Expression. So führte die Inkubation mit Colcemid und Vincristin zu einer Induktion der 

HSP27-Expression, während Paclitaxel die HSP27-Expression supprimierte (134). Letzteres 

konnte auch im Serum von OC Patientinnen im Stadium der Metastasierung gemessen 

werden, nachdem sie eine Chemotherapie erhalten hatten (94). Klinische Studien, bei denen 

die OC Standardchemotherapie durch HSP27-Inhibitoren erweitert wurde, lieferten 

vielversprechende Ergebnisse und erscheinen daher als aussichtsreiche Strategie (43).  
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4.1 Klinischer Ausblick 

Die Entdeckung und Identifikation von molekularen Strukturen, welche an der Entstehung von 

Krebserkrankungen beteiligt sind, führte zur Entwicklung spezifischer Therapiestrategien, 

welche zielgerichtet schnell proliferierende Gewebe am Wachstum hindern, im Gegensatz zur 

herkömmlichen unspezifischen Chemotherapie. Neben der Prognoseverbesserung von 

Krebspatienten konnten auch Erkenntnisse über die Mechanismen von Therapieresistenzen 

gewonnen werden.  Im Sinne der individualisierten Medizin hatte die Entwicklung von 

Biomarkern bessere Bedingungen für die Selektion von Patienten für molekulare, 

zielgerichtete Therapien zur Folge.  

Das Hitzeschockprotein HSP90 spielt eine wichtige Rolle für die Proteostase von 

eukaryotischen Zellen. Durch eine ATP-abhängige Konformationsänderung wird HSP90 

aktiviert und kann mit einer Vielzahl von Proteinsubstraten interagieren (135; 136). Neben 

seiner Chaperonfunktion ist HSP90 in zelluläre Prozesse wie bspw. DNA-Reparatur und 

Zellentwicklung involviert (45). Diverse Proteine, die mit HSP90 in Verbindung stehen, spielen 

eine Rolle für die Pathogenese des OC. So wurde mutiertes p53 als HSP90-Substrat 

identifiziert.  Die Formierung stabiler Komplexe mit HSP90 verursacht eine Stabilisierung von 

p53 und stellt die Voraussetzung für die pro-onkogene Funktion von p53 dar (137). Die 

pharmakologische Inhibition von HSP90 verhindert die Komplexbildung zwischen HSP90 und 

mutiertem p53. In der Folge wird mutiertes p53 freigesetzt und von den Ubiquitin Ligasen 

MDM2 und CHIP E3 degradiert. Li et al. zeigten, dass eine Blockade von HSP90 in p53-

mutierten Zellen und Xenografts zytotoxisch wirkt (138). Das high-grade seröse OC 

repräsentiert den klinisch vorherrschenden Subtyp des OC und kann durch eine nahezu 

ubiquitär auftretende Mutation des p53-Gens charakterisiert werden (139). Der HSP90-

Inhibitor Ganetespib blockiert die Wirkung von mutiertem p53. Dies wird klinisch derzeit im 

Rahmen der GANNET53-Studie untersucht (140). Ganetespib wird hier in Kombination mit 

Paclitaxel angewendet. Patientinnen mit high-grade serös, high-grade endometroid sowie 

undifferenziert platin-resistentem OC sind in die Studie eingeschlossen. Die Inhibition von 

HSP90 stellt eine vielversprechende Methode dar, um die Therapie des epithelialen OC zu 

verbessern (141). 

HSP27 ist ein Repräsentant der kleinen HSP, die ATP-unabhängig aktiviert werden. Es ist 

überwiegend im Zytoplasma lokalisiert und hauptsächlich an der Tumorprogression und der 

Entwicklung von Therapieresistenzmechanismen beteiligt. Es nimmt aufgrund seiner 
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zytoprotektiven und pro-onkogenen Eigenschaften eine wichtige Rolle als Biomarker und auch 

als Therapieziel einer Vielzahl von Krebserkrankungen ein. Die Weiterentwicklung 

bestehender Erkenntnisse bzgl. der Rolle von HSP27 im komplexen Netzwerk der 

Tumorbiologie ist essentiell für die Verbesserung therapeutischer Ansätze. Dies zeigt sich 

durch die Entwicklung des Antisense Oligonukleotids Apatorsen (OGX-427), welches durch die 

Hemmung der HSP27-Expression zu einer signifikanten Reduktion des Tumorzellwachstums 

sowie in Kombination zu einer Steigerung der Wirkung etablierter Chemotherapeutika führt 

(43). Apatorsen reduziert das Überleben von malignen Zellen durch Reaktivierung von 

apoptotischen Signalwegen und Intensivierung der proteasomalen Degradation der 

Androgenrezeptors (AR) und Eukaryotic translation initiation factor 4E (EIF4E) (142). So zeigte 

die Anwendung der konventionellen Taxantherapie in Kombination mit Apatorsen eine 

signifikant höhere Wirkung bei der Behandlung von Blasen-, Gebärmutter- und 

Ovarialtumoren (143; 134). Derzeit werden verschiedene Phase 2 Studien durchgeführt, die 

neben Ovarialkarzinomen auch Mamma-, Lungen- und Prostatakarzinome hinsichtlich ihres 

Therapieansprechens auf Apatorsen untersuchen (144). HSP27 ist außerdem Zielstruktur 

eines weiteren experimentellen Ansatzes. So konnte eine Tumorreduktion durch Aptamere 

von Gibert et al. gezeigt werden (145). Ungeachtet seiner pro-onkogenen Funktion wird die 

Rolle von HSP27 hinsichtlich seiner Eignung als Biomarker für die Diagnostik des OC kontrovers 

diskutiert. Es wurde gezeigt, dass die HSP27-Expression sowohl mit low-grade als auch mit 

high-grade OC assoziiert ist (146; 93). Zudem korrelierten erhöhte HSP27-Serumspiegel in 

mehreren Untersuchungen mit einer Reduktion des Gesamtüberlebens der Patientinnen (147; 

148).  Schneider et al. konnten diese Ergebnisse hingegen nicht bestätigen (118). Außerdem 

ergab die Analyse diverser klinischer Studien keinen Unterschied zwischen den 

Serumkonzentrationen von sekretiertem HSP27 von OC Patientinnen und gesunden 

Spenderinnen (94; 95). In einer weiteren, derzeit noch unveröffentlichten, Erhebung der 

Arbeitsgruppe Mustea zeigte sich eine positive Korrelation zwischen erhöhten HSP27- 

Serumspiegeln und einem verbesserten Gesamtüberleben der Patientinnen.  

Zhao et al. postulierten, dass HSP27 zum einen als Indikator fortgeschrittener Stadien des OC 

dienen kann. Zum anderen kann HSP27 als Parameter der Überwachung des Therapieerfolgs 

eingesetzt werden, da die HSP27-Serumspiegel bei Patientinnen mit peritonealer 

Metastasierung nach Chemotherapie signifikant reduziert waren (94). Diese Korrelation 

konnte auch in vitro gezeigt werden (149). Ähnliche Zusammenhänge wurden auch für 



Diskussion 

 

49 
 

Pankreas- und Prostatakarzinome bestätigt und deuten auf eine ätiopathologische Bedeutung 

von HSP27 hinsichtlich der Metastasierung hin (150; 144).  
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5 SCHLUSSFOLGERUNG 

Die tumorbiologische Bedeutung von zellfreiem HSP27 im Serum bleibt ungeklärt, da die 

bisher beschriebenen zytoprotektiven Effekte auf intrazellulären Signalkaskaden basieren. 

Dennoch legt die Anwesenheit von HSP27 im Serum die Vermutung nahe, dass sekretiertes 

HSP27 eine Funktion hinsichtlich der Progression des OC erfüllt.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine positive Korrelation zwischen der HSP27- 

Sekretion und der intrazellulären HSP27-Konzentration existiert und die Expression von HSP27 

in chemoresistenten Zelllinien deutlich erhöht ist. Die HSP27-Sekretion scheint dabei 

unabhängig vom klassischen endoplasmatischen Transportweg abzulaufen, da die Hemmung 

dieses Signalweges keinen Einfluss auf die HSP27-Sekretion hatte. Neueste Erkenntnisse aus 

unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die HSP27-Sekretion unabhängig von Zelllyse, Degradation 

und dem Phosphorylierungsstatus von HSP27 ist, sondern durch aktive zelluläre 

Transportmechanismen abläuft. HSP27 wird von OC Zellen in Exosomen freigesetzt. Dies sollte 

in weitere Überlegungen bzgl. der Induktion von HSP27 durch Chemotherapeutika und den 

damit einhergehenden extrazellulären Effekten von HSP27 einbezogen werden. 

Zirkulierendes HSP27 besitzt eine prognostische Bedeutung. Trotz des derzeit noch 

unvollständigen Verständnisses der Funktionen von sekretiertem HSP27, kann die 

Serumkonzentration als prognostischer Biomarker für das Gesamtüberleben dienen. Zudem 

kann im diagnostischen Bereich die Unterscheidung zwischen low-risk und high-risk OC 

vereinfacht werden. Die Bestimmung löslicher Protein-Biomarker wie HSP27 im Blut von 

Patientinnen ist prädestiniert für die Implementierung in die klinische Routine und hat das 

Potential diagnostische Strategien zu optimieren und folglich die Prognose des OC nachhaltig 

zu verbessern. Darüber hinaus könnte sich HSP27 als therapeutische Zielstruktur eignen und 

durch spezifische Inhibitoren v.a. für rezidivierte und refraktäre Patientinnen vielsprechend 

sein, da insbesondere bei chemoresistenten Tumoren die Expression von HSP27 deutlich 

erhöht ist. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Ein Mangel an spezifischen Symptomen und diagnostischen Möglichkeiten verhindert häufig 

eine frühe Diagnosestellung und damit eine effektive Therapie des OC. Das Hitzeschockprotein 

HSP27 ist in die Progression vieler maligner Krebserkrankungen involviert und nachweislich in 

einer Vielzahl solider Tumoren hochreguliert. HSP27-Serumspiegel korrelieren mit der 

Aggressivität und Chemotherapieresistenz des OC. Daher stellt HSP27 einen potentiellen 

Biomarker für die Diagnostik, Prognose und Therapie des OC dar. 

Die aktive Sekretion von HSP27 wurde bereits für diversen Zelltypen beschrieben und findet 

auch in Zellen ovariellen Ursprungs statt. Daher wurde die HSP27-Sekretion in dieser Arbeit 

im Zellkulturmodell mit den Ovarialkarzinomzelllinien OVCAR-3, SK-OV-3 und TOV-21G 

untersucht. Die Überexpression von HSP27 wurde sowohl gentechnisch mittels des DNA-

Vektors pHSP27, als auch mittels Hitzeschock-Behandlung simuliert. Western Blot und ELISA 

Messungen dienten der Bestimmung der intra- und extrazellulären HSP27-Konzentration. Die 

Inhibition des intrazellulären Proteintransportes durch das ER wurde durch BFA realisiert. Der 

Transfektion der Zellen mit dem Vektor pHSP27 folgte eine Steigerung der intrazellulären 

HSP27-Expression. Diese war assoziiert mit signifikant erhöhten extrazellulären HSP27-

Konzentrationen. Diese Ergebnisse konnten durch die Hitzeschock-Versuche bestätigt 

werden. Die Inhibition des ER-abhängigen intrazellulären Transportmechanismus durch BFA 

lässt auf eine aktive Sekretion von HSP27 über einen alternativen Mechanismus schließen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die HSP27-Sekretion in OVCAR-3, SK-OV-3 und 

TOV-21G Zellen von der intrazellulären HSP27-Konzentration abhängig, aber unabhängig von 

ER-Transportmechanismen in den Ovarialkarzinomzellen ist. Die Anwesenheit von HSP27 im 

Serum von Patientinnen deutet darauf hin, dass die HSP27-Sekretion eine Funktion bzgl. der 

Tumorprogression des OC besitzt. Daher könnte die Konzentration an sekretiertem HSP27 als 

Biomarker für Diagnostik und Therapieverlauf sowie intrazelluläres HSP27 als Zielmolekül für 

die Therapie des Ovarialkarzinoms von Bedeutung sein. 
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