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7-AAD 7-Aminoactinomycin 

AK  Antikörper 

APS Ammoniumpersulfat 

Bax Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2  B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

CDC2L1 Cell division cycle 2-like 1 

CDC2L2 Cell division cycle 2-lile 2 

CDK(s) Cyclin-dependent kinase(s) 

CDK11 Cyclin-dependent kinase 11 

cm Zentimeter  

CRISPR–Cas9 
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

Cas9 

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DP1/2 dimerization partner 1/2 

DTT Dithiothreitol 

elF4E eukaryotic translation initiation factor 

ERK1/2 extracellular-signal-regulated kinase  

FBS Fetales Kälberserum 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase 

HCC Hepatozelluläres Karzinom  

HCl Salzsäure 

HIF Hypoxie-induzierter Faktor  

IL-2 Interleukin-2 

IRES Internal ribosome entry site 

I𝜅B-𝛼 (FL) 
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in  

B-cells inhibitor, alpha 

kDa Kilodalton 

KLF6  Krüppel-like factor 6 

L  Liter 
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LC-3 Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 

M  Molar 

Mcl-1 Myeloid cell leukemia-1 

mL Milliliter 

mM Millimolar 

MMP2 Matrix-Metalloproteinase-2 

mTOR mammalian Target Of Rapamycin  

NaN3 Natriumazid 

NZK Nierenzellkarzinom  

p-ERK phosphorylated extracellular-signal-regulated kinase   

p-H2A.X phosphorylated Histon H2A.X (Ser139) 

p-I𝜅B-𝛼 (FL) 
phosphorylated Nuclear factor of kappa light polypeptide  

gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (Ser32/36) 

p-p70S6k phosphorylated p70 ribosomal protein S6 kinase (Thr389) 

p-S6 phosphorylated S6 ribosomal protein (Ser240/244) 

P/S Penicillin/Streptomycin 

p21 p21 Waf1/Cip1, CDK inhibitor 1  

p62 Sequestosome 1, ubiquitin-binding protein p62 

p70S6k p70 ribosomal protein S6 kinase 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese  

PAK1 p21 activated kinase 1  

PBRM1 Polybromo 1 

PDGF-b platelet-derived growth factor-b 

pRb Retinoblastom-Protein 

PTEN phosphatase and tensin homologue  

pVHL von-Hippel Lindau-Protein  

RCC renal cell carcinoma 

RFC4 Replication factor C 4 

RNAPII RNA-Polymerase-II 

S6 Ribosomal protein S6 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

siRNA small interferring Ribonucleinsäure 

SPOP Speckle-type POZ protein  

TBS  Tris buffered Saline   

TBST Tris buffered Saline mit Tween 20 
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TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 

TGF- transforming growth factor- 

TKI Tyrosinkinase-Inhibitoren 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminoethan 

u.a. unter anderem 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VHL von-Hippel Lindau-Protein  

z.T.  zum Teil 

µL Mikroliter 
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1. Einleitung  

 

Das Nierenzellkarzinom gehört zu den zehn am häufigsten diagnostizierten 

Tumorarten in Deutschland [1]. Bei Diagnosestellung weisen bis zu 30 % der 

Patienten Metastasen auf und 40 % der Patienten mit initial lokal begrenzten 

Tumoren entwickeln im Verlauf der Erkrankung ein Rezidiv [2]. Die systemische 

Therapie metastasierender Nierenzellkarzinome beinhaltet zielgerichtete 

Therapeutika wie den anti-VEGF-Inhibitor Bevacizumab, den Tyrosinkinase-Inhibitor 

Sunitinib und den mTOR-Inhibitor Temsirolimus [2] [3] [4]. Doch trotz dieser 

Möglichkeiten bleibt die Prognose in vielen dieser Fälle eingeschränkt.  

Auf der Suche nach neuen Therapieoptionen sind in jüngster Zeit Cyclin-abhängige 

Kinasen in den Fokus gerückt. Verantwortlich für viele zelluläre Prozesse, wie u. a. 

die Zellzykluskontrolle, spielen sie bei der Onkogenese vieler Tumorarten durch 

pathologische Veränderung eine entscheidende Rolle [5]. Der Erfolg des 

CDK4/CDK6-Kinasen-Inhibitors Palbociclib in der Therapie des metastasierten 

Brustkrebses ist ermutigend und könnte beispielhaft für neuartige Medikamente auch 

beim metastasierten Nierenkrebs sein [6]. 

Ähnlich wie Cyclin-abhängigen Kinasen sind auch die Proteine der E2F-Familie in 

vielen Tumoren durch Mutationen verändert und ursächlich an der Tumorentstehung 

beteiligt. Im Speziellen das ubiquitär vorkommende E2F1 ist in diversen Tumoren 

überexprimiert und fördert den Tumorprogress. Als wichtiger Regulator des 

Zellzyklus und aufgrund seiner Beteiligung am DNA-Reparatursystem der Zelle 

kommt ihm entscheidende Bedeutung bei der Zellproliferation zu [7].  

Die Bedeutung von CDK11 und E2F1 beim metastasierten Nierenkrebs ist bisher 

wenig erforscht und soll daher genauer untersucht werden. Das Ziel der vorliegenden 

Arbeit besteht darin, zunächst jeweils mittels siRNA-Transfektion die Expression von 

CDK11 und E2F1 zu supprimieren. Anschließend werden funktionelle Analysen zur 

Bestimmung von Proliferation, Apoptose-Sensitivität und Sensitivität gegenüber 

verschiedenen Therapeutika durchgeführt, sowie unterschiedliche Signalwege 

untersucht.   
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2. Literaturdiskussion  

2.1 Das Nierenzellkarzinom 

2.1.1. Definition 

Das Nierenzellkarzinom (im Folgenden mit „NZK“ abgekürzt) ist ein vom Epithel der 

proximalen Tubuli ausgehender maligner Tumor der Niere [8]. 

 

2.1.2 Epidemiologie 

Mit ca. 96 % stellt das NZK den weit überwiegenden Anteil an Nierentumoren beim 

Erwachsenen in Deutschland [1]. Männer sind im Durchschnitt bei Diagnose 67 

Jahre und Frauen 72 Jahre alt [1]. Etwa 4 % der Karzinome treten bei Patienten mit 

komplexen erblichen Erkrankungen auf, beispielsweise dem von-Hippel-Lindau-

Syndrom [1]. Die 5-Jahresüberlebensrate ist bei den in der Mehrzahl der Fälle 

diagnostizierten Stadien 1 und 2 mit über 85 % als gut einzustufen, nimmt jedoch mit 

14 % und einem medianen Überleben von 13 Monaten im Stadium 4 deutlich ab [9] 

[10].  

 

2.1.3 Klassifikation des Nierenzellkarzinoms 

Gemäß WHO-Klassifikation von 2016 gibt es eine Vielzahl an Subtypen des NZK, 

wovon jedoch nur die meist diagnostizierten an dieser Stelle aufgeführt werden [11]. 

Mit ca. 80 % stellt das klarzellige NZK den mit Abstand häufigsten Typ dar, gefolgt 

von dem papillären Karzinom mit etwa 15 % und dem chromophoben NZK mit 

ca. 5 %, bezogen auf Deutschland [12] [13].  

 

2.1.4 Pathogenese  

Sofern nicht anders beschrieben, beziehen sich die Angaben in diesem Abschnitt 

ausschließlich auf das klarzellige NZK.   

In mehr als 70 % der Fälle von NZK liegt eine funktionelle Inaktivierung des von-

Hippel-Lindau (VHL) Tumorsuppressor-Gens vor [14] [15]. pVHL steuert den 

Hypoxie-induzierten Faktor (HIF) [16]. Dieser aus 2 Untereinheiten bestehende 

heterodimere Transkriptionsfaktor induziert die Adaptation des zellulären 

Metabolismus an hypoxische Bedingungen u. a. durch Bildung von vascular 
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endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor- (PDGF-) und 

transforming growth factor- (TGF-) [16] [17]. Durch pVHL wird insbesondere die 

HIF-2-Konzentration vermindert, was in der Folge durch die reduzierte Synthese 

der Angiogenesefaktoren tumorsuppressiv wirkt [16] [18]. Die Inaktivierung von pVHL 

stabilisiert HIF und sorgt damit für eine gesteigerte Produktion von 

Angiogenesefaktoren (siehe Abbildung 1) [16]. 

Neben dem VHL-Gen ist in vielen Tumoren die mammalian target of Rapamycin 

(mTOR)-1-Kinase genetisch verändert [19]. Die mTOR Serin/Threoninkinase 

reguliert die HIF-abhängige Transkription, was die bereits weiter oben beschriebenen 

Anpassungsprozesse zur Folge hat [20]. Des Weiteren wird mTOR-abhängig über 

eine Aktivierung des eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E) und der 

S6-Kinase (S6K) die mRNA-Translation und der Progress innerhalb der G1-Phase 

reguliert [13] [19]. Eine Aktivierung des mTOR Signalweges wird durch 

PI3-Kinase/AKT Signalweg gesteuert, kann jedoch zusätzlich durch den 

Tumorsuppressor PTEN inhibiert werden [21].  

Insgesamt unterliegen viele Nierenzellkarzinome jedoch einer großen intratumoralen 

Heterogenität in Bezug auf Mutationen und chromosomale Veränderungen wie z. B. 

auch PBRM1 [22].  

 

 

Abbildung 1: Signalwege und Angriffspunkte beim Nierenzellkarzinom [13] 
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2.1.5 Therapie des lokal begrenzten Nierenzellkarzinoms 

Die chirurgische Entfernung im Sinne einer partiellen oder radikalen Nephrektomie 

stellt die einzig kurative Therapieform dar und ist daher der Goldstandard, sofern 

präoperativ eine R0-Resektion möglich erscheint [9].  

 

2.1.6 Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms  

Die Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms umfasst insgesamt über ein 

Dutzend Medikamente, die in Abhängigkeit vom individuellen Risikoprofil und 

weiteren klinischen Faktoren des Patienten leitliniengerecht zum Einsatz kommen [9] 

[23] [11]. Bis vor wenigen Jahren wurden routinemäßig die Zytokine Interferon- und 

Interleukin-2 eingesetzt, welche jedoch zunehmend durch die neueren Substanzen 

verdrängt wurden und heutzutage kaum noch klinische Anwendung finden [9] [24] 

[25].  

Die Therapeutika des Nierenzellkarzinoms umfassen im Wesentlichen die 

Tyrosinkinase-Inhibitoren, die mTOR-Kinase-Inhibitoren, sowie monoklonale 

Antikörper.  

 

2.1.6.1 Tyrosinkinase-Inhibitoren 

Mit den zwei Therapeutika Sunitinib und Sorafenib wurde im Jahr 2006 die Klasse 

der Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) in der Therapie des fortgeschrittenen oder 

metastasierten Nierenzellkarzinoms eingeführt. Die Medikamente konnten das 

progressionsfreie Überleben jeweils signifikant verlängern, was jedoch in einigen 

Fällen mit schweren Nebenwirkungen verbunden war [2] [26]. Die Wirkung wird 

durch Blockierung des VEGF-Rezeptors 2 durch die genannten Kinase-Inhibitoren 

erreicht. 

Bei guter Ansprechrate verbesserte auch der TKI Pazopanib das progressionsfreie 

Überleben in einer Phase-III-Studie signifikant gegenüber Placebotherapie [27]. In 

einer Vergleichsstudie mit Sunitinib und Pazopanib zeigte sich bei 

Nichtunterlegenheit von Pazopanib in Bezug auf das progressionsfreie Überleben 

eine insgesamt bessere Verträglichkeit [28].   

Der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Cabozantinib, welcher zusätzlich gegen die beiden 

Onkoproteine MET und AXL gerichtet ist, zeigte gegenüber Sunitinib ein verlängertes 
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progressionsfreies Überleben bei gesteigerter Ansprechrate in der 

Erstlinientherapie [29].  

Ein weiterer TKI gegen VEGF, Lenvatinib, zeigte in einer Kombinationstherapie 

zusammen mit Everolimus eine Verlängerung des progressionsfreien Überlebens in 

der Zweitlinientherapie [30]. In der METEOR-Studie zeigte sich beim Vergleich vom 

bereits oben erwähnten Cabozantinib gegenüber Everolimus ein verlängertes 

Gesamtüberleben, sowie progressionsfreies Überleben bei verbesserter 

Ansprechrate [31]. Angesichts der Resultate wird erwogen, Cabozantinib als neuen 

Standard zur Zweitlinientherapie festzulegen [31]. 

 

2.1.6.2 mTOR-Kinase-Inhibitoren  

Temsirolimus stellt den ersten Vertreter aus der Gruppe der zielgerichteten 

Therapeutika dar, der in der first-line Therapie einen signifikanten Überlebensvorteil 

bei Patienten mit metastasiertem NZK zeigte [21]. Über die Bindung und 

Komplexierung mit dem intrazellulär vorhandenen Protein FKBP-12 wird der mTOR 

Signalweg inhibiert, was in verminderter Zellproliferation und reduzierter 

Angioneogenese resultiert (vergleiche Abbildung 2) [32].  

Die Wirkungsweise des oral applizierbaren Kinase-Inhibitors Everolimus, einem 

Rapamycin-Derivat, entspricht der des Temsirolimus und zeigte in einer 

Placebo-kontrollierten Studie ein verlängertes progressionsfreies Überleben in der 

second-line Therapie [25].  

 

 

Abbildung 2: Darstellung des mTOR Signalweges [21] 
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2.1.6.3 Monoklonale Antikörper 

Aus dem Zusammenhang zwischen VEGF und dem Tumorprogress im NZK ergab 

sich früh der Gedanke dies mittels Antikörpern therapeutisch zu nutzen. Die Gabe 

des anti-VEGF-Antikörpers Bevacizumab bewirkte eine Verlängerung des 

progressionsfreien Überlebens im Fall des metastasierten Nierenzellkarzinoms [3].  

Der PD-1-Inhibitor Nivolumab, aus der Gruppe der Checkpoint-Inhibitoren, zeigte im 

Vergleich zu Everolimus ein signifikant verlängertes Gesamtüberleben bei 

gleichzeitig verminderter Nebenwirkungsrate in der second-line Therapie [33]. 

Hintergrund ist eine Blockierung der immunsuppressiven Interaktion zwischen dem 

auf T-Zellen exprimierten PD-1 einerseits und PD-L1 sowie PD-L2 andererseits, 

welche sich u.a. auf der Oberfläche von Tumorzellen befinden [33].  

Die Kombinationstherapie von Nivolumab und Ipilimumab, einem Antikörper gegen 

cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4), zeigte ein verlängertes 

Gesamtüberleben im Vergleich zur Sunitinib-Monotherapie bei zuvor unbehandelten 

Patienten [23]. Dies bedeutete einen völlig neuen Ansatz durch zwei Medikamente 

aus dem Bereich der Immunonkologie, welche synergistisch wirken. Auch die 

Kombinationstherapie aus dem PD-L1 Antikörper Avelumab und dem TKI Axitinib 

bewirkt gegenüber der Sunitinib-Monotherapie im Rahmen der Erstlinientherapie ein 

verlängertes progressionsfreies Überleben [34]. Rini et al. berichteten über eine 

ähnliche Studie, wobei die Kombinationstherapie vom PD-1-Inhibitor Pembrolizumab 

und Axitinib sowohl das progressionsfreie-, als auch das Gesamtüberleben bei 

verbessertem Ansprechen im Vergleich zu Sunitinib-Monotherapie verlängern 

konnten [35].  

 

Exkurs: ABT-737  

An dieser Stelle ist mit ABT-737 eine Substanz aufgeführt, welche klinisch an 

Patienten mit NZK noch nicht getestet wurde, die jedoch in vitro pro-apoptotische 

Wirkung entfaltet und im Rahmen dieser Dissertation in therapeutischer Funktion 

verwendet wird [36] [37] [38].  

ABT-737, ein Bcl-2/Bcl-xL-Inhibitor, steigert die Wirkung eines PI3K-Inhibitors und 

bewirkt eine erhöhte Apoptoserate in den NZK Zelllinien 786-O und 769-P [39]. Dies 

ging einher mit einer reduzierten Mcl-1- sowie erhöhten Bim-Konzentration (zur 

Beschreibung dieser Proteine s. „Material und Methoden“). Dabei scheint eine 

erhöhte Expression von Mcl-1 die Wirkung von ABT-737 zu inhibieren [38]. Durch 
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Cafestol, ein Bestandteil von Kaffeebohnen, kann die Mcl-1 Expression wiederum 

inhibiert werden. Eine Kombinationsbehandlung von Cafestol und ABT-737 mündet 

in Konsequenz in einer erhöhten Expression von Bim [38]. Synergistische Effekte 

einer Kombinationsbehandlung wurden auch im Fall von ABT-737 mit Chloroquin 

beschrieben (Abbildung 3), sowie von ABT-737 und dem Survivin-Inhibitor 

YM155 [37] [36].  

Mit ABT-263 (Navitoclax) steht ein oral applizierbarer, weiterer Bcl-2/Bcl-xL-Inhibitor 

zur therapeutischen Anwendung zur Verfügung [40]. In einer Phase-II-Studie wurde 

Navitoclax bei Patienten mit rezidiviertem kleinzelligen Lungenkarzinom verabreicht, 

zeigte jedoch nur begrenzte Wirksamkeit. Möglicherweise könnte es jedoch 

synergistisch in Kombination mit einer zytotoxischen Therapie wirken [41]. 

 

Abbildung 3: Synergistische Apoptoseinduktion durch ABT-737 und Chloroquin (QR) [37] 

 

 

2.2 Cycline, Cyclin-abhängige Kinasen und CDK11 

Die Erstbeschreibung der Cycline und ihrer funktionellen Partner, den Cyclin-

abhängigen Kinasen (CDK), erfolgte Anfang der 1980er durch Evans und 

Beach [42] [43]. Bezeichnend für die Cycline waren deren zellzyklusabhängige 

Konzentrationsänderungen, wobei in jüngerer Vergangenheit gezeigt wurde, dass 

dies bei den zuletzt entdeckten Cyclinen z. T. nicht der Fall ist [44]. In Ihrer Funktion 

als Serin/Threoninkinasen ist die enzymatische Aktivität der CDK abhängig von der 

Anwesenheit korrespondierender Cycline als weiterer regulatorischer Untereinheit 

[45]. Die 20 derzeit bekannten CDKs lassen sich weiter unterteilen, je nachdem ob 

sie mit lediglich einem oder mehreren Cyclinen interagieren [44-46]. Dabei fungieren 
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solche CDKs die mehrere Cycline binden als Regulatoren des Zellzyklus, während 

diejenigen CDKs, welche nur ein spezifisches Cyclin binden, durch 

Phosphorylierung Einfluss auf die Transkription nehmen [45]. 

Daneben sind CDKs in weitere zelluläre Prozesse, wie u.a. der Spermatogenese, 

epigenetischen Modifikationen oder DNA-Reparaturmechanismen, involviert [44].  

  

2.2.1 CDK11 – Aufbau und Funktion  

Codiert wird die Cyclin-abhängige Kinase 11 (CDK11) im Menschen durch die zwei 

hoch homologen Gene CDC2L1 (CDK11B) und CDC2L2 (CDK11A) auf Chromosom 

1 p36.3 [47]. Erstmals wurde CDK11 1990 als 58 kDa großes Protein unter dem 

Namen PITSLRE beschrieben [48]. Nachdem mit Cyclin L1/L2 zwei regulatorische 

Untereinheiten entdeckt wurden, erfolgte die Umbenennung von PITSLRE in CDK11 

und die Etablierung in die CDK-Superfamilie (vergleiche Abbildung 4) [49] [50].  

Durch alternatives Spleißen der transkribierten prä-mRNA können mehr als 

20 verschiedene CDK11-Isoformen mit einem Molekulargewicht zwischen 50 und 

110 kDa entstehen (siehe Tabelle 1) [51, 52] . Die darunter am besten untersuchten 

sind CDK11p110, CDK11p58, CDK11p46 sowie CDK11p60. Die genannten Isoformen 

unterscheiden sich neben ihrer Genetik auch in ihrer zellulären Funktion, sodass 

entweder Prozesse der Apoptose (CDK11p46 und CDK11p60), der Zellteilung 

(CDK11p58), oder der Transkription (CDK11p110), betroffen sein können [5]. Das 

phänotypische Fehlen von CDK11 endet letal, was seine essentielle Rolle bei der 

embryonalen Entwicklung unterstreicht [53]. In Zusammenschau seiner vielfältigen 

zellulären Funktionen nimmt CDK11 unter den CDKs eine Sonderstellung ein und 

wird im Folgenden genauer dargestellt (vergleiche Abbildung 4) [54].  

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der CDK11 Proteinkinase [54] 
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2.2.1.1 CDK11p110  

Die während des kompletten Zellzyklus vorhandene CDK11p110 spielt als Bestandteil 

des RNA-Polymerase-II-Komplexes (RNAPII) eine entscheidende Rolle. Zusammen 

mit ihren Bindepartnern, den L-Cyclinen, wird sowohl die Transkription als auch das 

anschließende Spleißen von prä-mRNAs reguliert. [55] [54]. Dies geschieht 

einerseits über direkte Phosphorylierung des C-terminalen Endes von RNAPII und 

andererseits über Wechselwirkungen mit den Elongationsfaktoren ELL2, TFIIF, TFIIS 

und FACT und den Spleißfaktoren RNA-splicing Faktor 1 RNPS 1 und 9G8 [56] [57] 

[58]. Die Funktion von CDK11p110 bei der RNAPII wurde im Rahmen einer Arbeit über 

HIV-Replikation nach jahrelanger Kontroverse eindeutig bestätigt [59].  

2.2.1.2 CDK11p58 

Aufgrund seiner Funktion während der Mitose unterliegt die Konzentration von 

CDK11p58 einer Zellzyklusabhängigkeit, bedingt durch eine interne ribosomale 

Bindestelle (IRES), mit Auftreten nur in der G2- bzw. M-Phase [60]. Dort ist es an der 

korrekten Entwicklung des Spindelzellapparates, sowie der Zentrosomenausbildung 

beteiligt [61] [62]. Aber auch die paarige Anlagerung der Schwesterchromatiden setzt 

das Vorhandensein von CDK11p58 voraus [63]. Sofern in dieser Phase Fehler 

auftauchen und konsekutiv die regelrechte Mitose betreffen, wird die entsprechende 

Zelle in die Apoptose geführt. Als zellulärer Schalter kann die p21 aktivierte Kinase 1 

(PAK1) gelten, welche je nach Phosphorylierungszustand unmittelbar Einfluss auf die 

Funktion von CDK11p58 nimmt und die Fortsetzung der Mitose inhibieren kann [64]. 

Dass eine Autophosphorylierung und Dimerisierung von CDK11p58 die Grundlage 

eine regelrechten Funktion der Kinase ist, zeigte Chi im Jahr 2011 [65]. Im 

Gegensatz zu den anderen Isoformen ist CDK11p58 in der Lage, zusätzlich zu den 

beiden L-Cyclinen noch das Cyclin D3 zu binden [66].  

 

2.2.1.3 CDK11p46 und CDK11p60  

Durch Caspase 1 und 3 entstehen aus den beiden Isoformen CDK11p58 und 

CDK11p110 zwei kleinere Isoformen. CDK11p46 beinhaltet als C-terminales Fragment 

die Kinase-Domäne, während das N-terminale Fragment CDK11p60 keine Kinase-

Aktivität aufweist [67].  

CDK11p46 liegt ausschließlich zytoplasmatisch vor und induziert über Zielstrukturen 

wie z.B. RANBPM und NOT2 die Apoptose [68] [69] [70]. Die CDK11p46-vermittelte 
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Phosphorylierung der p47-Untereinheit von eIF3f wirkt ebenfalls pro-apoptotisch und 

ist in diesem Zusammenhang der am detailliertesten untersuchte Signalweg [71].  

CDK11p60 kann durch Freisetzung des mitochondrialen Cytochrom C pro-

apoptotische Wirkung entfalten und die Effekte von CDK11p46 dadurch 

möglicherweise verstärken [72].  

 

Tabelle 1: Charakterisierung der drei Hauptisoformen von CDK11 [54] 

Isoform Masse Cycline Lokalisation Expression Expression im Krebs Funktion 

       

CDK11p110 110 kDa L1, L2 Zellkern während des 

gesamten 

Zellzyklus 

sehr hoch Transkription 

      
RNA Splicing 

      
Hedgehog Signalweg 

      
Wnt/𝛽-Catenin 

       

CDK11p58 58 kDa L1, L2, D3 Zellkern und 

Zytoplasma 

transient in 

G2/M Phase 

unbekannt Mitose 

      
Zentrosomreifung 

      
bipolare 

Spindelanordnung 
       

CDK11p46 46 kDa L1, L2 Zytoplasma transient unbekannt Apoptose 

      
Autophagie 

CDK11p60 60 kDa – Mitochondrium transient unbekannt Apoptose 
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Abbildung 5: Zusammenfassung der zellulären Funktionen von CDK11 [5] 
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2.2.2 Pathophysiologie von CDK11  

2.2.2.1 Onkologie  

Veränderte Expressionsmuster von CDKs, Cyclinen und CDK-Inhibitoren können 

zum Verlust der Zellzykluskontrolle mit der Folge einer potentiell malignen Entartung 

führen [54]. Die Beteiligung von CDK11 bei der Onkogenese wurde seit vielen 

Jahren vermutet und gilt mittlerweile als gesichert [73] [74] [75] [76].  

Duan et al. wiesen in ihrer Arbeit nach, dass die Expression von CDK11 mit der 

Prognose von Osteosarkom-Patienten korreliert und eine hohe Expression mit einem 

schlechteren Überleben verknüpft ist [75]. In der Folge wurde durch Nutzung von 

CRISPR-Cas9 die Expression von CDK11 unterbunden und erkannt, dass sowohl 

Proliferation und Viabilität reduziert sind, als auch Migration und Invasion der Zellen 

inhibiert wurden [77]. Ursächlich dafür ist möglicherweise der Androgen-Rezeptor, 

welcher über die CDK11-Expression reguliert zu sein scheint und daher als 

möglicher prognostischer Marker in Betracht kommt [78].  

Ähnliche Beobachtungen wurden bei Liposarkom Zelllinien gemacht, in denen eine 

siRNA-induzierte Repression von CDK11 mit einer verminderten Proliferation und 

gleichzeitig erhöhten Apoptose-Sensitivität einherging. Daneben wurden die 

zytotoxischen Effekte einer Doxorubicin-Therapie durch die Reduktion der 

CDK11-Expression gesteigert [79]. Eine erhöhte Apoptose-Induktion und verminderte 

Proliferation, bedingt durch einen G1-Arrest, wurde auch in Brustkrebs Zelllinien 

nach siRNA-Repression von CDK11p110 bestätigt [50] [80].  

Bei der Untersuchung von Patientinnen mit metastasiertem oder rezidiviertem 

Ovarialkarzinom fiel auf, dass die CDK11-Expressionsspiegel in den Metastasen und 

den Rezidivtumoren im Vergleich zum jeweils entsprechenden Primarius deutlich 

erhöht waren. Auch in dieser Arbeit wurde eine verminderte Proliferation, sowie ein 

verbessertes Ansprechen auf die durchgeführte Paclitaxel-Therapie festgestellt [81].  

In der jüngst von Du et al. erschienenen Untersuchung wurde ebenfalls eine 

verminderte Proliferation bedingt durch einen Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase bei 

Plattenepithelkarzinomzellen des Ösophagus nach einer siRNA-induzierten 

Verminderung der CDK11p110-Expression beschrieben [76].  

Als therapeutische Zielstruktur gerät CDK11 auch beim Multiplen Myelom nach 

umfassenden Genomanalysen zunehmend in das Blickfeld der Forschung [82] [83].  
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Im Gegensatz zu den genannten Befunden ergibt sich jedoch bei östrogenrezeptor-

positiven Brustkrebs Zelllinien ein in der Konsequenz völlig anderes Bild. Es wurde 

gezeigt, dass CDK11p58 über eine Inhibierung von Integrin -3 eine zelluläre Invasion 

im Sinne einer Metastasierung reduzieren kann [84]. Über eine verminderte VEGF 

Expression durch CDK11p58 wird zudem das Zellwachstum über eine reduzierte 

Angiogenese gehemmt [85]. Im Prostatakarzinom wurde ein geringeres Potential zur 

Metastasierung nachgewiesen, was auch an dieser Stelle über eine Inhibition von 

Integrin -3 sowie der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2) geschieht [86].  

Zusammenfassend zeigt sich ein ambivalentes Bild in Bezug auf die onkologische 

Bedeutung von CDK11 insgesamt, was jedoch auf die verschiedenen Isoformen und 

deren unterschiedliche Funktionen zurückgeführt wird [79] [84]. Nichtsdestotrotz 

gelangte CDK11 aufgrund der oben beschriebenen vielfältigen Funktionen in jüngster 

Zeit in den Fokus als potentielles Angriffsziel in der Krebstherapie [54].  

 

2.2.2.2 Nervensystem und HIV  

Auch in Bezug auf neuronale Strukturen wird die Bedeutung von CDK11 für das 

Zellwachstum deutlich.  

Erhöhte Konzentrationen von CDK11p58 sowie Cyclin D3 reduzieren die Proliferation 

der Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem nach Entzündungen [87]. Die 

induzierte Apoptose steht dabei mit einem herunterregulierten AKT Signalweg in 

Verbindung [88]. Nach Verletzungen des Rückenmarks von Ratten zeigte sich eine 

Dynamik in der Expression von CDK11p58 für einige Tage, welche im gesunden 

Gewebe nicht vorhanden ist. So steigt die Expression bis zum dritten Tag an um 

anschließend wieder abzufallen. Auch hier scheint es Interaktionen mit Cyclin D3 im 

Rahmen der Wundheilung zu geben [89]. Möglicherweise steht CDK11 über 

Entzündungsprozesse im Rahmen der Alzheimer Erkrankung mit dieser in 

ursächlichem Zusammenhang [90].  

Auf die Bedeutung von CDK11p110 für die HIV-Replikation wurde in 2.3.2.1 bereits 

hingewiesen [59]. Aber auch in therapeutischer Hinsicht sind CDKs und speziell 

CDK11 interessant, da sie möglicherweise über „small molecules“ latente 

HIV-1-Infektionen der Immunabwehr zugänglich machen können [91].  
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2.3 Die E2F – Proteinfamilie 

2.3.1 E2F – Struktur und Regulation 

Die Entdeckung der ersten E2F-Proteine geht auf die Mitte der 1980er Jahre zurück, 

als sie in ihrer Funktion als Transkriptionsfaktoren erstmals beschrieben wurden [92] 

[93]. Die E2F-Familie umfasst beim Menschen 8 Proteine (E2F1-8) mit der 

gemeinsamen Eigenschaft zur Kontrolle des Zellzyklus am Übergang von der G1- 

zur S-Phase [94] [95]. Inhibiert werden die E2Fs dabei durch Bindung an das 

Retinoblastom-Protein (pRb) bzw. die strukturverwandten Pocket-Proteine p107 und 

p130 [96].  

Zusätzlich sind die E2F-Proteine v.a. auch bei der Zelldifferenzierung, der DNA-

Reparatur und der metabolischen Homöostase beteiligt (siehe Abbildung 6) [7]. Bis 

vor wenigen Jahren wurde die E2F-Superfamilie in zwei Subgruppen differenziert, 

die auf in vitro Studien basierend entweder als „aktivierend“ (E2F1-3) oder 

„hemmend“ (E2F4-8) bezeichnet wurden [97] [98]. Dieses Modell gilt mittlerweile 

aufgrund seiner Unterkomplexität als nicht mehr haltbar [99] [98]. 

Darüber hinaus hat jedes E2F-Protein noch spezifische Funktionen, welche z. T. 

über die Phosphorylierung von regulatorischen Pocket-Proteinen gesteuert werden 

[97]. Im Fall von E2F1-3 erfolgt diese Phosphorylierung durch die Cyclin-abhängige 

Kinase 2 und beendet auf diese Weise die Transkription von Zielgenen [100] [7].  

Das Potential zur Einleitung der Apoptose ist charakteristisch für die Gruppe E2F1-3 

[101] [102]. Darunter nimmt E2F1 aufgrund seiner Potenz eine herausragende 

Stellung ein [103].  

 

 

Abbildung 6: Zellzyklusabhängige Regulation von E2F1 [7] 
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2.3.2 E2F1 – Funktion  

E2F1 war der erste Vertreter aus der Familie der E2F-Proteine, welchem durch die 

Bindung an den Tumorsuppressor pRb eine exakte Funktion zugeschrieben werden 

konnte [102]. Das dephosphorylierte pRb liegt in einem Komplex mit E2F1 vor und 

deaktiviert es auf diese Weise [104] [105]. Nachdem die Cyclin-abhängigen Kinasen 

4/6 während des Zellzyklus Cyclin-D vermittelt das pRb phosphoryliert haben, kann 

sich E2F1 aus dem Komplex lösen und funktionell aktiv werden, indem es 

zusammen mit DP-Proteinen DNA-Bindungsstellen besetzt und weitere 

Transkriptionsfaktoren und Co-Aktivatoren für die Proteinsynthese rekrutiert [106] 

[107] [7]. Die dabei gebildeten Proteine ermöglichen den Eintritt in die S-Phase des 

Zellzyklus und konsekutiv die Mitose, sowie Proliferation der Zelle [108] [109].  

Die Rolle von E2F1 im Rahmen der DNA-Reparatur kann an dieser Stelle nur kurz 

angerissen werden, jedoch ist es in der Lage, entweder Gene zwecks 

DNA-Reparatur zu transkribieren oder andernfalls die Zelle bei irreparablen Schäden 

u.a. p73-vermittelt in die Apoptose zu überführen [110] [111]. Daneben kann die Zelle 

auch durch Regulierung mitochondrialer Proteine wie Bcl-2 und Bcl-xL die Apoptose 

einleiten [112].  

Neben der Inaktivierung von E2F1 über die Komplexierung mit pRb gibt es noch 

weitere Varianten, bei der z. B. über veränderte Chromatinstrukturen pRb-abhängig 

der Zellzyklusarrest erreicht werden kann [113]. Die E2F1-induzierte Transkription 

kann jedoch auch über DP-4, ein weiteres Mitglied der o. g. Proteinfamilie, 

unabhängig von pRb inhibiert werden [114]. Hauck et al. fanden einen E2F1-

spezifischen Transkriptionsfaktor, welcher einerseits die E2F1-abhängige 

Transkriptionsaktivität beeinflusst und andererseits die Apoptoseinduktion 

unterdrückt. Dies geschieht dabei über einen pRb-unabhängigen Weg [115]. Über 

eine Herunterregulierung von Mcl-1 ist E2F1 zur Auslösung der Apoptose in der Lage 

[116] (siehe Exkurs: ABT-737).  

 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Komplexität der zellulären 

Funktionen von E2F1 bis heute lediglich in Ansätzen verstanden sind und viele 

Interaktionen bisher nicht entschlüsselt werden konnten [7].  
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2.3.3 Pathophysiologie von E2F1 in Tumoren 

Verglichen mit der Anzahl an somatischen Mutationen in p53 und pRb im Rahmen 

der Tumorentstehung erscheint E2F1 selbst eher selten betroffen [7, 117]. Doch viele 

mit E2F1 interagierende Proteine wie CDK4/6, p16INK4A und DP-1 sind häufig mutiert 

und funktionell verändert [118] [119]. Verkomplizierend kommt hinzu, dass E2F1 in 

der Lage ist, die Apoptose zu induzieren und gleichzeitig für eine gesteigerte 

Chemoresistenz, sowie gesteigerte Zellinvasivität sorgen kann (vergleiche 

Abbildung 7) [99] [120] [121] [122] . Letztlich scheint in allen Fällen eine reduzierte 

Fähigkeit zur Zellzykluskontrolle zu bestehen, mit eingeschränkter Möglichkeit zur 

Überführung der Zelle in die Apoptose. Die Rolle von E2F1 in einigen Tumoren soll 

im Folgenden kurz beschrieben werden. 

 

2.3.3.1 E2F1 im Nierenzellkarzinom 

Der Zusammenhang zwischen der Expression von E2F1 und dem 

Nierenzellkarzinom wurde in den letzten Jahren zunehmend aufgedeckt [123] [124] 

[18]. Über den von-Hippel-Lindau (VHL) Tumorsuppressor und den Hypoxie-

induzierten-Faktor- (HIF) wird die E2F1-Expression reguliert, was als unabhängiger 

prognostischer Marker für das Gesamtüberleben klinisch relevant ist [125]. Demnach 

ist E2F1 in Tumoren mit  7 cm Durchmesser signifikant höher exprimiert [123].  

Über die Aktivierung von MMP-2 und MMP-9 durch E2F1 wird den Zellen die 

Gefäßinfiltration und somit die Metastasierung ermöglicht [126]. Auch der von E2F1 

beeinflusste Signalweg über miR-520/372/373-SPOP scheint durch Erhöhung des 

Metastasierungspotentials den Tumorprogress zu beschleunigen [127]. Weiterhin 

wurde beobachtet, dass über KLF6 die Expression von E2F1 reguliert wird und in der 

Folge die Malignität im RCC gesteigert wird [128]. Das Onkogen c-Myc ist im RCC 

oft überaktiviert und induziert erhöhte E2F1-Expressionen mit der Folge einer 

gesteigerten Proliferation im RCC [18]. Jüngst beschrieben Zou et al. die 

Wirkungssteigerung des mTOR-Inhibitors Everolimus durch einen zusätzlich 

verabreichten ERK-Inhibitor in einer in-vitro Studie. Dies geschieht über eine 

Inhibierung der Transkription von RRM1 und RRM2, welche E2F1 vermittelt erfolgt. 

In der Folge ist die Proliferation reduziert [129]. Dies ermöglicht unter Umständen die 

therapeutische Möglichkeit zu einer zukünftigen Kombinationstherapie.  
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der gegensätzlichen Funktionen von E2F1 bei VHL 
Inaktivierung [130] 

 

2.3.3.2 E2F1 in weiteren Tumoren 

Aufgrund seiner vielfältigen Funktionen und des ubiquitären Vorkommens, spielen 

durch veränderte E2F1-Expression verursachte Zellfunktionsstörungen auch in der 

Karzinogenese weiterer Tumoren eine entscheidende Rolle. 

Im Plattenepithelkarzinom des Ösophagus ist der Nachweis von E2F1 ein negativer 

prognostischer Marker im Hinblick auf das Gesamtüberleben nach operativer 

Therapie [131] [132]. Dies gilt auch für Patienten mit Pankreaskarzinom [133]. Bei 

Patientinnen mit Brustkrebs scheinen hohe mRNA-Konzentrationen von E2F1 mit 

einer schlechteren Prognose einherzugehen [134]. 

Die entgegengesetzte Beobachtung wurde interessanterweise beim Ösophagus-

Adenokarzinom gemacht, bei dem die E2F1-Expression positiv mit dem Überleben 

korreliert [135]. Im Fall des Adenokarzinoms des Magens ist die Datenlage was die 

E2F1-Expression widersprüchlich [136] [137] [138]. Banerjee et al. fanden bei 

Patienten mit metastasiertem Kolorektalkarzinom in den Lungenmetastasen deutlich 

höhere E2F1-Werte als in Lebermetastasen dieser Patienten [139]. Im 

Ovarialkarzinom spielen, vergleichbar im NZK, die Transkription von MMP-2 und 

MMP-9 eine Rolle bei der Migration und Invasion von Tumorzellen [140].  

Im Gegensatz dazu konnte bei Pateinten mit hepatozellulärem Karzinom (HCC)  kein 

Zusammenhang zwischen der Expression und dem Überleben festgestellt 

werden [141].  

In Zusammenschau muss man feststellen, dass es scheinbar einen 

tumorabhängigen Ausschlag zugunsten der normalerweise ausgeglichenen 
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pro-apoptotischen oder proliferativen Funktion von E2F1 gibt, der in der Folge die 

Zellzykluskontrolle aushebelt und zur zellulären Entartung führt.  
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Zelllinien 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende adhärent wachsende humane Zelllinien 

verwendet: 

 ACHN  Nierenzellkarzinom 

 786-O  Nierenzellkarzinom 

 769-P  Nierenzellkarzinom 

 

3.1.2 Kulturmedien und Zusätze 

Tabelle 2: Verwendete Medien und Zusätze 

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller 

GibcoTM RPMI 1640 Medium  21875091 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

Fetales Kälberserum (FBS) F7524 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Penicillin/Streptomycin P0781 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Opti-MEMTM GlutaMAXTM  

Supplement  

51985-026  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA  

 

3.1.3 siRNA-Oligonukleotide 

Tabelle 3: Verwendete siRNA-Oligonukleotide 

Zielgen Konzentration Artikelnummer ID Hersteller 

CDK11 B 20 µM 4392421 s2734 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

CDK11 B 20 µM 4392421 s2733 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

E2F-1 20 µM 4390824 s4406 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

ON-TARGETplus 
Non-targeting Pool 

20 µM D-001810-10-20 19361222 
Dharmacon, Lafayette, 
USA 
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3.1.4 Chemikalien 

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Artikelnummer Hersteller 

2-Propanol 818766 Merck Schuchardt, Hohenbrunn 

ABT-737 – Abbott Laboratories, Abbott Park, USA 

Acrylamidstammlösung 30% 3029 Carl Roth, Karlsruhe 

Albumin Fraktion V 8076.3 Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxidsulfat 
(APS) 

9178 Carl Roth, Karlsruhe 

Bovine Serum Albumin (BSA), 
purified 100x  

B9001S New England BioLabs GmbH, Frankfurt 

Bromphenolblau A512 Carl Roth, Karlsruhe 

CASYton 5651808 
OMNI Life Science GmBH & CO. KG, 
Bremen 

Coumarinsäure C9008 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) W387520 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dithiothreitol (DTT) A1101 AppliChem GmbH, Darmstadt 

Dulbecco´s PBS ohne 
Calcium- und 
Magnesiumchlorid 

D8537 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco´s Phosphate 
Buffered Saline (PBS) mit 
Calcium- und 
Magnesiumchlorid 

D8662 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Essigsäure 3738 Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol, absolut 24194 Honeywell Research Chemicals, Seelze 

Everolimus 07741 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glycerin G7757 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glycin 3187 Carl Roth, Karlsruhe 

Lipofectamin® 2000 Reagent  116680 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Luminol A8511 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Lysepuffer 9803S Cell Signaling Technologies, Danver, USA 

Magermilchpulver A0830 AppliChem GmbH, Darmstadt 

Methanol 32213 Honeywell Research Chemicals, Seelze 

N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 

8142 Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumazid A1430 AppliChem GmbH, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 20765 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

PageRulerTM Prestained 
Protein Ladder 

26616 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Ponceau S 5938 Carl Roth, Karlsruhe 

Protease&Phosphatase 
Inhibitor Cocktail 

78440 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Salzsäure 4625 Carl Roth, Karlsruhe 
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Fortsetzung Tabelle 4: Chemikalien  

Chemikalie Artikelnummer Hersteller 

Sunitinib-Malat PZ0012 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tris T1503 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tris-buffered saline (TBS) A5001 AppliChem GmbH, Darmstadt 

Trypsin T4049 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tween 20 
SKU 

02193971-CF 
MP Biomedicals, Eschwege 

WesternBrightTM SiriusTM HRP 
Substrat 

K-12043 Advansta Inc., San Jose, USA 

 

3.1.5 Geräte 

Tabelle 5: Verwendete Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Blottingkammer Trans-Blot® TurboTM BioRad, München 

Chemolumineszenz 
Imager 

Fusion Solo S Vilber Lourmat, Eberhadtzell 

Durchflusszytometer FACS Calibur BD Bioscience, San Jose, USA 

Netzgerät SDS PowerPacTM BioRad, München 

Elektrophoresekammer 
für SDS 

Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

BioRad, München 

Heizblock Techne Dri-Block® DB 2D Cole-Parmer, Staffordshire, UK 

Inkubator HERAcell 150 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

Lichtmikroskop Eclipse TS100-F Nikon, Tokyo, Japan 

Magnetrührer RETbasic 
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, 
Staufen 

Mikrozentrifuge Z 216 MK 
HERMILE Labortechnik GmbH, 
Wehingen 

pH-Meter 
pH-Labormessgerät 
inoLab®  

WTW-a xylem brand, Dinslaken 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Bioscience 

Spektralphotometer Tecan Spark 10M Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Sterilbank LaminAir® HB 2448 Heraeus Instruments GmbH, Hanau 

Tischzentrifuge Galaxy Mini VWR International GmbH, Darmstadt 

Trockenschrank Heraeus 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

Vortexer Reax Control 
Heidolph Instruments GmbH & CO. 
KG, Schwabach 

Waage Sartorius Sartorius AG, Göttingen 

Zellzählsystem CASY 
CASY Cell Counter and 
Analyzer 

OMNI Life Science GmbH & CO. KG, 
Bremen 

Zentrifuge HeraeusTM MultifugeTM X3 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
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3.1.6 Lösungen und Puffer 

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle verwendeten Puffer und Lösungen mit 

destilliertem Wasser angesetzt.  

 

Tabelle 6: Verwendete Lösungen und Puffer 

Puffer Zusammensetzung 
  

AK-Puffer 5% BSA (w/v) in TBST (1fach konzentriert) 

 0,05% (w/v) NaN3 
  

Detektierlösung 10 mL Tris (100 mM Tris/HCl, pH 8,5) 

 50 µL Luminol (250 mM in DMSO) 

 25 µL Coumarinsäure (90 mM in DMSO) 

 4 µL H2O2 (30%ig) 
  

Kristallviolett-Lösung 1% (w/v) Kristallviolett 

 10% (v/v) Methanol 
  

Ponceau S Färbelösung 0,5% (w/v) Ponceau S 

 1% (v/v) konzentrierte Essigsäure 
  

Protein-Probenpuffer (6fach konzentriert) 350 mM Tris/HCl, pH 6,8 

 10,28% (w/v) SDS 

 36% (w/v) Glycin 

 600 mM DTT 

 Spatelspitze Bromphenolblau 
  

Proteinlysepuffer (1 mL) 100 µL Lysepuffer 

 20 µL Protease&Phosphatase Inhibitor 
Cocktail   

Sammelgelpuffer 500 mM Tris/HCl, pH 6,8 
  

SDS-PAGE Laufpuffer (10fach konzentriert) 250 mM Tris/HCl, pH 8,3 

 1,92 M Glycin 

 1% (w/v) SDS 
  

Semi-dry Transferpuffer (10fach konzentriert) 480 mM Tris/HCl, pH 9-9,2 

 390 mM Glycin 

 0,375% (w/v) SDS 
  

Semi-dry Transferpuffer (1fach konzentriert) 10% (v/v) Semi-dry Transferpuffer (10x) 

 20% (v/v) Methanol 
  

TBST (1 L) 1% (v/v) TBS (10x) 

 0,1% (v/v) Tween 20 
  

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 
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3.1.7 Antikörper 

Alle für den Immunoblot verwendeten Primärantikörper wurden in 5 %iger 

BSA/TBST-Lösung angesetzt. 

 

Tabelle 7: Verwendete Primärantikörper 

Primärantikörper Ursprung Verdünnung Artikelnummer Hersteller 

AKT Kaninchen 1:1000 9272 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

Bak Kaninchen 1:200 sc-832 Santa Cruz, Heidelberg 

Bax Kaninchen 1:1000 5023 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

Bcl-2 Kaninchen 1:1000 2870 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

Bcl-xL Kaninchen 1:2000 2764 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

Bim Kaninchen 1:1000 2933 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

CDK11 Kaninchen 1:1000 5524 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

E2F-1 Kaninchen 1:1000 3742 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

ERK1/2 Kaninchen 1:2000 9102 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

GAPDH Maus 1:1000 sc-32233 Santa Cruz, Heidelberg 

I𝜅B-𝛼 (FL) Kaninchen 1:200 sc-847 Santa Cruz, Heidelberg 

LC-3 Kaninchen 1:1000 L7543 Sigma, Deisenhofen 

Mcl-1 Kaninchen 1:1000 sc-819 Santa Cruz, Heidelberg 

p-H2A.X (S139) Kaninchen 1:1000 9718 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p21 Kaninchen 1:500 2947 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p62 Kaninchen 1:1000 5114 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p-S6 (S240/44) Kaninchen 1:1000 5364 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p70S6K  Kaninchen 1:1000 9202 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p-AKT (S473) Kaninchen 1:2000 4060 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p-ERK (T202/T204) Kaninchen 1:1000 9101 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p-I𝜅B-𝛼 (FL)(S32/S36) Maus 1:2000 9246 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

p-p70S6K (T389) Maus 1:1000 9206 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

RFC4 Maus 1:200 sc-28301 Santa Cruz, Heidelberg 

S6 Maus 1:1000 2317 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

Vinculin Kaninchen 1:1000 4650 
Cell Signaling, Boston, 
USA 
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Fortsetzung Tabelle 7: Verwendete primäre Antikörper 
 

Primärantikörper Ursprung Verdünnung Artikelnummer Hersteller 

ß-Tubulin Kaninchen 1:1000 2128 
Cell Signaling, Boston, 
USA 

 

Tabelle 8: Verwendete Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Artikelnummer Hersteller 

Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierter Ziege-
𝛼-Kaninchen Antikörper IgG (H&L) 

170-6515 BioRad, München 

Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierter Ziege-
𝛼-Maus Antikörper IgG (H&L) 

170-6516 BioRad, München 

 

Die verwendeten Sekundärantikörper wurden alle in einer Verdünnung von 1:3000 in 

Milch/TBST angesetzt.  

 

3.1.8 Verbrauchsgegenstände  

Tabelle 9: Benutzte Verbrauchsgegenstände 

Verbrauchsgegenstand Artikelnummer Hersteller 

96-Well-Platten 655180 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

FACS-Röhrchen 352054 Corning Incorporated, Corning, USA 

Nitrocellulosemembran 1620115 BioRad, München 

Pipetten, 5 mL 606180 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipetten, 10 mL 607180 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipetten, 25 mL 760180 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Pipettenspitzen, 10 µL VT0200 Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldenburg 

Pipettenspitzen, 100 µL VT0230 Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldenburg 

Pipettenspitzen, 1000 µL 07-379-2015 nerbe plus GmbH, Winsen 

Reaktionsgefäß, 1,5 mL 0030 123.328 Eppendorf AG, Hamburg 

Reaktionsgefäß, 15 mL 188271 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Reaktionsgefäß, 50 mL 227261 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Whatmanpapier 3030-690 GE Healthcare Life Science, Freiburg 

Zellkulturflaschen, 75 cm2 430641U Corning Incorporated, Corning, USA 

Zellkulturschale, 10 cm 664160 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Zellkulturschale, 6 cm 628160 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
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3.1.9 Kits 

– Annexin V Apoptosis Detection Kit I (#559763), BD Biosciences Pharmingen, 

San Diego/USA 

– FITC BrdU Flow Kit (#51-2354AK), BD Biosciences Pharmingen, San 

Diego/USA 

– WesternBrightTM SiriusTM Detection Kit (#K-12043-D10), Advansta Inc., San 

Jose/USA 

 

3.1.10 Software und Statistik 

 Fusion© Software, Evolution-Capt (Vilber Lourmat, Eberhardtzell) 

 GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, USA) 

 SparkControl Version 2.1 (TecanGroup, Männedorf, Schweiz) 

 

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurde GraphPad Prism 6 

verwendet. Die erhaltenen Werte wurden zunächst mit one-way bzw. two-way 

ANOVA (analysis of variance) und anschließend mit dem Tukey-Test analysiert. Es 

wurden p-Werte mit p < 0,05 als signifikant betrachtet.  

 

                            

Tabelle 10: P-Werte 

Symbol p-Wert 

*** < 0,001 

** < 0,01 

* < 0,05 

n.s. > 0,05 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellbiologische Methoden 

3.2.1.1 Zellkultivierung 

Die adhärent wachsenden humanen Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P wurden bei 

einer konstanten Temperatur von 37 °C mit einem CO2-Anteil der Luft von 5 % 

kultiviert. Als Kultivierungsmedium diente mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS) und 

1% Penicillin/Streptomycin (P/S) versetztem RPMI-1640. Bei konfluentem 

Zellwachstum wurden die Zellen zweimal wöchentlich passagiert. Hierfür wurden die 

Zellen mit Trypsin von der Kulturflasche abgelöst und in einem bestimmten 

Verhältnis in frischem Medium ausgesät (ACHN 1:5, 786-O 1:12, 769-P 1:10). Um 

Kontaminationen zu vermeiden, fand die Arbeit mit den Zelllinien ausschließlich unter 

einer Sterilbank statt.  

 

3.2.1.2 Kryokonservierung 

Die Zellen können über einen längeren Zeitraum in flüssigem Stickstoff bei -196 °C 

gelagert werden. Hierfür wurden die trypsinierten Zellen durch 5-minütige 

Zentrifugation bei 1000 rpm und 4 °C pelletiert, in 1 mL Einfriermedium (10 % DMSO, 

20 % FCS in RPMI-1640) aufgenommen und in ein Kryoröhrchen überführt.  

Zunächst erfolgte die Kühlung bei -80 °C in mit Isopropanol gefüllten Kryo-Boxen, 

später dauerhaft in flüssigem Stickstoff. Diese schrittweise Kühlung (Kühlrate) ist 

wichtig für die Überlebensrate der Zellen nach dem Einfrieren. Bei zu hoher Kühlrate 

bilden sich intrazelluläre Eiskristalle, die zu Zellschäden führen.  

 

Das Auftauen von Zellen erfolgte sehr schnell, um die zytotoxische Wirkung von 

DMSO bei Raumtemperatur möglichst gering zu halten. Dabei wurden die Zellen in 

einem 37 °C warmen Trockenschrank aufgetaut und zügig in eine Zellkulturflasche 

mit bereits vorgewärmten Medium überführt. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel 

durchgeführt.  

 

3.2.1.3 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des CASY-Zellzählsystems bestimmt. Hierbei wurde 

etwas Casylösung in ein Casytube vorgelegt und mit 100 µL trypsinierter 
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Zellsuspension versehen. Für die Messung wurde das Casytube im Gerät positioniert 

und die Zellzahl abgelesen. 

 

3.2.1.4 Transfektion 

Durch Lipofektion wurde siRNA in die Zellen eingebracht. Diese Methode der RNA-

Interferenz wurde verwendet, um die Translation des Zielproteins zu verhindern und 

so die Funktionen dieses Proteins zu untersuchen und aufzuklären. Die verwendeten 

siRNAs wurden stets mit einer Kontroll-siRNA, in den folgenden Abbildungen als 

scram bezeichnet, verglichen.  

 

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen in eine 6 cm Zellkulturschale 

ausgesät. Nach 24 h erfolgte die Transfektion der siRNA mit Hilfe von Lipofectamin® 

2000. Hierbei wurde die siRNA zunächst 1:1000 in Optimem verdünnt. Das 

Lipofectamin wurde ebenfalls in Optimem vorgelegt. Nach 10-minütiger Inkubation 

wurde die siRNA-Lösung 1:1 mit der Lipofectamin-Lösung vermischt, so dass die 

Gebrauchskonzentration der siRNA 5 nM betrug, und für weitere 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absaugen des RPMI-Mediums, wurden die 

Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend pro Zellkulturschale mit 1,5 mL 

der siRNA/Lipofectamin/Optimem-Lösung behandelt. Nach 6 h wurden pro 

Zellkulturschale 1,5 mL RPMI-Medium auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden 

48 h bzw. 72 h nach Transfektion für weitere Versuche verwendet.  

 

3.2.1.5 Kristallviolettfärbung  

Bei der Kristallviolettfärbung nach Gillies handelt es sich um ein 

spektralphotometrisches Verfahren zur quantitativen Zellzahlbestimmung [142]. In 

der vorliegenden Arbeit wurde mit dieser Methode die Wirkung verschiedener 

Substanzen auf die Zellviabilität untersucht. Zunächst wurden 104 transfizierte 

Zellen/well in 100 µL/well RPMI-Medium in eine 96-well Platte ausgesät. Nach 24 h 

wurden die Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen in unterschiedlichen 

Konzentrationen für 48 h bzw. 72 h inkubiert. Nachdem das Medium von den Zellen 

entfernt und die Zellen einmal mit 100 µL/well Dulbecco´s PBS (im Folgenden mit 

PBS abgekürzt) wurde, erfolgte die 15-minütige Fixierung der Zellen mit 100 µL/well 

eines Methanol/Ethanol-Gemisches (Verhältnis MeOH:EtOH 2:1). Anschließend 

wurde die Fixierlösung entfernt und einmal mit 100 µL/well PBS gewaschen. Die 
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Färbung der Zellen erfolgte mittels 30-minütiger Inkubation mit Kristallviolett-

Färbelösung unter dauerhaftem Schütteln. Hierbei werden die Zellkerne der Zellen 

gefärbt, wobei nur vitale Zellen erfasst werden, da sich tote Zellen vom Plattenboden 

ablösen und mit dem Überstand verworfen werden. Das überschüssige Kristallviolett 

wurde im Anschluss mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) ausgespült und die 

Platte über Nacht getrocknet. Am folgenden Tag wurden 100 µL 33 %ige Essigsäure 

pro well vorgelegt und 30 min auf dem Schüttler inkubiert. Die Absorption wurde in 

einem Spektralphotometer (Tecan) bei einer Wellenlänge von 550 nm gemessen.  

 

3.2.2 Biochemische Methoden 

3.2.2.1 Herstellung von Lysaten 

Zur Herstellung der Proteinlysate wurden die Zellen 48 h oder 72 h nach Transfektion 

lysiert. Dabei wurden die Zellen, nach dem Absaugen des Mediums, einmal mit 

kaltem PBS gewaschen. Abhängig von der Zellzahl wurden 50 – 70 µL Lysepuffer 

(Tabelle 4) auf die Zellen pipettiert, diese anschließend mit einem Zellschaber von 

der Zellkulturschale gelöst und in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt. Die Zellen 

wurden 15 min auf Eis inkubiert und danach für 20 min bei 13200 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde in ein frisches 1,5 mL 

Reaktionsgefäß überführt, der Rest wurde verworfen. Ab diesem Zeitpunkt wurden 

alle Proben stets auf Eis gelagert. 

 

3.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Für die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach 

Bradford herangezogen [143]. Hierbei handelt es sich um ein photometrisches 

Verfahren, das auf der Änderung des Absorptionsmaximums des eingesetzten 

Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 beruht. Diese Verschiebung des 

Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm wird durch die Bindung des 

Triphenylmethanfarbstoffes an Seitenketten basischer und aromatischer 

Aminosäuren ausgelöst und kann mit einem Spektrophotometer gemessen werden. 

Da es sich um eine Relativmethode handelt, muss für die Analyse der Proben eine 

Eichgerade mit BSA-Protein bekannter Proteinkonzentration als Standard 

herangezogen werden.  
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Für die Messung wurden 2 µL Probe mit 798 µL bidestilliertem Wasser (bidest. H2O) 

in eine 96-well Platte vorgelegt und mit 200 µL Protein-Assay Reagenz versetzt. Die 

Absorptionen der Proben und der zuvor angesetzten Standardreihe (0, 1, 5, 10 und 

15 µg/µL BSA) wurden bei 595 nm gemessen und die Konzentrationen der 

Proteinlysate mit Hilfe der Eichgeraden berechnet.  

 

3.2.2.3 SDS-Polyacyrlamid-Gelelektrophorese 

Mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

können Proteine in einem Proteingemisch elektrophoretisch der Größe nach 

aufgetrennt werden [144]. Hierzu wurden die Lysate mit 5fachem Laemmli-Puffer und 

Lysepuffer so eingestellt, dass 30 µg Protein in einem Volumen von 20 µL enthalten 

waren. Das 5-minütige Erhitzen der Proteine bei 95 °C diente der Denaturierung, 

durch das im Puffer enthaltene SDS wurde die Eigenladung der Proteine überdeckt. 

Darüber hinaus soll das anionische Detergens zusammen mit der Denaturierung zu 

einer Linearisierung der Proteine führen, die alle eine negative Ladung aufweisen 

und im elektrischen Feld zur Anode wandern. Das Polyacrylamidgel setzt sich 

zusammen aus einem Trenn- und Sammelgel. Das großporige Sammelgel (5%iges 

Gel) lässt eine nahezu ungehinderte Migration der Proteine zu. Am Übergang zum 

Trenngel kommt es durch die verkleinerten Poren zu einer vorübergehenden 

Konzentration der Proteine, die durch weitere Migration im Trenngel schließlich der 

Größe nach aufgetrennt werden. Hierbei können die kleineren Proteine ungehindert 

durch das Trenngel wandern, wohingegen größere Proteine stärker zurückgehalten 

werden. Die Zusammensetzung der Gele ist in der folgenden Tabelle aufgelistet.  

 

Tabelle 11: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele 

10 %iges Trenngel, 20 mL  15 %iges Trenngel, 20 mL  5 %iges Sammelgel, 8 mL 

8,0 mL ddH2O  4,8 mL ddH2O  4,6 mL ddH2O 

5,2 mL Trenngelpuffer  5,2 mL Trenngelpuffer  2,0 mL Sammelgelpuffer 

6,8 mL 30 % Acrylamid  10 mL 30 % Acrylamid  1,32 mL 30 % Acrylamid 

200 µL 10 % SDS  200 µL 10 % SDS  80 µL 10 % SDS 

200 µL 10 % APS  200 µL 10 % APS  80 µL 10 % APS 

8 µL TEMED  8 µL TEMED  8 µL TEMED 

 

Nachdem die Taschen im Sammelgel mit den Proben und dem Proteinmarker 

PageRulerTM Prestained Protein Ladder (siehe Tabelle 3) beladen wurden, erfolgte 



 

 43 

die Elektrophorese bei einer konstanten Spannung von 120 V für etwa 90 min. Nach 

Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel vorsichtig abgetrennt und das 

Trenngel für den Western Blot verwendet.  

 

3.2.2.4 Western Transfer  

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine mittels Semi-Dry 

Transfer auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Auch dieses Prinzip beruht auf 

der Migration der negativ geladenen Proteine Richtung Anode. Hierzu muss das 

angelegte elektrische Feld senkrecht zum Polyacrylamidgel sein. Nach kurzer 

Äquilibrierung von Nitrozellulosemembran, Whatman-Papier und des Gels, wurden 

3 Schichten Whatman-Papier, die Nitrozellulosemembran, das Gel und weitere 

3 Schichten Whatman-Papier luftblasenfrei in der Transferzelle 

übereinandergeschichtet. Das Blotten erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 

300 mA für 30 min.  

Für eine optische Kontrolle wurde die Membran anschließend mit Ponceau S, ein 

roter, an kationische Aminosäurereste bindender Azofarbstoff, reversibel angefärbt. 

Dieser wurde einmal für 10 min mit TBST gewaschen.  

 

3.2.2.5 Immunoblot-Analyse  

Die Untersuchung der Proteine durch Immundetektion erfolgte mit Hilfe von 

Antikörpern. Hierbei wurden spezifische Primärantikörper, die gegen das gewünschte 

Protein gerichtet sind, und speziesspezifische Sekundärantikörper, die an den 

Primärantikörper binden, verwendet. Der Sekundärantikörper ist zudem an eine 

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, ein Enzym, das die Oxidation von Luminol in 

Anwesenheit von Wasserstoffperoxid katalysiert. Das dabei erzeugte irisierende Licht 

wurde durch einen Chemolumineszensdetektor erfasst.  

 

Um freie Bindungsstellen der Membran zu besetzen wurde diese mit 5 %iger 

Milch/TBST-Lösung für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die 

Membran erneut dreimal 10 min. mit TBST gewaschen. Die Inkubation des 

Primärantikörpers erfolgte im Anschluss an die Blockierung der Membran und bei 

4 °C über Nacht. Am nächsten Tag wurde der primäre Antikörper entfernt und in 

einem 50 mL Reaktionsgefäß bei -20 °C gelagert. Die Membran wurde dreimal 

10 min mit TBST gewaschen, mit dem Sekundärantikörper 1 h bei Raumtemperatur 
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inkubiert und erneut dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Für die Detektion wurde 

entweder selbst angesetzte Coumarin-Luminol-H2O2-Lösung oder das 

WesternBrightTM SiriusTM Detection Kit verwendet.  

 

3.2.2.6 Durchflusszytometrie 

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein quantitatives Verfahren zur 

Bestimmung von Form, Struktur, Färbung und weiteren Eigenschaften von Zellen. 

Hierbei werden Zellen während der Messung einzeln durch eine Durchflusszelle 

gesaugt, in der sie auf einen fokussierten Laserstrahl treffen. Ein Teil des Lichts wird 

von den Zellen gestreut, was mit Hilfe von Detektoren erfasst wird. Das 

Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) ist ein Maß für die Lichtbeugung und liefert 

Informationen zur Zellgröße. Das Seitwärtsstreulicht (sideward scatter, SSC) ist ein 

Maß für die Lichtbrechung im rechten Winkel und lässt Aussagen über 

Zellgranularität, sowie Größe und Struktur des Zellkerns zu. Zudem können die 

Zellen mit spezifischen fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern oder fluoreszierenden 

Farbstoffen wie DAPI oder Propidiumiodid markiert werden.  

 

3.2.2.6.1 Bestimmung der Apoptose-Rate  

Die Apoptosebestimmung in Zellen beruht auf der biologischen Funktion des 

Membranproteins Phosphatidylserin. Dieses befindet sich auf der zytosolischen Seite 

der Zellmembran, bis die Zelle in die Apoptose getrieben wird. Bereits in einem sehr 

frühen Stadium der Apoptose wird Phosphatidylserin auf die extrazelluläre Seite der 

Membran befördert und dient dort als Signal für Phagozytose. Mithilfe von Annexin V, 

einem calciumabhängigen Protein, können apoptotische Zellen im 

Durchflusszytometer erfasst werden. An einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt, 

bindet Annexin V an Phosphatidylserin. Um falsch positive Ergebnisse durch 

nekrotische Zellen auszuschließen, werden die Zellen zusätzlich mit 7-AAD, einem 

DNA-Interkalator, gefärbt. Dieser Farbstoff kann keine intakte Zellmembran 

passieren und ist somit ein Maß für spätapoptotische bzw. nekrotische Zellen.  

 

Die Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert. Für die 

Apoptoseinduktion in den Zellen wurde ABT-737 verwendet. Dieses wurde 48 h nach 

Transfektion in einer Konzentration von 10 µM und 20 µM in den ACHN und 786-O 
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Zelllinien und 5 µM und 10 µM in den 769-P Zelllinien verwendet. Die Zellen wurden 

24 h mit ABT-737 inkubiert.  

Nach der Inkubation wurde der Überstand in einem 15 mL Falcon gesammelt und die 

Zellen mit PBS gewaschen, wobei der Überstand erneut im 15 mL Falcon gesammelt 

wurde. Die trypsinierten Zellen wurden ebenfalls im selben 15 mL Falcon gesammelt 

und 5 min bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 

verworfen und das Zellpellet erneut mit kaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde 

in 100 µL 1x Binding Puffer resuspendiert und mit 4 µL Annexin V-FITC und 3,5 µL 7-

AAD versehen. Die Zellsuspension wurde kurz gevortext und 15 min im Dunkeln bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 400 µL 1x Binding Puffer 

dazugegeben und die Zellsuspension in ein FACS Röhrchen filtriert. Die Proben 

wurden mit einem Durchflusszytometer gemessen.  

 

3.2.2.6.2 BrdU-Assay 

Mit dem Bromdesoxyuridin-Assay (BrdU) kann die Proliferation in vitalen Zellen 

nachgewiesen werden. Während der S-Phase des Zellzyklus, in der die DNA-

Replikation stattfindet, wird anstelle von Desoxythymidintriphosphat (dTTP) 

Bromdesoxyuridintriphosphat (BrdUTP) in die DNA eingebaut. Dieses kann 

anschließend mithilfe eines anti-BrdU Antikörpers markiert und im 

Durchflusszytometer erfasst werden. Zusätzlich werden die vorher permeabilisierten 

und fixierten Zellen mit dem DNA-Interkalator 7-AAD gefärbt. Damit können die 

Zellen nach G1-, S- und G2/M-Phase unterteilt werden. Zellen in der G2/M-Phase 

besitzen den doppelten Chromosomensatz und haben demnach ein stärkeres 7-AAD 

Signal als die Zellen in der G1-Phase. Alle Zellen mit einem positiven anti-BrdU 

Signal befinden sich in der S-Phase. 

 

Für den BrdU-Assay wurde das Kit von BD Biosciences verwendet. 72 h nach 

Transfektion wurden die Zellen mit 10 µM BrdU für 60 min bei 37 °C inkubiert. 

Danach wurden die zuvor trypsinierten Zellen geerntet und mit 1 mL Staining Puffer 

gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 µL BD Cytofix/Cytoperm Puffer 

resuspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen mit 1 mL 1x BD Perm/Wash Puffer gewaschen. An diesem Punkt können die 

Zellen entweder kryokonserviert werden (für spätere Messungen) oder aber mit 

Antikörper und 7-AAD gefärbt werden. 
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Für die Kryokonservierung wurden die Zellen einmal mit 1 mL Staining Puffer 

gewaschen und anschließend in 1 mL Einfriermedium (10% DMSO + 90% FBS) 

bei -80 °C gelagert.  

Zum Färben der Zellen wurden diese einmal mit 1 mL Staining Puffer gewaschen 

und das Zellpellet erneut in 100 µL BD Cytofix/Cytoperm Puffer resuspendiert. Nach 

5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit 1 mL 1x BD 

Perm/Wash Puffer gewaschen. Anschließend wurde die Zellpellet mit 100 µL einer 

DNase Lösung (Endkonzentration: 300 µg/mL DNase) resuspendiert und für 1 h bei 

37 °C inkubiert. Durch diesen Schritt wird das in der DNA eingebaute BrdU wieder 

freigesetzt und kann von dem anti-BrdU Antikörper gebunden werden. Nach 

Inkubation mit DNase wurden die Zellen mit 1 mL 1x BD Perm/Wash Puffer 

gewaschen und bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 µl BD 

Perm/Wash Puffer mit anti-BrdU Antikörper resuspendiert (Antikörperstocklösung 

1:50 in BD Perm/Wash Puffer verdünnt) und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit 1 mL 1x BD Perm/Wash Puffer gewaschen. Das 

Zellpellet wurde in 20 µL 7-AAD Lösung resuspendiert, dann wurde 1 mL Staining 

Puffer hinzugefügt und die Proben durchflusszytometrisch analysiert.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Expression von CDK11 im NZK 

Zunächst wurde untersucht, ob CDK11 in den NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 

769-P exprimiert wird. Hierzu wurden die Lysate der unbehandelten Zellen (Wildtyp) 

mittels SDS-PAGE und anschließender Immunoblot-Analyse untersucht. Die 

folgende Abbildung 8 zeigt eine starke Expression von CDK11p110 in allen 3 

Zelllinien, bei denen lediglich die p110-Isoform jederzeit exprimiert war.   

 

 

Abbildung 8: CDK11 Expression in den NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P. Die Zellen 
wurden lysiert und 30 µg Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

In allen 3 untersuchten Zelllinien ist eine deutliche Expression von CDK11 

nachgewiesen. 

 

4.2 Reduzierte CDK11 Expression im NZK mittels siRNA 

Für die weiteren funktionellen Analysen wurde die CDK11 Expression in den NZK 

Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P mittels siRNA moduliert. Hierfür wurden die Zellen 

wie unter 3.2.1.4 beschrieben entweder mit einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 

und si2) oder mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA mit Hilfe von Lipofectamin 

transfiziert und 48 h später lysiert. Anschließend wurden 30 µg Protein auf einem 

SDS-Gel der Größe nach aufgetrennt und mittels Immunoblot-Analyse untersucht. In 

Abbildung 9 ist ein repräsentativer Western Blot des CDK11 Knockdowns aus in den 

Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P gezeigt (n = 3). 
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Abbildung 9: Immunoblot-Analyse des CDK11 Knockdowns: Die Zellen wurden 72 h nach 
Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

In allen drei Zelllinien ist eine verminderte CDK11 Expression nach erfolgter 

Transfektion mit CDK11-spezifischer siRNA (si1 und si2) zu sehen. Die Kontrolle mit 

unspezifischer siRNA zeigt hingegen eine hohe CDK11 Expression, die mit der 

CDK11 Expression in Wildtyp-Zellen (vgl. Abbildung 8) vergleichbar ist.  

 

4.3 Einfluss der CDK11 Expression auf das Zellwachstum 

In diesem Versuch wurde untersucht, wie sich die Expression von CDK11 auf das 

Zellwachstum auswirkt. Dazu wurden die Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P mit 

CDK11-spezifischer siRNA (si1 und si2), sowie einer Kontroll-siRNA durch 

Lipofektion transfiziert und ausgesät. Nach 24 h, 48 h und 72 h wurde die Zellzahl mit 

Hilfe des CASY-Zellzählersystems ermittelt. 

Der Einfluss der CDK11 Expression auf das Wachstum der ACHN Zellen ist in 

Abbildung 10 dargestellt, wobei die Anzahl vitaler Zellen zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach der Transfektion gezeigt wird. 

 

 

Abbildung 10: Auswirkungen der CDK11 Expression auf das Zellwachstum der ACHN Zelllinie. 
Die Zellzahl der ACHN Zellen wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 
5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) 
ermittelt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 
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Die Zellzahl in den Kontroll-Zellen (scram) nimmt über 72 h kontinuierlich zu. Das 

Zellwachstum in diesen Zellen ist tendenziell höher verglichen zu den beiden mit den 

CDK11 siRNAs transfizierten Zellen, jedoch kann hier kein signifikanter Unterschied 

beobachtet werden.  

 

Abbildung 11 zeigt den Einfluss der CDK11 Expression auf das Wachstum der 786-O 

Zellen. Dargestellt ist die Anzahl vitaler Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Transfektion. 

 

 

Abbildung 11: Auswirkung der CDK11 Expression auf das Zellwachstum der 786-O Zelllinie. 
Die Zellzahl der 786-O Zellen wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 
5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) 
ermittelt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

Die Zellzahl in den Kontroll-Zellen (scram) nimmt über 72 h kontinuierlich zu. Das 

Zellwachstum in diesen Zellen ist tendenziell höher verglichen zu den beiden mit den 

CDK11 siRNAs transfizierten Zellen, jedoch kann hier kein signifikanter Unterschied 

beobachtet werden.  

 

In Abbildung 12 sind die Ergebnisse des Zellzahl-Assays der 769-P Zelllinie 

zusammengefasst. Abgebildet ist die Anzahl vitaler Zellen zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach der Transfektion. Man sieht einen kontinuierlichen Zuwachs der 

Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert sind, über einen Zeitraum von 72 h. Das 

Zellwachstum in diesen Zellen ist signifikant höher verglichen zu den beiden mit den 

CDK11-spezifischen siRNA transfizierten Zellen (p = 0,0002; p = 0,0027).  
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Abbildung 12: Auswirkung der CDK11 Expression auf das Zellwachstum der 769-P Zelllinie. Die 
Zellzahl der 769-P Zellen wurde 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 5 nM 
einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) 
ermittelt. Zum Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (** p < 0,01, *** p < 0,001). 

In allen drei Zelllinien konnte ein Unterschied im Zellwachstum beobachtet werden. 

Die mit unspezifischer Kontroll-siRNA transfizierten Zellen hatten nach 72 h eine 

höhere Anzahl vitaler Zellen, verglichen zu den mit CDK11-spezifischer siRNA 

transfizierten Zellen.  

In den folgenden Experimenten soll untersucht werden, ob dieser Effekt einer 

geringeren Proliferation oder einer erhöhten Apoptose-Neigung zugeschrieben 

werden kann.  

 

4.4 Einfluss der CDK11 Expression auf unterschiedliche 

Signalwege  

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Zellwachstum 

in den Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P in den mit CDK11-spezifischer siRNA 

behandelter Zellen vermindert ist. Im Folgenden soll auf Proteinebene untersucht 

werden, welche Auswirkungen eine verminderte CDK11 Expression auf bestimmte 

Signalwege hat. Hierbei wurde die Expression von Schlüsselproteinen der 

wichtigsten Signalwege, wie der PI3-K/AKT Signalweg, der NF-B Signalweg und die 

ERK1/2-Kaskade untersucht [145-149].  

In der folgenden Abbildung 13 wird ein repräsentativer Western Blot, der die 

Expressionspiegel von AKT und dessen Phosphoform in Abhängigkeit der CDK11 

Expression zeigt, dargestellt (n = 3). 
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Abbildung 13: Immunoblot-Analyse der (A) AKT und (B) pAKT Expression in Abhängigkeit der 
CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 
10 %igen SDS-Gel analysiert. 

In den Zelllinien ACHN und 786-O ist kein Unterschied in der AKT Expression zu 

beobachten (Abbildung 13A). In den 769-P Zellen hingegen ist die AKT Expression in 

den Zellen mit induziert-verminderter CDK11 Expression ebenfalls reduziert. Auch 

die AKT Phosphorylierung ist in den 769-P Zellen merklich vermindert (Abbildung 

13B).  

 

Die folgende Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot der p70-S6-Kinase 

Expression und dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der CDK11 Expression. 

Die p70-S6-Kinase reguliert Zellwachstum, indem sie für die Proteinsynthese 

relevante Komponenten induziert. Als Zielstruktur des mTOR-Komplexes wird die 

p70-S6-Kinase auch indirekt durch AKT reguliert.  

In der Expression von p70-S6-Kinase können keine eindeutigen Unterschiede 

bezüglich der Abhängigkeit von der CDK11 Expression beobachtet werden. Auch die 

Phosphorylierung dieser Kinase ist durch CDK11 Expression nicht verändert.  

 

 

 

 

 

 

B 
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Abbildung 14: Immunoblot-Analyse der (A) p70-S6-Kinase und (B) pp70-S6-Kinase Expression 
in Abhängigkeit der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

In Abbildung 15 ist ein repräsentativer Western Blot der S6-Kinase Expression und 

dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der CDK11 Expression gezeigt. Als 

Zielstruktur der p70-S6-Kinase wird die S6-Kinase von dieser phosphoryliert und 

kann in der Folge die Translation hochregulieren, wodurch die Zellproliferation und 

das Zellwachstum gefördert werden.  

 

 

 

 

Abbildung 15: Immunoblot-Analyse der (A) S6-Kinase und (B) pS6-Kinase Expression in 
Abhängigkeit der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

In der Expression von S6-Kinase können keine eindeutigen Unterschiede bezüglich 

der Regulation durch CDK11 beobachtet werden. Auch die Phosphorylierung dieser 

Kinase ist durch CDK11 Expression nicht verändert. 

Die folgende Abbildung stellt einen repräsentativen Western Blot der ERK 

Expression und dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der CDK11 Expression. 

ERK1/2 (extracellular-signal regulated Kinase) ist ein wichtiger Bestandteil einer 

B 

A 

B 

A 
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dreistufigen Kinase-Kaskade (MAPK-Kaskade), die grundlegende zelluläre Prozesse, 

darunter Zellproliferation und -differenzierung, reguliert.  

 

 

 

 

Abbildung 16: Immunoblot-Analyse von (A) ERK1/2 und (B) pERK1/2 Expression in 
Abhängigkeit der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 15 %igen SDS-Gel analysiert. 

Die Expression von ERK1/2 zeigt keine Regulation durch CDK11. Auch die 

Phosphorylierung dieser Kinase scheint nicht durch CDK11 beeinflusst zu werden.  

 

In der nächsten Abbildung ist ein repräsentativer Western Blot der IB- Expression 

und dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der CDK11 Expression dargestellt. 

IB- fungiert als Inhibitor von NF-B. Durch Bindung an NF-B wird verhindert, dass 

dieser Transkriptionsfaktor in den Zellkern translozieren kann [150]. Die 

Phosphorylierung von IB- markiert dieses Protein für den proteasomalen Abbau, 

wodurch es zu einer Aktivierung des NF-B Signalweges kommt.  

 

 

 

 

Abbildung 17: Immunoblot-Analyse von (A) IB- und (B) pIB- Expression in Abhängigkeit 

der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf 
einem 15 %igen SDS-Gel analysiert. 

Es kann kein Unterschied in der Expression von IB- beobachtet werden. Auch die 

Phosphorylierung dieses Proteins scheint nicht reguliert zu sein.  
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In den 769-P Zellen konnte jedoch eine verminderte AKT-Expression mit 

verminderter Phosphorylierung beobachtet werden. Als zentrales Protein in 

verschiedenen zellulären Prozessen reguliert AKT Zellwachstum, Proliferation und 

die Apoptose. 

Im Folgenden wird die Zellproliferation in den drei NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 

769-P genauer betrachtet. 

 

4.5 Einfluss der CDK11 Expression auf die Proliferation 

Zur Analyse der Zellproliferation unter verminderter CDK11 Expression wurde der 

Bromdesoxyuridin-Assay (BrdU) herangezogen. Hierfür wurden die Zelllinien ACHN, 

786-O und 769-P 72 h nach Transfektion mit CDK11 siRNA für 1 h mit BrdU inkubiert 

und anschließend mittels Durchflusszytometrie der Einbau dieses Nukleosids 

während der S-Phase ermittelt. Zusätzlich wurde durch eine intrazelluläre Färbung 

mit 7-AAD die Verteilung der Zellen in G1-, S- und G2/M-Phase untersucht.   

In Abbildung 11 ist die Verteilung der unterschiedlich transfizierten ACHN Zellen in 

G1-, S- und G2/M-Phase dargestellt.  

 

Abbildung 18: Einfluss von CDK11 Expression auf die Proliferation der ACHN Zelllinie. Die 
Proliferation der ACHN Zellen wurde 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer 
CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) mittels BrdU 
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit 
Standardfehler (* p < 0,05). 

Der Großteil (ca. 80 %) aller ACHN Zellen befinden sich in der G1-Phase, wobei die 

CDK11 Expression hier keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellen auszuüben 

scheint. Jedoch befinden sich signifikant nach Transfektion mit CDK11 siRNA 2 mehr 

Zellen in der G1-Phase (p = 0,0262) und tendenziell weniger Zellen in der S-Phase.  
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Abbildung 19 zeigt die Verteilung unterschiedlich transfizierten 786-O Zellen in G1-, 

S- und G2/M-Phase.  

 

Abbildung 19: Einfluss von CDK11 Expression auf die Proliferation der 786-O Zelllinie. Die 
Proliferation der 786-O Zellen wurde 72 h nach Behandlung mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer 
CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) mittels BrdU 
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit 
Standardfehler (* p < 0,05). 

Die 786-O Zellen befinden sich größtenteils in der G2/M-Phase. Auch hier ist die 

CDK11 Expression nicht ausschlaggebend für die Verteilung der Zellen. Innerhalb 

der einzelnen Phasen können keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit 

CDK11-spezifischer siRNA transfizierter Zellen und denen, die mit einer 

Kontroll-siRNA transfiziert wurden, beobachtet werden.  

 

Die folgende Abbildung fasst die Verteilung der unterschiedlich transfizierten 769-P 

Zellen in G1-, S- und G2/M-Phase zusammen. 

 

 

Abbildung 20: Einfluss von CDK11 Expression auf die Proliferation der 769-P Zelllinie. Die 
Proliferation der 769-P Zellen wurde 72 h nach Behandlung mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer 
CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) mittels BrdU 
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit 
Standardfehler (* p < 0,05). 
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Die 769-P Zellen reichern sich vor allem in der G1-Phase an. Die CDK11 Expression 

scheint hierbei für die Verteilung der Zellen nicht ausschlaggebend zu sein. Auch in 

der G2/M-Phase konnten in allen drei Zelllinien mehr Events detektiert werden. 

Hierbei gibt es eine signifikante Erhöhung der Zellzahlen von den beiden mit CDK11-

spezifischer siRNA behandelter Zellen verglichen zu den mit unspezifischer siRNA 

behandelter Kontrollzellen (psi1 = 0,0107, psi2 = 0,0164). Weiterhin befinden sich in 

der S-Phase tendenziell weniger Zellen, die einen CDK11 Knockdown aufweisen.  

 

Die CDK11 Expression scheint die Proliferation in allen 3 Zelllinien kaum zu 

beeinflussen.  

 

4.6 Einfluss der CDK11 Expression auf den zytotoxischen Effekt 

verschiedener Substanzen 

In diesem Versuch wurde untersucht, ob eine verminderte CDK11 Expression einen 

sensitivierenden Effekt auf unterschiedliche Therapeutika hat. Hierfür wurden die 

NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P mit den beiden konventionellen Therapeutika 

Sunitinib und Everolimus, sowie dem bisher nur experimentell genutzten 

Therapeutikum ABT-737 behandelt.  

ABT-737 wird zu den niedermolekularen Arzneimitteln gezählt und kann durch die 

Bindung an die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w Apoptose 

induzieren [37].  

Der Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib ist zur Behandlung des 

fortgeschrittenen oder metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen [2]. Durch die 

Hemmung der Rezeptor-Tyrosinkinasen und aller damit verbundenen down stream 

Effekte werden Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasenbildung inhibiert.  

Everolimus findet als Ausweichpräparat beim metastasierten Nierenzellkarzinom 

Verwendung [25]. Das Rapamycin-Derivat bindet an mTOR (mammalian Target of 

Rapamycin), wodurch dieses Protein inaktiviert wird und keine weiteren 

Proteinkomplexe bilden kann. Als Folge dieser Inhibition sind die 

Signaltransduktionswege des beiden Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC2 und 

damit verbunden die Transkription und Translation einiger Proteine verhindert [151]. 
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Die ACHN Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 48 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst.  

 

Tabelle 12: Zusammenfassung der Substanzen für den KV Assay mit eingesetzter 
Konzentration 

Substanz Konzentration [µM] 

ABT-737 0,56 

 2,78 

 5,56 
  

Sunitinib 0,50 

 1,00 

 5,00 
  

Everolimus 0,50 

 1,00 

 

Die folgende Abbildung zeigt die relative Anzahl der ACHN Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen.  

 

 

Abbildung 21: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 
5,56 µM ABT-737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten (N=2 für [ABT-737]=0,56 
µM) mit Standardfehler (*** p < 0,001). 

 

Mit zunehmender ABT-737 Konzentration kann eine verminderte Zellzahl der mit si1 

transfizierten Zellen beobachtet werden. Bei einer ABT-737 Konzentration von 
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5,56 µM ist die Anzahl diese Zellen signifikant reduziert, verglichen zu den 

Kontrollzellen (p < 0,0001).  

 

In der folgenden Abbildung wird die relative Anzahl der ACHN Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen Sunitinib Konzentrationen dargestellt. 

 

Abbildung 22: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 
5,0 µM Sunitinib inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler 
(*** p < 0,001). 

 

Bereits 0,5 µM Sunitinib führen in den ACHN Kontroll-Zellen (scram) zu einer hoch 

signifikanten Verminderung der Zellzahl, verglichen zu den beiden ACHN Zelllinien 

mit verminderter CDK11 Expression. Diese deutliche Abweichung ist auch in den 

beiden höheren Konzentrationen zu beobachten.  

 

In Abbildung 23 ist die relative Anzahl an ACHN Zellen in Prozent in Abhängigkeit 

der zugegebenen Everolimus Konzentration zusammengefasst. 
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Abbildung 23: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen 
wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM bzw. 1,0 µM 
Everolimus inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten (si2: n = 1) mit Standardfehler 
(* p < 0,05, ** p 0,01, *** p < 0,001). 

 

Bereits 0,5 µM Everolimus führen in den ACHN Kontroll-Zellen (scram) zu einer 

signifikanten Verminderung der Zellzahl, verglichen zu den beiden ACHN Zelllinien 

mit verminderter CDK11 Expression. Diese deutliche Abweichung ist auch bei der 

Behandlung mit 1 µM Everolimus zu sehen.  

 

Die 786-O Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 48 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst. In 

der folgenden Abbildung ist die relative Anzahl der 786-O Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen dargestellt. 



 

 60 

 

Abbildung 24: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 
5,56 µM ABT-737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler.  

Die Behandlung der 786-O Zellen mit 0,56 µM bzw. 2,78 µM ABT-737 zeigt keine 

eindeutigen Auswirkungen auf die Zellzahl. Bei einer ABT-737 Konzentration von 

5,56 µM ist die Zellzahl der 786-O Zelllinie mit verminderter CDK11 Expression 

tendenziell etwas geringer als in der 786-O Kontroll-Zellen.  

 

Abbildung 25 zeigt die relative Zellzahl der 786-O Zellen in Prozent in Abhängigkeit 

der zugegebenen Sunitinib Konzentrationen.  

 

Abbildung 25: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) behandelt und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 
5,0 µM Sunitinib inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler 
(** p < 0,01, *** p < 0,001).  

Die relative Zellzahl nimmt in den beiden Zelllinien mit verminderter CDK11 

Expression tendenziell zu, wohingegen die relative Zellzahl in den Kontroll-Zellen 

(scram) vor allem bei einer Sunitinib Konzentration von 5 µM abnimmt. Dabei ist 
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unabhängig von der Sunitinib Konzentration die Zellzahl in den Zelllinien mit 

verminderter CDK11 Expression (si2, si1 ab 5 µM Sunitinib) signifikant erhöht.  

 

In der folgenden Abbildung ist die relative Zellzahl der 786-O Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen Everolimus Konzentrationen dargestellt. 

 

 

Abbildung 26: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen 
wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) behandelt und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM bzw. 1,0 µM 
Everolimus inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05, 
** p < 0,01). 

 

Die relative Zellzahl in den beiden Zelllinien mit verminderter CDK11 Expression 

bleibt nahezu unverändert, wohingegen die relative Zellzahl in den Kontroll-Zellen 

(scram) bereits bei einer Konzentration von 0,5 µM Everolimus abnimmt. Dabei ist 

unabhängig von der Everolimus Konzentration die Zellzahl in den diesen Zelllinien 

signifikant niedriger als in den beiden 786-O Zelllinien mit verminderter CDK11 

Expression. 

 

Die 769-P Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 24 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst. In 

der folgenden Abbildung ist die relative Anzahl der 769-P Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen dargestellt. 
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Abbildung 27: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 24 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 
5,56 µM ABT-737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler 
(*** p < 0,001).  

 

In den beiden Zelllinien mit geringer CDK11 Expression ist ab einer Konzentration 

von 2,78 µM ABT-737 eine hochsignifikante Reduktion der Zellzahl zu beobachten. 

Während sich die Zellzahl der Kontrollzellen bei einer ABT-737 Konzentration von 

5,56 µM um etwa 20 % verringert, ist die Zellzahl in den beiden Zelllinien mit 

verminderter CDK11 Expression um mehr als 50 % reduziert.  

 

Die Abbildung 28 fasst die Ergebnisse der mit Sunitinib behandelten 769-P Zellen 

zusammen. Dargestellt ist die relative Zellzahl in Prozent in Abhängigkeit der 

zugegebenen Sunitinib Konzentrationen.  
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Abbildung 28: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) behandelt und 24 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 
5,0 µM Sunitinib inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler 
(* p < 0,05, ** p < 0,01). 

Erst ab einer Konzentration von 5 µM Sunitinib können signifikante Unterschiede 

zwischen den mit unspezifischer siRNA (scram) und mit CDK11-spezifischer siRNA 

(si1 und si2) behandelter 769-P Zellen beobachtet werden. Hierbei ist die Zellzahl in 

den CDK11 knockdown Zellen signifikant höher als in den Kontrollzellen. Während 

die Anzahl dieser Zellen geringer wird, nimmt die Anzahl der beiden anderen Zellen 

tendenziell zu.  

 

In der folgenden Abbildung ist die Auswirkung von Everolimus auf die 769-P Zellen 

mit und ohne verminderter CDK11 Expression zusammengefasst. 

 

Abbildung 29: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 24 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM bzw. 1,0 µM 
Everolimus inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05). 
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Während die relative Zellzahl in den mit unspezifischer siRNA behandelten Zellen um 

etwa 25 % abnimmt, nimmt die Anzahl der mit CDK11-spezifischer siRNA 

behandelter Zellen um knapp 25 % zu. Hier ist ein signifikanter Unterschied zwischen 

den beiden 769-P Zelllinien zu beobachten. 

 

Der CDK11 Knockdown führt in den drei NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P zu 

einer gesteigerten Sensitivität gegenüber ABT-737, was sich durch eine deutliche 

Verminderung der relativen Zellzahl und somit der Viabilität bemerkbar macht. Daher 

soll im Folgenden untersucht werden, ob dieser Effekt auf eine erhöhte 

Apoptoseinduktion zurückzuführen ist.  

 

4.7 Wirkung von ABT-737 auf NZK Zelllinien mit CDK11 Knockdown 

In diesem Versuch wurde untersucht, inwiefern die CDK11 Expression einen Einfluss 

auf die Apoptose ausübt und ob der bei 4.6 beobachtete Effekt von ABT-737 zur 

erhöhten Apoptose-Rate führt. Dazu wurden die Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P 

48 h nach Transfektion für weitere 24 h mit ABT-737 inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen mit Annexin V und 7-AAD gefärbt und die Apoptose-Rate mittels 

Durchflusszytometrie ermittelt.  

In der folgenden Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Apoptoseuntersuchung der 

ACHN Zelllinie zusammengefasst. Dargestellt ist die Apoptose-Rate in Abhängigkeit 

der ABT-737 Konzentration.   

 

Abbildung 30: Apoptose-Rate von ACHN nach 24-stündiger Behandlung mit ABT-737. Die 
ACHN Zellen wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) 
oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und die Apoptose-Rate nach Behandlung 
mit 10 µM bzw. 20 µM ABT-737 durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 
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In Abbildung 30 kann keine erhöhte oder erniedrigte Apoptose-Rate in den mit 

CDK11-spezifischer siRNA transfizierten Zellen verglichen zu den mit Kontroll-siRNA 

transfizierten Zellen beobachtet werden. Demnach scheint die CDK11 Expression in 

der ACHN Zelllinie keine Auswirkungen auf die Apoptose zu haben. Deutlich zu 

sehen ist jedoch, dass Zellen mit CDK11 Knockdown tendenziell eine höhere 

Apoptose-Rate aufweisen (vgl. 0 µM ABT-737).  

 

Die folgende Abbildung zeigt die Apoptose-Rate in der 786-O Zelllinie in 

Abhängigkeit der ABT-737 Konzentration.  

 

 

Abbildung 31: Apoptose-Rate von 786-O nach 24-stündiger Behandlung mit ABT-737. Die 
786-O Zellen wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) 
oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und die Apoptose-Rate nach Behandlung 
mit 10 µM bzw. 20 µM ABT-737 durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

Mit erhöhter ABT-737 Konzentration nimmt auch die Apoptose-Rate in allen Zelllinien 

tendenziell zu. Jedoch können keine durch CDK11 Expression bedingte signifikante 

Unterschiede beobachtet werden. Auch diese Zellen zeigen unter CDK11 

Knockdown ohne ABT-737 Behandlung tendenziell eine höhere Apoptose-Rate.  

 

In Abbildung 32 ist die Apoptose-Rate der 769-P Zelllinie in Abhängigkeit der 

ABT-737 Konzentration dargestellt.  
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Abbildung 32: Apoptose-Rate von 769-P nach 24-stündiger Behandlung mit ABT-737. Die 769-P 
Zellen wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer CDK11-spezifischen siRNA (si1 und si2) oder 
5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und die Apoptose-Rate nach Behandlung mit 5 
µM bzw. 10 µM ABT-737 durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05). 

 

Mit erhöhter ABT-737 Konzentration nimmt auch die Apoptose-Rate in allen Zelllinien 

zu. Bereits mit einer ABT-737 Konzentration von 5 µM ist eine deutliche Tendenz zu 

beobachten: 769-P Zellen mit verringerter CDK11 Expression weisen eine höhere 

Apoptose-Rate auf als 769-P Zellen mit normaler CDK11 Expression. Dieser 

Unterschied wird bei einer ABT-737 Konzentration von 10 µM signifikant 

(p = 0,0407).  

 

In allen drei NZK Zelllinien war die Apoptose in den mit CDK11-spezifischer siRNA 

transfizierten Zellen tendenziell höher als in den Zellen mit normaler CDK11 

Expression. Die Behandlung mit ABT-737 hat diese Neigung in den 769-P Zellen 

signifikant erhöht gegenüber den Kontroll-Zellen. Hier konnte auch der stärkste 

zytotoxische Effekt von ABT-737 beobachtet werden.  

Aufgrund der tendenziell höheren Apoptoseneigung der CDK11 Knockdown Zellen 

wurde als nächstes die Expression von pro- und anti-apoptotischen Proteinen 

untersucht.  
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4.8 Einfluss der CDK11 Expression auf die Apoptose 

Um zu untersuchen, inwiefern CDK11 die Apoptose reguliert, wurde die Expression 

einiger pro- und anti-apoptotischer Proteine mittels Immunoblot analysiert. In 

Tabelle 13 sind diese Proteine kurz zusammengefasst [152].  

  

Tabelle 13: Zusammenfassung der Apoptose regulierenden Proteine 

Protein Wirkung 

Mcl-1 anti-apoptotisch 

Bcl-xL anti-apoptotisch 

Bcl-2 anti-apoptotisch 
  

Bim pro-apoptotisch 

Bak pro-apoptotisch 

Bax pro-apoptotisch 

 

Abbildung 33 zeigt einen repräsentativen Western Blot der Expression der anti-

apoptotischen Proteine Mcl-1, Bcl-xL und Bcl-2 in Abhängigkeit der CDK11 

Expression. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Immunoblot-Analyse der (A) Mcl-1, (B) Bcl-xL und (C) Bcl-2 Expression in 
Abhängigkeit der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem (A+C) 10 %igen und (B) 15 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

B 

A 

C 
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Mcl-1 unterliegt keiner CDK11 abhängigen Regulation (Abbildung 33A), Bcl-xL zeigt 

eine geringe Verminderung in den 786-O Knockdown-Zellen (Abbildung 33B). Bei 

den ACHN bzw. 769-P Zellen zeigt sich keine Veränderung. Das Protein Bcl-2 ist in 

den beiden Zelllinien ACHN und 769-P deutlich geringer exprimiert, verglichen zu 

den jeweiligen Kontroll-Zellen mit regulärer CDK11 Expression. Die 786-O Zellen 

exprimieren kein Bcl-2. 

 

Die folgende Abbildung 34 fasst die repräsentativen Western Blots der Expression 

der pro-apoptotischen Proteine Bim, Bak und Bax in Abhängigkeit der CDK11 

Expression zusammen. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 34: Immunoblot-Analyse der (A) Bim, (B) Bak und (C) Bax Expression in 
Abhängigkeit der CDK11 Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 15 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

Die Expression von Bim in den ACHN Zellen (Abbildung 34A) ist in den mit CDK11-

spezifischer siRNA transfizierten Zellen etwas erniedrigt. Dieser Trend ist auch in 

den 769-P Zelllinien zu beobachten: auch hier zeigen die Zellen mit verminderter 

CDK11 Expression ebenfalls eine verminderte Bim Expression. In den 786-O Zellen 

kann kein Effekt beobachtet werden.  

Die beiden Proteine Bak und Bax (Abbildung 34B und 34C) zeigen keine 

Unterschiede in den Expressionen. 

 

B 

A 

C 
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4.9 Einfluss der CDK11 Expression auf die Autophagie 

Ferner wurde untersucht, ob eine verminderte CDK11 Expression den 

autophagischen Flux der NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P beeinflusst. Hierfür 

wurden die Expression der beiden Autophagiemarker LC3 und p62 untersucht [153]. 

In der folgenden Abbildung 35 ist ein repräsentativer Blot der LC3 Expression in 

Abhängigkeit der CDK11 Expression gezeigt. 

 

 

Abbildung 35: Immunoblot-Analyse der LC3 Expression in Abhängigkeit der CDK11 
Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 15 %igen 
SDS-Gel analysiert. 

 

Die Expression von LC3 zeigt keine Regulation durch CDK11. In allen Zelllinien ist 

die LC3 Expression ähnlich hoch. 

 

Der repräsentative Blot der p62 Expression in Abhängigkeit der CDK11 Expression 

ist in Abbildung 36 zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 36: Immunoblot-Analyse der p62 Expression in Abhängigkeit der CDK11 
Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 15 %igen 
SDS-Gel analysiert. 

Auch die Expression von p62 zeigt in allen drei Zelllinien keine klare Regulation 

durch CDK11.  

 

Die Expression von CDK11 steht somit in keinem direkten Zusammenhang mit den 

beiden Autophagiemarkern LC3 und p62.  
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4.10 Einfluss von CDK11 Expression auf den Zellzyklus 

Da CDK11 unter anderem bei der Zellzykluskontrolle eine wichtige Rolle spielt, 

wurde in diesem Versuch untersucht, ob auch die Expression von weiteren für den 

Zellzyklus wichtigen Proteinen durch CDK11 reguliert werden.  

 

In Abbildung 37 wird ein repräsentativer Blot der p21 Expression in Abhängigkeit der 

CDK11 Expression gezeigt. P21 ist ein Protein mit zellzyklusinhibitorischen 

Eigenschaften [154].  

 

 

Abbildung 37: Immunoblot-Analyse der p21 Expression in Abhängigkeit der CDK11 
Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 15 %igen 
SDS-Gel analysiert. 

 

Betrachtet man die Expression von p21 in den Zellen mit physiologischer CDK11 

Expression mit den Zellen, in denen die CDK11 Expression vermindert ist, so stellt 

man fest, dass p21 keiner Regulation durch CDK11 unterliegt.  

 

Die Abbildung 38 zeigt einen repräsentativen Blot der E2F1 Expression in 

Abhängigkeit der CDK11 Expression.  

 

 

Abbildung 38: Immunoblot-Analyse der E2F1 Expression in Abhängigkeit der CDK11 
Expression. Die Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 10 %igen 
SDS-Gel analysiert. 

 

In den ACHN Zellen kann man in den mit CDK11-spezifischer siRNA transfizierten 

Zellen eine geringere Expression von E2F1 beobachtet werden. In den 769-P Zellen 

ist dieser Trend noch deutlicher zu sehen. Demnach scheint hier das Fehlen von 

CDK11 eine Auswirkung auf die E2F1 Expression zu haben, nämlich eine ebenfalls 

reduzierte Expression.  
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Aufgrund dieses Ergebnisses wurde in den NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P 

für die folgenden Versuche ein E2F1 Knockdown durchgeführt und die Einflüsse der 

E2F1 Expression auf Zellwachstum, verschiedene Signalwege und die 

Sensibilisierung gegenüber bestimmten Therapeutika untersucht.  

 

4.11 Reduzierte E2F1 Expression im NZK mittels siRNA 

Die E2F1 Expression in den NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P wurde mittels 

siRNA moduliert. Hierfür wurden die Zellen nach 3.2.1.4 beschrieben entweder mit 

einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA 

mit Hilfe von Lipofectamin transfiziert und 48 h später lysiert. Anschließend wurden 

30 µg Protein auf einem SDS-Gel der Größe nach aufgetrennt und mittels 

Immunoblot-Analyse untersucht. In Abbildung 39 ist ein repräsentativer Western Blot 

des E2F1 Knockdowns aus in den Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P gezeigt (n = 3). 

 

 

Abbildung 39: Immunoblot-Analyse des E2F1 Knockdowns: Die Zellen wurden 72 h nach 
Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

In allen drei Zelllinien ist eine verminderte E2F1 Expression nach erfolgter 

Transfektion mit E2F1-spezifischer siRNA (si1) zu sehen. Die Kontrolle mit 

unspezifischer siRNA zeigt hingegen eine hohe E2F1 Expression, diese ist in den 

769-P Zellen deutlich höher als in den anderen beiden NZK Zelllinien.   

 

4.12 Einfluss der E2F1 Expression auf das Zellwachstum 

In diesem Versuch wurde untersucht, wie sich die Expression von E2F1 auf das 

Zellwachstum auswirkt. Dazu wurden die Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P mit 

E2F1-spezifischer siRNA (si1), sowie einer Kontroll-siRNA durch Lipofektion 

transfiziert und ausgesät. Nach 48 h und 72 h wurde die Zellzahl mit Hilfe des CASY-

Zellzählersystems ermittelt. 
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Der Einfluss der E2F1 Expression auf das Wachstum der ACHN Zellen ist in 

Abbildung 40 dargestellt, wobei die Anzahl vitaler Zellen zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach der Transfektion gezeigt wird. 

 

 

Abbildung 40: Auswirkungen der E2F1 Expression auf das Zellwachstum der ACHN Zelllinie. 
Die Zellzahl der ACHN Zellen wurde 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 5 nM 
einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) ermittelt. Zum 
Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen 
Experimenten mit Standardfehler. 

 

Nach 48 h ist die Anzahl der ACHN Zellen mit einer verminderten E2F1 Expression 

tendenziell geringer als die der ACHN Zellen mit regulärer E2F1 Expression. Diese 

Tendenz wird nach 72 h noch deutlicher.  

 

In der folgenden Abbildung ist der Einfluss der E2F1 Expression auf das 

Zellwachstum der 786-O Zellen dargestellt, wobei die Anzahl vitaler Zellen zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion gezeigt wird. 
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Abbildung 41: Auswirkungen der E2F1 Expression auf das Zellwachstum der 786-O Zelllinie. 
Die Zellzahl der 786-O Zellen wurde 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 5 nM 
einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) ermittelt. Zum 
Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen 
Experimenten mit Standardfehler. 

 

Zu keinem Zeitpunkt können Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien 

beobachtet werden. Die E2F1 Expression scheint in den 786-O Zellen keinen 

Einfluss auf die Proliferationsrate zu haben.  

 

In Abbildung 42 ist der Einfluss der E2F1 Expression auf das Zellwachstum der 

769-P Zellen zusammengefasst. Gezeigt ist die Anzahl vitaler Zellen zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion.  

 

 

Abbildung 42: Auswirkungen der E2F1 Expression auf das Zellwachstum der 769-P Zelllinie. 
Die Zellzahl der 769-P Zellen wurde 48 h und 72 h nach Transfektion mit LipofectaminTM 2000, 5 nM 
einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen siRNA (scram) ermittelt. Zum 
Zeitpunkt 0 h wurden 400.000 Zellen ausgesät. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen 
Experimenten mit Standardfehler (*** p = 0,001). 
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Nach 48 h ist die Anzahl der 769-P Zellen mit einer verminderten E2F1 Expression 

tendenziell geringer als die der 769-P Zellen mit regulärer E2F1 Expression. Diese 

Beobachtung wird nach 72 h hochsignifikant: während sich die mit Kontroll-siRNA 

transfizierten Zellen fast verdoppeln, wird die Zellzahl in den mit E2F1-spezifischer 

siRNA transfizierten Zellen kaum höher.  

Da in Abbildung 39 gezeigt werden konnte, dass 769-P Zellen die höchste E2F1 

Expression aufweisen, war zu erwarten, dass ein Knockdown dieses Proteins die 

769-P Zellen am stärksten beeinflussen kann.  

 

In den folgenden Experimenten soll untersucht werden, ob dieser Effekt einer 

geringeren Proliferation oder einer erhöhten Apoptose-Neigung zugeschrieben 

werden kann.  

 

4.13 Einfluss der E2F1 Expression auf unterschiedliche Signalwege 

Wie auch in den vorangegangenen Experimenten mit CDK11 Knockdown soll in 

diesem Versuch auf Proteinebene untersucht werden, welche Auswirkungen eine 

verminderte E2F1 Expression auf bestimmte Signalwege hat. Hierzu wurden die 

ACHN, 786-O und 769-P Zellen wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 48 h 

später lysiert. Anschließend wurden 30 µg Protein auf einem SDS-Gel der Größe 

nach aufgetrennt und mittels Immunoblot-Analyse untersucht. 

In der folgenden Abbildung 43 wird ein repräsentativer Western Blot der die 

Expressionspiegel von AKT und dessen Phosphoform in Abhängigkeit der E2F1 

Expression gezeigt (n = 3). 
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Abbildung 43: Immunoblot-Analyse der (A) AKT und (B) pAKT Expression in Abhängigkeit der 
E2F1 Expression. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 
10 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

In allen drei Zelllinien ist kein Unterschied in der AKT Expression zu beobachten 

(Abbildung 43A). Die Phosphorylierung von AKT ist in den Zelllinien ACHN und 

769-P in den Zellen mit verminderter E2F1 Expression niedriger. 

 

Die folgende Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot der p70-S6-Kinase 

Expression und dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der E2F1 Expression. 

 

 

 

 

Abbildung 44: Immunoblot-Analyse der (A) p70-S6-Kinase und (B) pp70-S6-Kinase Expression 
in Abhängigkeit der E2F1 Expression. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

B 

A 

B 

A 
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In der Expression von p70-S6-Kinase können keine eindeutigen Unterschiede 

bezüglich der Abhängigkeit von der E2F1 Expression beobachtet werden (Abbildung 

44A). Die Phosphorylierung der p70-S6-Kinase scheint in der 769-P Zelllinie geringer 

zu sein, die Kontrollbedingung zeigt hier eine deutlich stärkere pp70-S6K Bande.  

 

In Abbildung 45 ist ein repräsentativer Western Blot der S6-Kinase Expression und 

dessen Phosphorylierung in Abhängigkeit der E2F1 Expression gezeigt. 

 

 

 

 

Abbildung 45: Immunoblot-Analyse der (A) S6-Kinase und (B) pS6-Kinase Expression in 
Abhängigkeit der E2F1 Expression. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert und 30 µg 
Protein auf einem 10 %igen SDS-Gel analysiert. 

 

In den beiden Zelllinien ACHN und 786-O können keine Unterschiede in den S6 

Expressionen und Phosphorylierungen beobachtet werden. Die 769-P Zelllinie zeigt 

eine reduzierte S6 Expression nach erfolgtem E2F1 Knockdown, auch die 

Phosphorylierung dieser Kinase wird durch eine geringere E2F1 Expression 

vermindert.  

 

4.14 Einfluss der E2F1 Expression auf den zytotoxischen Effekt 

verschiedener Substanzen 

In diesem Versuch wurde untersucht, ob eine verminderte E2F1 Expression einen 

sensitivierenden Effekt auf unterschiedliche Therapeutika hat. Hierfür wurden die 

NZK Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P mit den beiden konventionellen Therapeutika 

Sunitinib und Everolimus, sowie dem bisher nur experimentell genutzten 

Therapeutikum ABT-737 behandelt.  

 

A 

B 
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Die ACHN Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 24 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst.  

 

Die folgende Abbildung zeigt die relative Anzahl der ACHN Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen.  

 

 

 

 

Abbildung 46: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 24 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 5,56 µM 
ABT-737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

 

In Abbildung 46 ist zu beobachten, dass mit steigernder ABT-737 Konzentration die 

Zellzahl in beiden Zelllinien etwas abnimmt. Hierbei weisen die ACHN Zellen, bei 

denen die E2F1 Expression vermindert ist, tendenziell höhere Zellzahlen auf. 

 

In der folgenden Abbildung wird die relative Anzahl der ACHN Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen Sunitinib Konzentrationen dargestellt. 
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Abbildung 47: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 24 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 5,0 µM Sunitinib 
inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. Dargestellt 
ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (** p < 0,01). 

 

Mit zunehmender Sunitinib Konzentration nehmen in beiden ACHN Zelllinien die 

relativen Zellzahlen ab. Ein hochsignifikanter Unterschied zwischen Zellen mit E2F1-

reduzierter Expression und Kontrollzellen ist mit einer Sunitinib Konzentration von 

5 µM zu beobachten. Hier ist die relative Zellzahl in E2F1 Knockdown Zellen etwa 

doppelt so hoch wie in den Kontrollzellen, die eine reguläre E2F1 Expression 

aufweisen.  

 

In Abbildung 48 ist die relative Anzahl an ACHN Zellen in Prozent in Abhängigkeit 

der zugegebenen Everolimus Konzentration zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 48: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der ACHN Zellen. Die ACHN Zellen 
wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 24 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM bzw. 1,0 µM 
Everolimus inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05). 
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In Abbildung 48 ist deutlich zu sehen, dass die Behandlung mit Everolimus in den mit 

Kontroll-siRNA transfizierten Zellen zu einer starken Reduktion der relativen Zellzahl 

führt. Dieser Effekt ist in den mit E2F1-spezifischer siRNA transfizierten Zellen nicht 

zu beobachten. Mit 0,5 µM Everolimus kann hier bereits ein signifikanter Unterschied 

zwischen den beiden ACHN Zelllinien beobachtet werden.  

 

Die 786-O Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 48 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst. In 

der folgenden Abbildung ist die relative Anzahl der 786-O Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen dargestellt. 

 

 

Abbildung 49: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 5,56 µM 
ABT-737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

 

In Abbildung 49 kann durch die Inkubation der 786-O Zellen mit unterschiedlichen 

ABT-737 Konzentrationen keine signifikanten Reduktionen der relativen Zellzahlen 

beobachtet werden. Insgesamt scheinen diese Zellen kaum auf ABT-737 zu 

reagieren, auch die Zellen nicht, die eine verminderte E2F1 Expression haben.  
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Abbildung 50 zeigt die relative Zellzahl der 786-O Zellen in Prozent in Abhängigkeit 

der zugegebenen Sunitinib Konzentrationen.  

 

 

Abbildung 50: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 5,0 µM Sunitinib 
inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. Dargestellt 
ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05). 

 

In den Konzentrationen 0,5 µM und 1,0 µM Sunitinib kann kein Einfluss auf die 

relative Zellzahl der 786-O Zellen beobachtet werden, verglichen mit Zellen ohne 

Sunitinibbehandlung (0 µM Sunitinib). Jedoch kann trotzdem eine signifikant 

geringere Zellzahl in den E2F1 Knockdown Zellen beobachtet werden, verglichen zu 

den Kontrollzellen mit regulärer E2F1 Expression. Bei einer Sunitinib Konzentration 

von 5 µM ist erstmals eine eindeutige Verminderung der relativen Zellzahl in beiden 

Zelllinien zu beobachten. Hier ist die Anzahl der mit E2F1-spezifischer siRNA 

behandelter Zellen tendenziell niedriger als die mit Kontroll-siRNA transfizierten 

Zellen.  
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In der folgenden Abbildung ist die relative Zellzahl der 786-O Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen Everolimus Konzentrationen dargestellt. 

 

 

Abbildung 51: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der 786-O Zellen. Die 786-O Zellen 
wurden mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer 
unspezifischen siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 
5,0 µM Everolimus inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl 
ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

 

In Abbildung 51 ist deutlich, dass die Behandlung mit Everolimus in beiden Zelllinien 

zu einer verminderten relativen Zellzahl führt. Hierbei können zwischen den 

Kontrollzellen und den Zellen mit reduzierter E2F1 Expression keine signifikanten 

Unterschiede beobachtet werden.  
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Die 769-P Zellen wurden wie unter 3.2.1.4 beschrieben transfiziert und 48 h nach 

Transfektion mit den Substanzen ABT-737, Sunitinib und Everolimus für weitere 72 h 

inkubiert. Anschließend wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung ermittelt. 

In Tabelle 12 sind die Substanzen mit Konzentrationsangabe zusammengefasst.  

In der folgenden Abbildung ist die relative Anzahl der 769-P Zellen in Prozent in 

Abhängigkeit der zugegebenen ABT-737 Konzentrationen dargestellt. 

 

 

Abbildung 52: Wirkung von ABT-737 auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,56 µM, 2,78 µM bzw. 5,56 µM ABT-
737 inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. 
Dargestellt ist der Mittelwert aus 2 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (** p < 0,01, 
*** p < 0,001). 

 

769-P Zellen mit reduzierter E2F1 Expression scheinen besonders stark auf eine 

Behandlung mit ABT-737 zu reagieren. Bereits bei einer Konzentration von 2,78 µM 

ABT-737 kann ein hoch signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen mit regulärer 

E2F1 Expression beobachtet werden. Diese Beobachtung ist mit einer ABT-737 

Konzentration von 5,56 µM noch deutlicher zu sehen. Hier ist die Zellzahl um über 

75 % niedriger als in denselben Zellen ohne ABT-737 Behandlung.  
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Die Abbildung 53 fasst die Ergebnisse der mit Sunitinib behandelten 769-P Zellen 

zusammen. Dargestellt ist die relative Zellzahl in Prozent in Abhängigkeit der 

zugegebenen Sunitinib Konzentrationen.  

 

 

 

Abbildung 53: Wirkung von Sunitinib auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM, 1,0 µM bzw. 5,0 µM Sunitinib 
inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. Dargestellt 
ist der Mittelwert aus 2 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler (* p < 0,05). 

 

In den Konzentrationen 0,5 µM und 1,0 µM Sunitinib kann kein Einfluss auf die 

relative Zellzahl der 769-P Zellen beobachtet werden, verglichen mit Zellen ohne 

Sunitinibbehandlung (0 µM Sunitinib). Bei der Behandlung mit 5 µM Sunitinib weisen 

die 769-P Zellen mit verminderter E2F1 Expression signifikant geringere Zellzahlen 

auf als die Kontroll-Zellen.  
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In der folgenden Abbildung ist die Auswirkung von Everolimus auf die 769-P Zellen 

mit und ohne verminderter E2F1 Expression zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

Abbildung 54: Wirkung von Everolimus auf die Anzahl der 769-P Zellen. Die 769-P Zellen wurden 
mit LipofectaminTM 2000, 5 nM einer E2F1-spezifischen siRNA (si1) oder 5 nM einer unspezifischen 
siRNA (scram) transfiziert und 48 h später für weitere 72 h mit 0,5 µM bzw. 1,0 µM Everolimus 
inkubiert. Anschließend wurde mittels Kristallviolett-Färbung die relative Zellzahl ermittelt. Dargestellt 
ist der Mittelwert aus 2 unabhängigen Experimenten mit Standardfehler. 

 

Tendenziell sind die relativen Zellzahlen durch die Gabe von Everolimus in beiden 

769-P Zelllinien vermindert. Zwischen den Kontrollzellen und den Zellen mit 

reduzierter E2F1 Expression kann hierbei kein signifikanter Unterschied beobachtet 

werden.  

 

Auch in diesem Versuch sind die 769-P Zellen am stärksten von einer verminderten 

E2F1 Expression in ihrer Sensitivität gegenüber verschiedenen zytotoxischen 

Substanzen betroffen. Vor allem eine Behandlung mit ABT-737 zeigt einen starken 

Effekt in 769-P Zellen mit E2F1 Knockdown. Auch 5 µM Sunitinib hat eine 

signifikante Reduzierung der Zellvitalität zur Folge.  

 

Um zu überprüfen, ob der E2F1 Knockdown in den betroffenen Zellen eine erhöhte 

Apoptose verursacht, wird im nächsten Versuch die Expression eines pro-

apoptotischen Proteins untersucht. 
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4.15 Einfluss der E2F1 Expression auf das pro-apoptotische Protein 

Bim 

Bim wird zu den pro-apoptotischen Proteinen gezählt. In diesem Versuch wurde die 

Expression dieses Proteins in Abhängigkeit der E2F1 Expression untersucht. 

Abbildung 55 zeigt einen repräsentativen Western Blot. 

 

 

Abbildung 55: Immunoblot-Analyse der Bim Expression in Abhängigkeit der E2F1 Expression. 
Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion lysiert und 30 µg Protein auf einem 15 %igen SDS-Gel 
analysiert. 

 

In der ACHN Zelllinie kann kein Unterschied in der Bim Expression beobachtet 

werden. In den beiden Zelllinien 786-O und 769-P ist die Bim Expression in mit 

E2F1-spezifischer siRNA transfizierten Zellen deutlich erhöht.  

 

Dieses Ergebnis ist ein weiteres Indiz dafür, dass eine erhöhte Apoptose durch 

verminderte E2F1 Expression ursächlich für das geringere Zellwachstum sein 

könnte.  
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5. Diskussion  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Cyclin abhängigen Kinase 11, sowie 

des Transkriptionsfaktors E2F1 im Nierenzellkarzinom-Modell untersucht. Dazu 

wurden jeweils mittels siRNA-Oligonukleotiden Lipofectamin-vermittelt die 

Expressionsspiegel der beiden Proteine supprimiert. Anschließend wurde mit den in 

Kapitel 3 beschriebenen Methoden untersucht, inwiefern die Proliferation und 

Apoptose der Zellen hiervon beeinflusst werden. Darüber hinaus wurde der Frage 

einer veränderten Sensitivität gegenüber verschiedenen konventionellen und 

experimentellen Therapeutika nach Knockdown nachgegangen.   

 

5.1 Expression von CDK11 im Nierenzellkarzinom  

Die hohe CDK11 Expression in den untersuchten  Zelllinien ACHN, 786-O und 769-P 

könnte darauf hindeuten, dass CDK11 im NZK eine für den Tumor vorteilhafte 

Funktion ausübt und wurde im Folgenden daher näher analysiert [75, 76]. Dazu 

wurde mithilfe von 2 CDK11-spezifischen siRNAs die Expression vermindert, was im 

Fall von ACHN und 769-P etwas deutlicher erkennbar wird als bei 786-O (Abbildung 

8 und 9).  

In der Folge wurde zunächst untersucht, welche Auswirkungen dies auf die Zell-

Viabilität hat.  

 

5.2 Viabilität in Abhängigkeit der CDK11 Expression  

Bei der ACHN Zelllinie zeigt sich eine kontinuierliche Zunahme der Zellzahl im Fall 

der Kontroll-Zellen bis 72 h nach Transfektion. Im Vergleich dazu ist die Zellzahl 

nach Knockdown nach 48 h bzw. 72 h deutlich vermindert, ohne jedoch statistische 

Signifikanz zu erreichen. Möglicherweise wäre dies bei einem verlängertem 

Beobachtungszeitraum von bereits 96 h der Fall gewesen, denn die Effekte sind in 

beiden Fällen des Knockdowns annähernd gleich stark ausgeprägt und der 

Unterschied von den Kontroll-Zellen zu den Knockdown-Zellen nimmt von 48 h zu 

72 h nach Transfektion deutlich zu (Abbildung 10).  

Die Kontroll-Zellen bei der 786-O Zelllinie zeigen 72 h nach Transfektion eine 

tendenziell, wenn auch nicht signifikant, vermehrte Zunahme im Vergleich zu den 

Knockdown-Zellen. Auch hier wäre denkbar, dass ein signifikanter Zusammenhang 
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ein oder 2 Tage später erreicht worden wäre. Möglich wäre, wie bei den ACHN-

Zelllinien, dass sich die Auswirkungen durch eine veränderte Proteinbiosynthese erst 

nach einigen Tagen bemerkbar machen und diese Effekte hier nicht aufgedeckt 

werden konnten (Abbildung 11).  

Im Gegensatz dazu ist bei den 769-P Zellen 72 h nach Transfektion eine signifikant 

erhöhte Zunahme der Zellzahl im Vergleich zu den Knockdown-Zellen zu sehen (p = 

0,0002; p = 0,0027; Abbildung 12). Ähnlich wie bei den anderen beiden untersuchten 

Zelllinien, zeigten sich die Effekte erst deutlich nach 72 h, was auf eine verzögerte 

Reaktion der Zelle auf die veränderten Zustände hindeuten würde.  

Es scheint demzufolge ein Zusammenhang zwischen der CDK11 Expression und 

dem Zellwachstum zu bestehen, wie dies bereits in Brust- und Ovarialkarzinom-

Zelllinien sowie Osteosarkom- und Liposarkom-Zelllinien und zuletzt auch in 

Melanom-Zellen beschrieben ist [155].  

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Ursache in einer verminderten 

Proliferation oder einer erhöhten Apoptose-Rate liegt. Daher wird als Nächstes durch 

Western Blot Analysen der Frage nachgegangen, ob die beobachteten Effekte in 

einer veränderten Aktivität verschiedener Signalwege begründet sind, welche die 

Proliferation beeinflussen und für das Überleben verantwortlich sind.  

 

5.3 Aktivität verschiedener Signalwege nach CDK11 Knockdown  

Zunächst wurde der PI3-K/AKT-Signalweg betrachtet. Dabei zeigte sich, dass bei 

den 769-P Zellen nach CDK11 Knockdown die Expression von AKT und seiner 

Phosphoform deutlich vermindert ist im Vergleich zu den jeweiligen Kontroll-Zellen 

(Abbildung 13). Bei den ACHN- sowie 786-O-Zellen konnte diesbezüglich keine 

Veränderung gezeigt werden. Unter Umständen ist durch eine verminderte 

Expression von AKT sowie seiner phosphorylierten Form eine verminderte Aktivität 

des PI3-K/AKT-Signalweges die Konsequenz, was eine mögliche Ursache des 

reduzierten Zellwachstums wäre.  

Die Arbeiten welche sich mit den Wechselwirkungen von CDK11 und dem AKT-

Signalweg beschäftigen sind bisher sehr überschaubar. Aber es wurde eine 

Herunterregulierung des AKT-Signalweges bei erhöhter Expression von CDK11p58 

beschrieben mit der Folge einer gesteigerten Apoptose von Neuronen [88]. Dies 

stünde den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit entgegen, allerdings wurde sich 
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im Rahmen dieser Arbeit nicht ausschließlich mit der CDK11p58 Isoform beschäftigt, 

sodass hier eine differenziertere Betrachtung nötig wäre.  

Weiterhin wurde der MAP-Kinase-Signalweg, speziell die ERK Expression 

untersucht. Allerdings konnten an dieser Stelle keine Unterschiede festgestellt 

werden (Abbildung 16). Auch zeigten sich bei Betrachtung von NF-B und dessen 

Inhibitor IB- keine veränderten Expressionsmuster (Abbildung 17).  

Bei den 769-P Zellen liegen also sowohl im Hinblick auf die Zellviabilität, als auch im 

Fall des AKT-Signalweges deutliche Unterschiede im Vergleich zu ACHN und 786-O 

vor. Eine Korrelation zwischen der verminderten Zellviabilität und den 

Veränderungen des AKT-Signalweges nach CDK11 Knockdown ist bei den 769-P 

Zellen nicht von der Hand zu weisen.  

Bedingt durch die AKT-Signalkaskade kann eine Veränderung einerseits die 

Apoptose-Rate beeinflussen, als auch Auswirkungen auf die Proliferation haben. Um 

dies zu differenzieren, wurde anschließend zunächst die Rolle der Proliferation in 

diesem Zusammenhang genauer untersucht.  

 

5.4 CDK11 Expression und Proliferation  

Zur Untersuchung, ob eine verminderte Proliferation nach CDK11 Knockdown die 

beobachteten Effekte erklären kann, wurde der BrdU-Assay an dieser Stelle 

durchgeführt. Dabei zeigte sich im Fall von ACHN, dass der Anteil der Zellen in der 

S-Phase bei den Kontroll-Zellen und den si1-Zellen annähernd identisch ist. Lediglich 

die si2-Zellen zeigen hier einen dazu verringerten Anteil, welcher jedoch statistisch 

nicht signifikant ist (Abbildung 18). Nichtsdestotrotz zeigt sich demnach eine 

tendenziell verminderte Proliferation in den si2RNA-Zellen, welcher sich jedoch 

insgesamt kaum bemerkbar macht.  

Auch bei Betrachtung der Ergebnisse für die 786-O-Zelllinie zeigte sich ein 

vergleichbares Bild mit ähnlichen Anteilen der jeweiligen Zellen in der S-Phase 

(Abbildung 19). Im Gegensatz zur ACHN-Zelllinie liegen hier ca. 55 Prozent der 

Zellen in der G2/M-Phase vor, während dieser Anteil bei ACHN unter 20 Prozent 

betrug. Ein Großteil der Zellen liegt demzufolge bereits mit doppeltem DNA-Gehalt 

nach abgeschlossener S-Phase vor, was möglicherweise verhindert, dass diese 

Zellen das Bromdesoxyuridin einbauen können. Ein Trend beim Vergleich der Zellen, 

welche sich in der S-Phase befinden, ist nicht klar erkennbar.  
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Bei den 769-P Zellen ist hingegen der Anteil der sich in der S-Phase befindlichen 

Knockdown-Zellen geringer als der der Kontroll-Zellen (Abbildung 20). Hier zeigte 

sich keine Signifikanz, dennoch ist vor allem in den si2-Zellen eine deutliche 

Reduzierung im Vergleich zu den Kontroll-Zellen zu beobachten. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die CDK11 Expression an dieser Stelle 

nur marginale Effekte auf die Proliferation zu haben scheint. Dies kann mehrere 

Ursachen haben, die im Folgenden kurz erläutert werden. Einerseits wäre denkbar, 

dass die einstündige Inkubationszeit mit dem BrdU nicht ausreichend lang gewesen 

ist, sodass der Anteil der Zellen in der S-Phase insgesamt zu gering ist, um hier 

deutliche Unterschiede aufzeigen zu können. Möglicherweise bedarf es auch eines 

zusätzlichen Proliferations-Stimulus unmittelbar vor BrdU-Inkubation, um den 

zellulären S-Phasen-Anteil zu erhöhen und die Effekte dadurch aufzudecken. Unter 

Umständen ist auch der Nachbeobachtungs-Zeitraum nicht optimal gewählt, sodass 

nicht ausgeschlossen werden kann, dass später einsetzende Effekte nicht detektiert 

wurden. Inwiefern diese Ergebnisse tatsächlich hinreichend ausschließen, dass der 

CDK11 Knockdown keine Auswirkungen auf die Proliferation hat, muss jedoch im 

Kontext weiterer Studien diskutiert werden. 

Zhou et. al. wiesen in ihrer Arbeit an Brustkrebs-Zelllinien darauf hin, dass nach 

CDK11-Knockdown die Proliferation deutlich abnahm [50]. Dies zeigte sich auch in 

weiteren Arbeiten an Ovarialkarzinom- sowie Ösophaguskarzinom-Zelllinien [81] [76]. 

An dieser Stelle muss konstatiert werden, dass die verminderte Viabilität nach 

CDK11 Knockdown in der vorliegenden Arbeit nicht in erster Linie einer verminderten 

Proliferation geschuldet ist, auch wenn vergleichbare Arbeiten dies nahelegten.  

 

5.5 Sensitivierung verschiedener Therapeutika nach CDK11 

Knockdown 

Im Folgenden soll die Frage geklärt werden, inwiefern das Fehlen von CDK11 die 

Sensitivität der untersuchten Zelllinien gegenüber einigen konventionellen 

Therapeutika (Sunitinib, Everolimus) und dem experimentellen Therapieansatz mit 

ABT-737 verändert.  

Es zeigte sich, dass die Behandlung der ACHN Zellen mit ABT-737 mit steigender 

Konzentration zu einer deutlichen Reduktion der si1-Zellen im Vergleich zu den 

Kontroll-Zellen führt. Bei einer Konzentration von 5,56 µM wird dieser Unterschied 

signifikant (Abbildung 21). Werden die beiden gängigen Therapeutika Sunitinib sowie 
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Everolimus betrachtet, zeigt sich bei den ACHN-Zellen die exakt gegenläufige 

Entwicklung. Es wird bereits ab einer jeweiligen Konzentration von 0,5 µM eine 

signifikante Resistenzsteigerung der Knockdown-Zellen in Bezug zu den Kontroll-

Zellen erkennbar (Abbildungen 22 und 23). Die CDK11 Expression hat also in Bezug 

auf die untersuchten Therapeutika ambivalente Folgen: Einerseits wird die 

Sensitivität gegenüber ABT-737 gesteigert, gleichzeitig ist eine erhöhte Resistenz 

gegenüber den etablierten Medikamenten zu beobachten.  

Die Ergebnisse der 786-O Zellen zeigen bezüglich der Sunitinib- sowie Everolimus-

Therapie eine ähnliche Tendenz wie im Fall der ACHN-Zellen (Abbildungen 25 und 

26. Die gesteigerte Resistenz wird hier allerdings erst bei den höheren 

Konzentrationen (Sunitinib: 5 µM; Everolimus: 1 µM) signifikant. Das therapeutische 

Ansprechen auf ABT-737 zeigt hier keine klare Tendenz (Abbildung 24). Da in der 

786-O Zelllinie Bcl-2 praktisch nicht exprimiert wird, ist es auch nicht weiter 

verwunderlich dass der ABT-737 als Bcl-2/Bcl-xL-Inhibitor kaum Wirkung entfaltet 

(Abbildung 33).  

Bei den 769-P wiederholt sich die schon bei den ACHN-Zellen gemachte 

Beobachtung einer gesteigerten Sensitivität gegenüber ABT-737 (Abbildung 27). 

Bereits bei einer Konzentration von 2,78 µM zeigt sich gegenüber beiden Knockdown 

Zellen eine signifikante Veränderung. Wie bei den beiden anderen Zelllinien liegt 

auch an dieser Stelle einer gesteigerte Resistenz gegenüber Sunitinib und 

Everolimus vor (Abbildungen 28 und 29). Diese ist im Fall von Sunitinib signifikant, 

bei Everolimus nur in der Tendenz.  

Dass der CDK11 Knockdown auch in anderen Zelllinien die Effektivität einer 

zytotoxischen Therapie steigern kann, wurde an Liposarkom-Zellen gezeigt. Hier 

zeigte sich eine stark verminderte Viabilität bei den Knockdown Zellen nach 

Doxorubicin-Therapie im Vergleich zu den Kontrollen [79]. Die gilt auch für 

Ovarialkarzinom-Zelllinien, die nach Knockdown einer Paclitaxel-Therapie 

unterzogen wurden [81].  

Es bleibt festzuhalten, dass der CDK11 Knockdown in allen 3 Zelllinien zu einer 

gesteigerten Resistenz gegenüber den Standard-Therapeutika Sunitinib sowie 

Everolimus führt. Die erhöhte Sensitivität von ACHN und 769-P gegenüber ABT-737 

ist jedoch ein interessanter Aspekt, welcher nachfolgend näher untersucht wird.  
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5.6 CDK11 Knockdown und Apoptose  

5.6.1 Annexin-V 

Nachdem eine reduzierte Viabilität der ACHN- und 769-P Zellen nach der 

Behandlung mit ABT-737 beobachtet wurde, soll nun geklärt werden, ob eine erhöhte 

Apoptose-Rate hierfür ursächlich ist. Dies wurde durchflusszytometrisch nach 

Annexin-V- und 7-AAD-Färbung gemessen. Als Kontrolle fungierte eine 

unbehandelte Färbung.  

Die Apoptose-Rate zeigte bei der unbehandelten ACHN-Zellen tendenziell höhere 

Werte bei den Knockdown-Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (Abbildung 30). 

Nach Behandlung mit ABT-737 sind diese Beobachtungen nicht mehr feststellbar 

und die Raten der apoptotischen Zellen nähern sich an.  

Die Apoptose-Rate der unbehandelten 786-O-Zellen lässt ebenfalls eine geringe 

Tendenz zu höheren Werten bei den Knockdown-Zelle verglichen mit den Kontroll-

Zellen erkennen (Abbildung 31). Nach Behandlung mit ABT-737 verstärken sich 

diese Effekte mit zunehmender Konzentration vor allem bei den si1-Zellen.  

Auch bei den unbehandelten 769-P-Zellen lässt sich eine Tendenz hin zu einer 

etwas erhöhten Apoptose-Rate der Knockdown-Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollen beobachten (Abbildung 32). Bei einer ABT-737-Konzentration von 10 µM 

liegt der Unterschied der Apoptose-Rate der Kontrolle gegenüber den si1-Zellen 

signifikant vermindert vor (p = 0,0407).  

In der Gesamtschau wird erkennbar, dass die Apoptose-Rate der unbehandelten 

Knockdown-Zellen lediglich eine Tendenz hin zu gesteigerten Werten gegenüber den 

Kontroll-Zellen aufzeigt. Statistische Signifikanz wurde in keinem Fall erreicht, auch 

wenn vor allem bei der ACHN Zelllinie erkennbare Unterschiede aufgezeigt wurden. 

Daher scheint der Knockdown von CDK11 nicht zu einer relevant erhöhten 

Apoptose-Rate zu führen.  

Im Gegensatz dazu stehen die Erkenntnisse der bereits oben erwähnten Arbeit von 

Zhou. Die untersuchten Brustkrebs-Zelllinien zeigten einen deutlich erhöhten Anteil 

an Zellen in der G1-Phase nach Knockdown. Ein Arrest am Übergang von der G1- 

zur S-Phase liegt dem nach Ansicht der Autoren zugrunde [50]. Ähnliche 

Beobachtungen wurden auch bei Zelllinien des Malignen Melanoms gemacht, in 

denen ebenfalls ein Zellzyklusarrest durch Akkumulation von Zellen in der G1-Phase 

beobachtet wurde [155]. Eine erhöhte Apoptose-Rate nach CDK11 Knockdown 

zeigte sich auch bei einer durchflusszytometrischen Untersuchung an 
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Ösophaguskarzinom-Zellen [76]. Hier lagen allerdings im Vergleich zu den Kontrollen 

vermehrt Knockdown-Zellen in der G2/M-Phase vor. Dies wäre im Einklang mit der 

Funktion von CDK11p58, welche ausschließlich in dieser Phase des Zellzyklus 

exprimiert ist und in den Übergang von der G2- zur M-Phase involviert ist.  

Nach Behandlung mit ABT-737 zeigte sich zwar eine erhöhte Apoptose-Rate nach 

CDK11 Knockdown, allerdings war dies nur im Fall von 769-P und einer hohen 

Konzentration von 10 µM signifikant.  

Eine gänzlich andere Erklärung würde sich ergeben, wenn eine gesteigerte 

Autophagie als Ursache in Betracht gezogen würde. Denn CDK11 wirkt modulierend 

auf die Prozesse der Autophagie, was ebenfalls zu einem verringerten Zellwachstum 

führen könnte [153]. Da in diesem Fall jedoch die Proteine p62 und LC3 involviert 

wären, deren Expression in unseren Versuchen unverändert vorliegt, scheint dies 

eher unwahrscheinlich zu sein.  

 

5.6.2 Apoptose-regulierende Proteine  

Es wurde der Frage nachgegangen, ob die Expression von Proteinen nach CDK11 

Knockdown variiert ist, die entweder pro- oder anti-apoptotische Wirkung entfalten. 

Es lässt sich sagen, dass nur wenige der insgesamt betrachteten Proteine eine 

veränderte Expression aufwiesen. Lediglich das anti-apoptotisch wirkende Bcl-2 

sowie das pro-apoptotisch wirkende Bim wiesen bei der Zelllinien ACHN und 769-P 

eine verminderte Expression auf (Abbildung 33 und 34). Es zeigten sich also an 

dieser Stelle widersprüchliche Ergebnisse auf, was natürlich durch die Selektion der 

untersuchten Proteine bedingt sein kann und nur einen Anhaltspunkt zur 

Beantwortung der Frage liefern kann, inwiefern Apoptose-regulierende Proteine in 

die Zellviabilität nach CDK11 Knockdown involviert sind. 

Eine reduzierte Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie z.B. Mcl-1 und Bcl-

xL wurde hingegen auch bei Untersuchung weiterer Zelllinien nach Knockdown von 

CDK11p110 beobachtet [75] [50] [80] [155]. Es resultiert nach Knockdown in diesen 

Fällen eine erhöhte Apoptose-Rate.  

Die Rolle von Bcl-2 wurde im Rahmen einer Arbeit über das hepatozelluläre 

Karzinom näher untersucht. Danach ist CDK11p58 in der Lage, das anti-apoptotisch 

wirkende Bcl-2 herunter zu regulieren [156]. Diese Konstellation wirkt demzufolge 

pro-apoptotisch auf die Tumorzellen. Es zeigen sich also z.T. widersprüchliche 

Auswirkungen der verschiedenen CDK11-Isoformen auf die Tumorzellen.  
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5.7 CDK11 Expression und E2F1 

Es wurde im Rahmen der Untersuchungen eine weitere interessante Beobachtung 

gemacht, als die verminderte Expression des Transkriptionsfaktors E2F1 bei den 

ACHN- und 769-P-Knockdown-Zellen auffiel (Abbildung 38). Bei der 786-O-Zelllinie 

war dieser Effekt nur in den si1-Zellen erkennbar.  

Um die Auswirkungen genauer nachvollziehen zu können, wurde im Folgenden 

vergleichbar dem Vorgehen im Fall von CDK11, ein Knockdown von E2F1 mittels 

einer siRNA durchgeführt (Abbildung 39). Dabei ergab sich, dass die E2F1 

Expression im Fall der 769-P Zelllinie am stärksten ausgeprägt war. Es folgten in 

absteigender Reihenfolge ACHN und 786-O. Die Effektivität des Knockdowns gelang 

in allen Zelllinien vergleichbar gut.  

Zunächst stand dabei die Frage nach einer veränderten Viabilität der E2F1-

Knockdown-Zellen im Mittelpunkt.   

 

5.8 Viabilität und E2F1 Expression  

Das Zellwachstum bei der ACHN-Linie zeigt bei den Knockdown-Zellen nach 72 h 

eine tendenziell geringere Zellzahl im Vergleich zu den Kontroll-Zellen (Abbildung 

40). Diese Differenz zeigt jedoch keine statistische Signifikanz.  

Bei den 786-O-Zellen ist lediglich eine minimale Abweichung der untersuchten 

Zellzahlen voneinander abgrenzbar (Abbildung 41). 

Hingegen ist bei den 769-P Zellen nach 72 h eine signifikante Verminderung der 

Knockdown-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen nachweisbar (p = 0,001; 

Abbildung 42).  

Angesichts der E2F1-Expression, welche bei den 769-P Zellen am höchsten ist, 

scheint das Fehlen dieses Proteins sich auch am stärksten auf die Zellviabilität 

auszuwirken. Als Transkriptionsfaktor, welcher den Übertritt in die S-Phase des 

Zellzyklus überwacht, ist die verminderte Zellzahl möglicherweise auf einen 

Zyklusarrest am Übergang von der G1- zur S-Phase ursächlich.  

 

5.9 E2F1 Expression und AKT-Signalweg 

Um zu klären, ob eine veränderte Aktivität des AKT-Signalweges Einfluss auf die 

Viabilität nach E2F1-Knockdown hat, wurde auf Proteinebene zunächst die AKT-

Expression untersucht. Dabei zeigten sich jedoch im Gegensatz zur phosphorylierten 
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Form von AKT keine veränderten Expressionsmuster (beides Abbildung 43). Letztere 

zeigte bei den ACHN- sowie 769-P- Knockdown-Zellen eine verminderte Expression, 

wobei die Expression bei den Kontroll-Zellen selbst nicht sehr ausgeprägt war.  

Auch bei Betrachtung der phosphorylierten p70-S6 Kinase zeigte sich bei den 769-P 

Knockdown-Zellen eine verminderte Expression, ebenso wie bei der S6 Kinase und 

deren phosphorylierter Form (Abbildungen 44 und 45).  

Der Zusammenhang zwischen der Expression von E2F1 und dem AKT-Signalweg 

wurde deutlich in einer Arbeit an Melanomzellen [157]. E2F1 ist demnach in der 

Lage, die Phosphorylierung von AKT zu induzieren mit der Folge einer 

fortbestehenden Aktivierung des AKT-Signalweges. Diese Beobachtung wurde 

jüngst auch bei Nierenzellkarzinom Zellen bestätigt [158]. Demnach bedingt eine 

verminderte Expression von E2F1 eine Reduzierung der pAKT-Spiegel. Die Folge ist 

ein vermindertes Zellwachstum.  

 

5.10 Sensitivierung verschiedener Therapeutika nach E2F1 

Knockdown  

Ebenso wie nach CDK11 Knockdown, so wurde eine Sensitivierung gegenüber den 

bereits unter 5.5 verwendeten Therapeutika nach E2F1 Knockdown untersucht. Es 

zeigte sich, dass die ACHN Zellen gegenüber einer Behandlung mit ABT-737 nur 

marginale Unterschiede aufweisen (Abbildung 46). Eine Resistenzsteigerung bei 

einer Konzentration von 5 µM zeigten die ACHN-Knockdown Zellen gegenüber 

Sunitinib, wobei im Fall einer geringeren Konzentration der gegenteilige Effekt zu 

beobachten ist (p < 0,01; Abbildung 47). Gegenüber Everolimus zeigt sich bei 0,5 µM 

ebenfalls eine Resistenzsteigerung (p < 0,05; Abbildung 48).  

Auch bei den 786-O Zellen zeigt die Behandlung mit ABT-737 kaum Unterschiede 

(Abbildung 49). Unter Sunitinib-Behandlung zeigte sich eine gesteigerte Sensitivität 

bei den Knockdown-Zellen, welche bei einer Konzentration von 0,5 µM signifikant ist 

(Abbildung 50). Diese nimmt jedoch mit steigender Konzentration wieder ab. 

Gegenüber einer Everolimus-Therapie zeigen sich zu vernachlässigende 

Unterschiede (Abbildung 51). 

Eine signifikante und mit steigender Konzentration größer werdende Sensitivität zeigt 

sich bei einer ABT-737-Behandlung gegenüber den 769-P Knockdown-Zellen 

(Abbildung 52). Eine zunehmende Sensitivität, die bei hoher Konzentration signifikant 
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wird, zeigt sich auch bei der Behandlung mit Sunitinib (Abbildung 53). Everolimus 

bewirkt nur minimale Effekte (Abbildung 54).  

Zusammenfassend zeigt sich bei den ACHN Zellen nach Knockdown tendenziell eine 

gesteigerte Resistenz bei allen untersuchten Substanzen. Demgegenüber zeigt sich 

bei den 786-O Zellen die gegenteilige Entwicklung mit einer, meist nur in der 

Tendenz, gesteigerten Sensitivität gegenüber den drei Therapeutika. Wenn die 769-

P Knockdown-Zellen betrachtet werden, so zeigt sich eine signifikant reduzierte 

Viabilität nach ABT-737- sowie einer Sunitinib-Behandlung.  

 

5.11 E2F1 Knockdown und Apoptose   

Abschließend wurde untersucht, ob das Fehlen von E2F1 mit einer erhöhten 

Apoptose-Rate in Verbindung gebracht werden kann. Dazu wurde im Western blot 

die Expression des pro-apoptotisch wirkenden Proteins Bim untersucht. Es zeigte 

sich, dass eine erhöhte Bim-Expression der 786-O und 769-P Knockdown-Zellen im 

Vergleich zu den Kontroll-Zellen erkennbar war (Abbildung 55). Dieser Effekt zeigte 

sich besonders deutlich in den 786-O Zellen.  

Diese Beobachtung könnte besonders mit Blick auf die 769-P Zellen darauf 

hindeuten, dass die reduzierte Viabilität nach E2F1-Knockdown konsekutiv eine 

erhöhte Apoptose in Form einer gesteigerten Expression von Bim induziert. Dies ist 

als ein Faktor der reduzierten Zellzahl sicherlich in Erwägung zu ziehen.  

Davon ausgehend, scheint aufgrund der geringeren E2F1 Expression bei den 786-O 

Knockdown Zellen die Zunahme von Bim nicht erklärbar. Für sich genommen kann 

also Bim unter Umständen nicht so weitreichende Effekte erzielen wie im Fall der 

769-P Zellen.  

 

5.12  Zusammenhang zwischen CDK11 und E2F1 – eine Hypothese  

Abschließend soll nun versucht werden, alle Beobachtungen zu einer Hypothese 

zusammen zu fügen. Dabei sollen zunächst die Auswirkungen des CDK11 

Knockdowns auf die Frage der Viabilität betrachtet werden, anschließend soll die 

veränderte Sensitivität angesprochen werden. Die CDK11 Expression scheint in allen 

untersuchten Zelllinien ähnlich stark zu sein.  

Die deutlichsten Effekte nach CDK11 Knockdown zeigten sich in der 769-P Zelllinie, 

da diese eine signifikant verminderte Viabilität nach 72 h aufwiesen. Betrachtet man 
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in der Folge die verminderte Expression des Transkriptionsfaktors E2F1, so lässt 

sich in Übereinstimmung mit jüngsten Arbeiten folgender Zusammenhang 

postulieren: Eine reduzierte Expression von E2F1 führt über eine verminderte 

Aktivierung des AKT Signalweges zu einer tendenziell reduzierten Proliferation und 

erhöhten Apoptose [158]. Denn sowohl nach CDK11 Knockdown, als auch nach 

E2F1 Knockdown liegen reduzierte Spiegel von pAKT vor. Wirft man einen Blick auf 

die Abbildungen 38 und 39 so ergibt sich folgender Sachverhalt. Nach E2F1 

Knockdown liegt eine nahezu vollständige Reduktion der E2F1 Spiegel vor, während 

nach CDK11 Knockdown zwar eine deutliche, wenn auch im Vergleich nicht 

vollständige Verringerung der E2F1 Spiegel erkennbar wird. Es ist also möglich, dass 

eine stärkere Reduktion der E2F1 Spiegel in der Folge auch dessen fehlende 

Wirkungen in verstärktem Maße beeinflussen. So ist es denkbar, dass mit pp70 S6K, 

S6 und pS6 die Expression weiterer Proteine des AKT Signalweges nach E2F1 

Knockdown vermindert sind, was unter Umständen die reduzierte Aktivität des 

Signalweges bestätigt. Da es zwar eine reduzierte, wenn auch nicht gänzlich, 

verminderte Expression von E2F1 nach CDK11 Knockdown gab, wurde diese 

„Schwelle“ möglicherweise nicht erreicht. Hinzu kommt die Tatsache, dass mit Bcl-2 

ein anti-apoptotisch wirkendes Protein nach CDK11 Knockdown in deutlich 

reduzierter Expression vorlag und eventuell auf diesem Wege vermehrt Zellen in die 

Apoptose getrieben wurden.  

Diese Erklärungen finden ihre Bestätigung ebenso in der ACHN Zelllinie, denn die 

E2F1 Expression war auch hier nach CDK11 Knockdown vermindert. Allerdings 

zeigte sich nach CDK11 Knockdown keine so deutliche Verringerung im Vergleich 

zwischen der Kontrolle und den Knockdown-Zellen. Daher sind die Effekte als nicht 

so weitreichend einzustufen. Sie reichen aber immerhin aus, tendenziell zu einem 

verringerten Zellwachstum zu führen. Auch hier wurde demzufolge durch den 

reduzierten E2F1 Spiegel eine verminderte Expression von pAKT erzielt. Und auch 

Bcl-2 zeigte nach CDK11 Knockdown eine verringerte Expression. Allerdings waren 

die Unterschiede auch an dieser Stelle im Vergleich zu den Kontrollen nicht so stark. 

Zusammengenommen ergeben sich also die Folgen des CDK11 Knockdowns, indem 

zelluläre Funktionen wie der AKT Signalweg durch eine reduzierte Expression von 

E2F1 beeinflusst werden.  

Während der CDK11- sowie der E2F1 Knockdown in Bezug auf die Zellviabilität 

funktionell gleichgerichtet zu sein scheint, sieht dies bei den Folgen für die 

untersuchten Therapeutika nicht mehr so eindeutig aus. Denn nach CDK11 
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Knockdown zeigte sich bei den ACHN Knockdown Zellen eine gesteigerte 

Sensitivität gegenüber einer Behandlung mit ABT-737. Nachdem E2F1 

herunterreguliert wurde, lag im Gegensatz dazu eine in der Tendenz verminderte 

Sensitivität vor. Möglicherweise liegt dies an einer veränderten Expression von Bcl-2 

und/oder Bcl-xL, deren Inhibitor ABT-737 darstellt. Da 786-O keine Bcl-2 Expression 

aufwies und auch kein Ansprechen gegenüber ABT-737, liegt die Vermutung nahe 

dass die Wirkung primär Bcl-2–vermittelt abläuft. Denn die Expression von Bcl-xL 

unterliegt kaum Schwankungen zwischen Kontroll- und Knockdown Zellen. 

Bestätigen würde dies auch der Fakt, dass 769-P in den Kontrollen die höchste 

Expression von Bcl-2 aufweist und die gesteigerte Sensitivität sowohl nach CDK11-

als auch nach E2F1 Knockdown nachweisbar war. Diese war nach CDK11 

Knockdown sogar hochsignifikant, während dies im Fall der ACHN Zellen nur bei den 

si1-Zellen zu sehen war. Die Ursache der unterschiedlichen Ansprechrate von ABT-

737 liegt also möglicherweise in verschiedenen Expressionslevel von Bcl-2 nach 

Knockdown von CDK11 bzw. E2F1 begründet.  

Hingegen zeigte sich bei den beiden Zelllinien 786-O und 769-P in Bezug auf eine 

Behandlung mit Sunitinib jeweils die entgegengesetzte Entwicklung. Hier lag in 

beiden Fällen eine reduzierte Sensitivität nach CDK11 Knockdown vor, die sich nach 

E2F1 Knockdown in eine gesteigerte Sensitivität umgewandelt hat. Die Sunitinib 

Behandlung nach CDK11 Knockdown zeigte bei den 786-O Zellen mit zunehmender 

Konzentration eine gesteigerte Resistenzentwicklung. Nach E2F1 Knockdown zeigte 

sich in der Tendenz bei allen Sunitinib Konzentrationen eine gesteigerte Sensitivität 

bei den Knockdown Zellen, diese war jedoch nur bei der geringsten Konzentration 

signifikant. Eine verringerte Sensitivität gegenüber Sunitinib nach CDK11 Knockdown 

gepaart mit einer gesteigerten Sensitivität nach E2F1 Knockdown zeigte sich auch 

bei den 769-P Zellen.  

Diese Unterschiede sind aus den vorliegenden Daten, welche im Rahmen dieser 

Arbeit erhoben wurden, nicht ohne weiteres erklärbar. Sofern man davon ausgeht, 

dass die Expressionslevel von E2F1 nach CDK11 Knockdown nicht so gering sind 

wie nach E2F1 Knockdown, könnte man folgender Überlegung nachgehen: Bei 

relativ gesehen erhöhter Expression von E2F1 nach CDK11 Knockdown, liegt 

dadurch bedingt eine gesteigerte Chemoresistenz vor [99]. Wenn nach E2F1 

Knockdown der Expressionsspiegel weiter sinkt, wie im Fall von 769-P, dann sinkt 

auch die Resistenz gegenüber Sunitinib mit der Folge einer erhöhten Sensitivität. 

Dass eine gesteigerte Sensitivität auch bei der 786-O Zelllinie beobachtet wird, die 
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E2F1 nur gering exprimiert, steht dieser Vorstellung jedoch etwas im Wege. Eine 

vage Vermutung könnte zudem angestellt werden bei Betrachtung der untersuchten 

Zelllinien. Denn die ACHN Zelllinie weist im Gegensatz zu den anderen beiden 

Zelllinien keine VHL Mutationen auf [159]. Diese Mutationen könnten durch den 

E2F1 Knockdown unter Umständen die Vulnerabilität gegenüber Sunitinib erhöhen. 
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6. Zusammenfassung  

 

Das Nierenzellkarzinom stellt aufgrund seiner hohen Rezidivrate und dem häufigen 

Auftreten von Fernmetastasen trotz der erzielten Fortschritte der letzten Jahre eine 

therapeutische Herausforderung dar. Auch wenn durch die Einführung neuer 

zielgerichteter Medikamente die Prognose entscheidend verbessert werden konnte, 

blieben dennoch die Ansprechraten dieser Therapeutika hinter den Erwartungen 

zurück. Daher stellt die Suche nach diesbezüglichen prognostischen Faktoren, sowie 

neuen Therapieansätzen einen Fokus in der experimentellen Forschung dar. 

In der vorliegenden Arbeit wurde im Nierenzellkarzinommodell untersucht, welche 

Auswirkungen der Knockdown der Cyclin-abhängigen Kinase 11 und von E2F1 in 

ihrer Funktion als Zellzyklusregulatoren hat.  

Es zeigte sich, dass im Fall des Fehlens von CDK11 in einigen Fällen ein geringeres 

Zellwachstum beobachtet werden konnte. Ursächlich könnte in diesem 

Zusammenhang eine reduzierte Aktivierung des PI3K/AKT Signalweges sein. 

Zurückzuführen ist dies möglicherweise auf eine verminderte Expression des 

Transkriptionsfaktors E2F1, welche infolge des Knockdowns von CDK11 induziert 

wird. Dieser Effekt könnte durch die ebenfalls verminderte Expression des anti-

apoptotisch wirkenden Proteins Bcl-2 noch gesteigert werden. 

Weiterhin konnte vereinzelt eine gesteigerte Sensitivität gegenüber einer Behandlung 

mit dem experimentellen Bcl-2-Inhibitor ABT-737 gezeigt werden. Andererseits 

wurde jedoch eine erhöhte Resistenz bei der Behandlung mit dem Tyrosinkinase-

Inhibitor Sunitinib sowie dem mTOR-Inhibitor Everolimus als Vertreter klassischer 

Therapeutika nachgewiesen. Diese Tendenz wurde nach E2F1 Knockdown im Fall 

von Sunitinib zum Teil aufgehoben, da sich in der Folge eine erhöhte Ansprechrate 

zeigte. Hintergrund könnte unter Umständen der Charakter von E2F1 als Modulator 

einer Chemoresistenz in Abhängigkeit vom Expressionslevel sein. 

In Zusammenschau lässt sich festhalten, dass der Knockdown von CDK11 und 

konsekutiv von E2F1 ein reduziertes Zellwachstum durch Kombination einer 

tendenziell verminderten Proliferation und einer erhöhten Apoptose-Sensitivität zu 

bewirken scheint. Die gewonnenen Erkenntnisse könnten der Ausgangspunkt für 

weitergehende Untersuchungen der zugrundeliegenden Prozesse sein, welche 

potentiell eine Aussage zur Ansprechrate der zielgerichteten Therapeutika erlauben 

könnten.  
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