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1. Einleitung 

1.1. Karzinogenese 

Die Karzinogenese beschreibt die Entstehung einer malignen Neoplasie aus einer Zelle.  

Dabei handelt es sich um einen komplexen und mehrstufigen Prozess. Durch Analysen 

des Exoms von hepatozellulären Karzinomen konnten Cécile et. al. 994 verschiedene 

genetische Mutationen finden, welche einen erwartbaren Einfluss auf die Entstehung von 

Karzinomen haben [1]. Die Anzahl der Mutationen variierte dabei in einer Zelle zwischen 

5 bis 124 [1]. Diese Mutationen treten in der Zelle nicht von einem Moment auf den 

anderen auf, sondern werden in langwierigen Abläufen und Zellteilungen erworben und 

an die Tochterzellen weitergegeben. Die Erkrankung „Krebs“ ist somit nicht die Ursache 

einer Mutation, sondern die Ansammlung verschiedenster Mutationen, welche in ihrer 

Gesamtheit diese Erkrankung verursachen. Zusätzlich muss jedoch beachtet werden, dass 

z.B. im Falle eines hepatozellulären Karzinoms nicht jedes dieser Karzinome die exakt 

gleichen genetischen Mutationen aufweist. Hierbei müssen die passenger Mutationen von 

den sogenannten driver Mutationen unterschieden werden [2]. Passenger Mutationen 

haben keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten von Zellen oder deren Potential, zu 

entarten, allerdings werden diese Mutationen ebenso wie driver Mutationen an die 

Tochterzellen weitergegeben [2]. Die driver Mutationen hingegen sind Mutationen an 

zentralen Schaltmechanismen und Sicherheitsschleifen der Zellen, welche bei einer 

Mutation direkte Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten der Zellen haben [2]. 

Hanahan und Weinberg formulierten in ihrer Veröffentlichung „Hallmarks of cancer: The 

next generation“ im Zuge dieses Prozesses zehn zentrale Schaltstellen für Mutationen, 

welche die Entstehung eines Karzinoms vorantreiben. Dies wären die Selbstversorgung 

mit Wachstumsfaktoren, die Vermeidung der Zerstörung durch das Immunsystem, die 

Aktivierung einer dauerhaften Replikation, die Einleitung einer tumorbedingten 

Entzündung, die Invasion und Metastasierung, die Angiogenese, die Instabilität des 

Genoms mit darauffolgenden Mutationen, das Vermeiden des Zelltodes, die Deregulation 

des Stoffwechsels und das Vermeiden von wachstumshemmenden Substanzen. Diese 

Fähigkeiten werden von Karzinomzellen durch die Mutation von z.B. Protoonkogenen 

oder Tumorsuppressorgenen erreicht, wobei als wohl bekanntestes Tumorsuppressorgen 

hier das Protein p53 zu nennen ist, welches im Falle einer Mutation im Genom den 
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Zellzyklus zur Reparation anhält oder die Apoptose einleitet. Ebenfalls können 

Mutationen einer Zelle die Wahrscheinlichkeit erhöhen, dass sie nicht vom Immunsystem 

erkannt wird und in der Folge bekämpft wird. Bissel und Hines beschreiben in ihrer 

Arbeit, dass z.B. bedingt durch Strahlung und einen ungesunden Lebensstil eines 

Menschen jeden Tag Mutationen in diversen Zellen des Menschen entstehen, welche die 

Grundlage für die Entwicklung eines Karzinoms bilden [3]. Die regelmäßige Entstehung 

von Krebszellen wird jedoch durch das Immunsystem kontinuierlich bekämpft, wodurch 

die Wahrscheinlichkeit und die Frequenz des Auftretens von Karzinomen deutlich 

reduziert wird [4]. Alles in allem lässt sich somit sagen, dass eine maligne Neoplasie eine 

Formation von Zellen ist, welche über mehrere Zellteilungen hinweg an essentiellen 

Schaltstellen liegende Mutationen gesammelt hat. Hierbei muss es sich jedoch nicht um 

eine bestimmte Kombination der driver Mutationen handeln, sondern diverse Mutationen 

haben die Möglichkeit, eine bestimmte Krebserkrankung auszulösen [5]. 

1.2. Aml12 Zellen 

Bei Aml12 Zellen handelt es sich um genetisch modifizierte Leberzellen der Maus, 

welche transforming growth factor alpha (TGF-α) überexprimieren. Bei Aml12 Zellen 

handelt es sich ebenso wie bei Aml14 Zellen um Zelllinien, welche sich in 

Untersuchungen von Wu et. al. über 1,5 Jahre in Kultur halten ließen und dabei ihr 

Wachstumsverhalten nicht veränderten [6]. Dies wiederum gibt ihnen bei der 

Durchführung von Experimenten einen großen Vorteil gegenüber unveränderten 

Leberzellen der Maus. Diese sind nur schwer in der Lage, sich in Zellkulturen zu 

vervielfältigen, überleben in Kultur nur für einen kurzen Zeitraum und verlieren sehr 

schnell ihre leberspezifischen Eigenschaften. Ebenfalls weisen Aml12 Zellen ähnliche 

Zellbestandteile (z.B. Peroxisomen) und einen vergleichbaren zellulären Aufbau (z.B. 

gallenkanalartige Strukturen) wie unveränderte Leberzellen auf. Zudem ist die 

Mengenverteilung ihrer Proteinproduktion vergleichbar mit normalen Leberzellen [7]. 

Aml12 Zellen produzieren dabei große Mengen an Albumin, α1-Antitrypsin und 

Transferrin. Auch weisen sie über die Produktion der gap junction Proteine Connexin 26 

und 32 und des Isotyps 5 der Laktatdehydrogenase eine große Ähnlichkeit zu nativen 

Leberzellen auf. Dazu kommt noch, dass sie wie auch unveränderte Leberzellen nicht in 

der Lage sind, in einem dreidimensionalen Soft Agar Medium zu wachsen [8]. 
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1.3. Onkogene 

In den folgenden Kapiteln werden zwei Onkogene beschrieben, welche dafür bekannt 

sind, in diversen gastrointestinalen Tumoren in veränderter Form gefunden zu werden 

und welche in dieser Arbeit genauer untersucht wurden. Die vermehrte Aktivität von Myc 

und von Akt sind in verschiedensten humanen Karzinomen vorhanden. Dies wird in den 

Zelllinien sowohl durch eine Überexpression von Myc, als auch durch Expression von 

Akt mit einem die Aktivität von Akt steigernden Lipidanker erreicht. Auf die konkreten 

Funktionen und die Frequenz des Vorkommens in humanen Karzinomen wird in den 

folgenden Abschnitten eingegangen. 

1.3.1. Akt (Proteinkinase B) 

Die Signalkaskade von Akt (auch Proteinkinase B genannt) beginnt mit einer Aktivierung 

von einem der verschiedenen Rezeptoren des human epidermal growth factor receptor 

(HER) [9]. Wird dieser Rezeptor durch einen entsprechenden Liganden wie z.B. 

Neuregulin (NRG) aktiviert, kommt es zur Dimerisierung mit einem weiteren Rezeptor 

[9]. Möglichkeiten der Dimerisierung bestehen dabei aus der Homodimerisierung mit 

einem identischen Rezeptor und der Heterodimerisierung mit einem anderen Rezeptor 

der EGFR-Familie [10]. Als weitere Liganden der EGFR-Familie können zum Beispiel 

der epidermal growth factor (EGF) oder TGFα dienen [10]. Über eine regulatorische 

Untereinheit bindet nach der Aktivierung die PI3K an den dimerisierten Rezeptor. Die 

katalytische Untereinheit der PI3K phosphoryliert daraufhin Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). PIP3 wird in der 

Konsequenz von Akt gebunden [11]. Durch die Bindung an PIP3, welches sich an der 

Zellmembran befindet, gelangt Akt in direkte Nähe zur 3-phosphoinositide-dependent 

protein kinase (PDK1). Auch PDK1 bindet PIP3, was zu einer räumlichen Nähe von 

PDK1 zu Akt führt und eine Konformationsänderung bedingt, wodurch PDK1 erst in der 

Lage ist, Akt zu phosphorylieren [10,12]. 

Die Aktivierung von Akt durch PDK1 an der Zellmembran wiederum führt zu seiner 

Translokation von der Zellmembran in das Zellplasma. In der Folge ist Akt in der Lage 

diverse nachgeschaltete Proteine, wie z.B. das in der Abbildung 1.1 dargestellte 

Gykogensynthasekinase-3-β (GSK3β) zu phosphorylieren und somit zu inhibieren. 

Dadurch ist GSK3β nicht mehr in der Lage, nachfolgende Substrate zu phosphorylieren 
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und somit ihre Hemmung oder ihren Abbau zu fördern [13]. Auch wenn GSK3β in der 

Lage ist, mehr als 100 Substrate zu phosphorylieren, wird aus Gründen der 

Übersichtlichkeit stellvertretend in der Abbildung 1.1 nur Cyclin D1 aufgeführt, wodurch 

die relevante Regulationsstellung der GSK3β und des gesamten Signalweges für den 

Zellzyklus ersichtlich wird [14,15]. Die Nutzung der myristoylisierten Form erlaubt die 

Verwendung einer dauerhaft aktiven Form von Akt [16]. Die Myristoylierung bedingt in 

diesem Fall eine Bindung von Akt an die Zellmembran, wodurch eine dauerhafte 

räumliche Nähe zur PDK1 geschaffen wird [16,17]. Dies führt zu einem vermehrten 

Vorhandensein von phosphoryliertem Akt, was laut Nakanishi et. al. mit einer höheren 

Rezidivrate und einer schlechteren Prognose im weiteren Krankheitsverlauf bei einem 

hepatozellulären Karzinom behaftet ist [18]. 

Abbildung 1.1: Akt/PI3K-Signalweg  

 

Eine erhöhte Aktivierung von Akt hat gemäß Vivanco und Sawyers eine Beschleunigung 

des Zellwachstums, eine Zunahme der Zellgröße, eine Hemmung der Apoptose und eine 
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Steigerung der Angiogenese zur Folge. Eine Deregulierung des PI3K-Akt Signalweges 

lässt sich in vielen humanen Tumoren wie z.B. im Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom 

oder Kolonkarzinom finden. Wie in Mausmodellen nachgewiesen werden konnte, 

ermöglicht eine reduzierte Funktion des phosphatase and tensin homolog (PTEN) die 

Induktion von Karzinomen z.B. in der Leber durch eine Deregulation des PI3K-Akt 

Signalweges [19]. 

1.3.2. Myc 

Bei Myc handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher bei Überexpression 

elementare Prozesse der Krebsentwicklung anstößt. Stasevich et. al. nennen dahingehend 

u.a. das unkontrollierte Wachstum, die Vermeidung der Apoptose und die Fähigkeit zur 

Metastasierung als Prozesse der Krebsentwicklung [20]. Als Transkriptionsfaktor von 

Cyclin D1 und Cyclin B1 ist es in der Lage den Zellzyklus in seinem Ablauf zu 

beschleunigen und eine vermehrte Proliferation der Zelle zu verursachen [21]. Zusätzlich 

zu der einfachen Aktivierung von Cyclinen werden von Myc ebenfalls cyclinabhängige 

Kinasen und E2F Transkriptionsfaktoren in ihrer Aktivität gesteigert. Gleichzeitig 

werden den Zellzyklus hemmende Proteine wie die Cyclin Kinase Inhibitoren p21 und 

p27 von Myc inhibiert [22]. Gemäß Dang et. al werden bis zu 15% aller Gene des 

menschlichen Genoms durch Myc reguliert. Neben den bereits vorher genannten 

Auswirkungen auf den Zellzyklus hat eine veränderte Konstitution von Myc zusätzlich 

Auswirkungen auf den Metabolismus, die Proteinbiosynthese und die Zelladhäsion und 

das Zytoskelett [23]. 

Eine Überexpression der Myc-Proteine kann zum Beispiel durch eine Deregulation der 

Proteine des Wnt-Signalweges erreicht werden. Sind das APC (adenomatous polyposis 

coli)-Protein, Axin und die Proteinkinase GSK3β nicht mehr ausreichend in der Lage, β-

Catenin zu binden und dadurch seinen Abbau auszulösen, so sorgt eine Akkumulation 

des β-Catenins für eine Bindung an den Transkriptionsfaktor 4 (TCF-4), was 

schlussendlich eine Transkription von Myc-Proteinen zur Folge hat [21,24]. Neben dem 

Wnt-Signalweg führen ebenfalls ein deregulierter PI3K-Akt oder der durch Ras aktivierte 

MAPK-Signalweg zu einer Steigerung der Aktivität von Myc [22]. Einige der 

Signalwege, welche die Regulation von Myc beeinflussen, sind vereinfacht in der 

Abbildung 1.2 dargestellt. 
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Abbildung 1.2: c-Myc beeinflussende Signalwege und zelluläre Auswirkungen von c-Myc 

 

Niu et. al. zeigten ein deutlich höheres Auftreten von Myc im HCC-Gewebe im Vergleich 

zu gesundem Lebergewebe oder in zirrhotischem Lebergewebe [25]. Llombart und 

Mansour beschreiben, dass die Expression von Myc in 70% der humanen Krebsarten 

verändert ist [26]. Zusätzlich führen Nesbit et al. in ihrer Arbeit unterschiedlichste 

Krebsarten auf, in denen die geregelte Funktion von Myc gestört ist. Sie nennen dabei 

u.a. Brustkrebs, diverse hämatologische und gastroenterologische Krebsarten und das 

Melanom [27]. 

1.4. Die ER-Stressantwort 

Der grundsätzliche Hintergrund der ER-Stressantwort beschreibt die Fähigkeit einer 

Zelle, sich an das vermehrte Anfallen fehlgefalteter Proteine anzupassen oder aus der 

Gefahr einer vorliegenden Karzinogenese ein Selbstmordprogramm einzuleiten. Dieses 

vermehrte Anfallen fehlgefalteter Proteine ist ein Zustand, welcher sich in Zellen mit 
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hoher Proteinproduktion wie z.B. Karzinomen finden lässt. Abgesehen von den bereits 

genannten Möglichkeiten der Anpassung an den Stresszustand oder die Einleitung eines 

Selbstmordprogramms, hat ER-Stress einen großen Einfluss sowohl auf die Entstehung 

wie auch auf die Behandlung eines Karzinoms [28].  

Nakagawa et. al. fanden heraus, dass ER-Stress eine wichtige Rolle in der Entwicklung 

des HCC spielt. In ihrer Arbeit werden diverse Punkte wie z.B. die Schaffung reaktiver 

Sauerstoffspezies oder die Schaffung eines inflammatorischen Mikromilieus durch das 

Zusammenspiel aus ER-Stress und Steatosis als Gründe für die Entstehung eines HCC 

genannt [29]. Obeng et. al. zeigten in ihrer Arbeit mit Zelllinien des Multiplen Myeloms, 

dass die Verwendung des Proteasom-Inhibitors Bortezomib zu einem vermehrten 

Anfallen an fehlgefalteten Proteinen und somit zu vermehrtem ER-Stress führt. In der 

Konsequenz wird durch diesen Prozess vermehrt die Apoptose der behandelten Zellen 

eingeleitet [30]. Zhou et. al. wiederum fanden heraus, dass ER-Stress zusätzlich eine 

Rolle in der Wirksamkeit erprobter Chemotherapeutika spielt. Sie beschreiben, dass ER-

Stress eine große Relevanz in der Resistenz eines HCC gegenüber Sorafenib besitzt [31].  

1.4.1. Proteinbiosynthese und unfolded protein response 

Um aus einer Nucleotidsequenz ein Protein zu produzieren, muss die desoxyribonucleic 

acid (DNA)-Sequenz zunächst in eine RNA-Sequenz übersetzt werden [32]. Dieser 

Prozess der Transkription findet im Zellkern statt. Das entstandene Produkt – die prä-

mRNA – wird im Zellkern von Eukaryoten weiter prozessiert. Dies schließt Vorgänge 

wie das 5´-Capping, die 3´-Polyadenylierung und das Spleißen mit ein [33,34]. Die cap-

Struktur schützt die mRNA vor dem Abbau durch Nucleasen, ermöglicht ihr das 

Verlassen des Zellkerns und wird von der 40s-Untereinheit eines Ribosoms im Zuge der 

Translation gebunden [35]. Das Spleißen bezeichnet den Vorgang des Entfernens der in 

der prä-mRNA enthaltenen Introns und das Zusammenfügen der Exons zur reifen mRNA 

[33,34]. Als letzter Schritt der transkriptionellen Modifizierung der prä-mRNA wird nach 

Erkennen einer Polyadenylierungssequenz eine Sequenz von ca. 50-200 Adenylresten 

angehängt. Dies schützt die codierende mRNA vor dem Abbau durch Nucleasen. Ihre 

Länge ist ein Hinweis auf die ungefähre Halbwertszeit der mRNA [36]. Bindet diese 

mRNA nun im Zytosol oder am rauen endoplasmatischen Retikulum an ein Ribosom 

schließt sich der Prozess der Translation an [37]. Dieser dient der Übersetzung des 
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genetischen Codes der mRNA in ein Protein. Am Ribosom binden dabei Basentripletts 

der mRNA an komplementäre Basentripletts einer transfer ribonucleic acid (tRNA). Die 

Initiation der Translation beginnt mit dem Ansetzen einer mit Methionin beladenen tRNA 

an das Startcodon AUG der zu translatierenden mRNA [38]. In der folgenden Elongation 

setzen eine beladene tRNA nach der anderen an das Ribosom an, übertragen ihre 

Aminosäure auf die entstehende Polypeptidkette und lösen sich wieder vom Ribosom 

[39]. Durch ein Stoppcodon wird die Peptidsynthese terminiert und das naszente Protein 

aus dem Ribosom entlassen [40]. Bei einem sekretorischen Protein erkennt ein small 

recognition particle (SRP) nach Beginn der Elongation eine Signalsequenz, wodurch die 

Elongation zwischenzeitlich gestoppt wird. Erst durch die Bindung des SRP an das 

endoplasmatische Retikulum wird die Elongation fortgesetzt. Dies gewährleistet die 

Synthese des Proteins und seinen gleichzeitigen Transport in das Innere des 

endoplasmatischen Retikulums [41]. 

Die korrekte Faltung des gebildeten Proteins übernehmen Chaperone wie z.B. das 

Hitzeschockprotein (Hsp) 70, welches auch binding immunoglobulin protein (BiP) 

genannt wird [42]. Assistierend stehen den Hsp70 Chaperonen dabei die Hsp40 

Cochaperone zur Verfügung. Diese gewährleisten im Falle der Synthese eines Proteins in 

das ER-Lumen durch ihre Verankerung in der ER-Membran eine direkte Nähe des BiP 

zu dem Sec61 Kanal, durch welchen die meisten Membranproteine des 

Endomembransystems in das endoplasmatische Retikulum gelangen [43,44]. Dadurch, 

dass BiP die Membranproteine inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), protein kinase RNA-

like endoplasmatic reticulum kinase (PERK) und activating transcription factor 6 (ATF6) 

an der Membran des endoplasmatischen Retikulums bindet, unterdrückt es die Wirkung 

dieser Proteine [45]. Fallen jedoch vermehrt zu faltende Proteine oder fehlgefaltete 

Proteine im endoplasmatischen Retikulum an, dissoziiert BiP, wodurch die unfolded 

protein response (UPR) aktiviert wird [45], welche in den Kapiteln 1.4.2, 1.4.3 und 1.4.4 

näher beschrieben wird. 

Posttranslational kommt es im Lumen des endoplasmatischen Retikulums zusätzlich zu 

verschiedenen Modifikationen der gebildeten Proteine. Diese Modifikationen umfassen 

u.a. die limitierte Proteolyse und die N-Glykosylierung [46]. Über vesikulären Transport 

gelangen die modifizierten Proteine in den Golgi-Apparat [47,48]. Dort werden weitere 

Modifikationen wie z.B. Phosphorylierungen, Sulfatierungen und weitere 
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Glykosylierungen vollzogen. Von der cis-Golgi Zisterne werden die Proteine die Golgi-

Zisternen entlang bis zum Trans-Golgi-Netzwerk transportiert. Dort werden letzte 

Modifikationen und die endgültige Festlegung des Zielortes des Proteins vorgenommen 

[21,47,49]. 

1.4.2. PERK 

PERK ist ein Transmembranprotein, welches mit einer Seite im Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums liegt und mit der anderen Seite in das Zytosol der Zelle 

reicht [50]. An die im Lumen des endoplasmatischen Retikulums gelegene Seite von 

PERK bindet BiP, welche wie im Kapitel 1.4.1 beschrieben, für die korrekte Faltung von 

Proteinen im Inneren des endoplasmatischen Retikulums zuständig ist [51]. Fallen nun 

vermehrt zu faltende Proteine im Lumen des endoplasmatischen Retikulums an, löst sich 

BiP von der luminalen Bindungsstelle von PERK. Dies führt zu einer Dimerisierung und 

Transphosphorylierung von PERK [52]. In dieser Form ist PERK in der Lage, eukaryotic 

translation initiation factor 2α (eIF2α) zu phosphorylieren, wodurch es inaktiv wird. Da 

es sich bei eIF2α um einen Translationsfaktor handelt, bewirkt diese Inaktivierung eine 

Reduzierung der Translationsleistung der Zelle um eine weitere Belastung mit Proteinen 

zu verhindern [53]. Andere Kinasen, welche in der Lage sind, eIF2α zu phosphorylieren, 

sind General Control Nondepressible 2 (GCN2), die Heme-regulated eIF2α Kinase (HRI) 

und die Protein Kinase R (PKR) [54]. 

Das vermehrte Auftreten von phosphoryliertem eIF2α erhöht die Menge an translatiertem 

activating transcription factor 4 (ATF4) in der Zelle [55]. Unter ungestressten Zuständen 

würden Ribosomen am 5´-Ende der mRNA von ATF4 ansetzen und zunächst auf den 

upstream open reading frame (uORF) 1 treffen. Während dieses uORF1 die Translation 

von ATF4 fördert, wird sie von dem nachgelagerten uORF2 hingegen gehemmt. Eine 

Translation dieses uORF2 führt zu einer Dissoziation des Ribosoms von der mRNA. 

Unter gestressten Zuständen liegt allerdings bedingt durch die erhöhte Menge von 

phosphoryliertem eIF2α weniger eIF2-GTP vor, was wiederum eine geringere Menge an 

mit Methionin beladener und mit eIF2-GTP komplexierter tRNA zur Folge hat. Dadurch 

wird der Beginn der Translation verzögert, wodurch einige Ribosomen den uORF2 

überspringen, und in der Lage sind die ATF4-codierende Region zu erreichen und diese 

zu translatieren [56,57].  
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Der Transkriptionsfaktor ATF4 sorgt unter anderem für eine vermehrte Transkription von 

C/EBP-homologous protein (CHOP) [57,58]. CHOP ist einer der zentralen 

Transkriptionsfaktoren für die Expression von Genen, welche die ER-Stress-vermittelte 

Apoptose auslösen. Eines dieser Gene ist Bim, ein Vertreter der BH3-only Familie, 

welcher durch die Aktivierung von BAX und BAK die Apoptose einleitet [59,60]. Auch 

wird das Gen death receptor 5 (DR5) durch CHOP transkribiert. Dieses aktiviert die 

Caspase 8, welche das BH3-only Protein Bid durch Spaltung aktiviert, welches ebenfalls 

durch BAX und BAK die Apoptose einleitet [61,62]. Zusätzlich wird die Apoptose durch 

die Transkription von endoplasmatic reticulum Oxioreductase-1α (ERO1α) eingeleitet. 

ERO1α produziert im endoplasmatischen Retikulum H2O2, was einen Ausfluss von 

Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum und über die mitochondria-associated 

endoplasmatic reticulum membranes (MAM) einen Einstrom von Calcium in das 

Mitochondrium bedingt, wodurch die Apoptose eingeleitet werden kann [63–65]. 

Zusätzlich wird das antiapoptotische Protein Bcl2 durch die vermehrte Expression von 

CHOP in seiner Expression gehemmt [66,67]. Darüber hinaus führt die UPR im 

Allgemeinen zu einer vermehrten Expression von BiP, um auf die anfallenden 

fehlgefalteten Proteine zu prozessieren [68,69]. 

Im Sinne einer negativen Rückkopplung wird durch die beiden Transkriptionsfaktoren 

ATF4 und CHOP die Expression von protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A 

(PPP1R15A oder Gadd34) angeregt [70]. Gadd34 bildet zusammen mit PP1c einen 

Komplex, welcher die phosphorylierte Form von eIF2α dephosphoryliert. Dies hemmt 

somit die Produktion von ATF4, CHOP und ihren Zielgenen in der UPR [71,72]. 

1.4.3. ATF6 

Ebenso wie PERK besitzt auch activating transcription factor 6 (ATF6) einen Anteil im 

Lumen des endoplasmatischen Retikulums, welcher von BiP gebunden ist [73]. Ähnlich 

wie bei PERK löst sich BiP von ATF6, wenn zu viele fehlgefaltete Proteine im Lumen 

des endoplasmatischen Retikulums anfallen. Die luminale Domäne des ATF6 dient somit 

als ER-Stress Sensor [74]. Der zytoplasmatische Teil von ATF6 besitzt eine DNA-

Bindungsstelle mit einer basic leucine zipper (bZIP)-Domäne [75]. Löst sich BiP zur 

Faltung fehlgefalteter Proteine vom luminalen Anteil von ATF6, löst sich der 

zytosolische Anteil von ATF6 und wird vesikulär zum Golgi-Apparat transportiert [74]. 
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Dort werden durch die Proteasen site-1 protease (S1P) und site-2 protease (S2P) Teile 

von ATF6 abgespalten. Dieser als regulated intermembrane proteolysis (RIP) 

bezeichnete Vorgang reguliert ebenfalls diverse dem ATF6 ähnliche Moleküle wie z.B. 

das sterol regulatory element-binding protein (SREBP) [76]. Nach dieser Prozessierung 

ist es dem aktivierten ATF6 möglich, in den Zellkern zu gelangen. Dort bindet es die 

endoplasmatic reticulum stress response elements (ERSE). In der Konsequenz wird die 

Transkription von z.B. BiP und weiteren Chaperonen gesteigert [77]. 

1.4.4. IRE1 

Ähnlich wie PERK besitzt auch IRE1 einen im Lumen des endoplasmatischen 

Retikulums gelegenen Anteil, welcher BiP bindet [78]. Die zytoplasmatische Seite dieses 

Proteins enthält eine Kinase und eine RNase. Um fehlgefaltete oder noch zu faltende 

Proteine zu falten, löst sich BiP bei vermehrtem Auftreten dieser von IRE1. Dies führt zu 

einer Dimerisierung von verschiedenen IRE1-Proteinen, was in der Folge eine 

Transphosphorylierung des zytoplasmatischen Anteils bewirkt, wodurch die RNase 

aktiviert wird. Die RNase spleißt die prä-mRNA von X-box binding protein 1 (XBP1) 

[79,80], welches anschließend in das XBP1s-Protein transkribiert wird. Das somit 

entstandene XBP1s gelangt in den Nucleus, wo es als Transkriptionsfaktor fungiert und 

dadurch an der Ausbildung von Proteinen der ER-Stressantwort beteiligt ist. Dabei 

werden u.a. Gene des endoplasmatic reticulum-associated protein degradation (ERAD) 

Signalwegs, welche einen vermehrten zytosolischen Abbau fehlgefalteter Proteine 

herbeiführen und ein vermehrtes Vorkommen von Chaperonen wie z.B. BiP 

herbeiführen, transkribiert [81]. 

Zusätzlich zu der RNase- und Kinase-Fähigkeit ist der zytoplasmatische Anteil von IRE1 

auch in der Lage, einen Apoptose-auslösenden Signalweg zu starten. Der 

zytoplasmatische Anteil von IRE1 formt dabei einen Komplex mit tumor necrosis factor 

(TNF) receptor associated factor 2 (TRAF2) und der MAP3K apoptosis signale-

regulating kinase (ASK1) [82]. Dieser Komplex phosphoryliert und aktiviert die 

proapoptotische c-Jun N-terminal kinase (JNK) [83,84]. Ebenfalls wird durch den IRE1-

TRAF2 Signalweg die Caspase 12, welche essentiell für den ER-Stress vermittelten 

Zelltod ist, aktiviert [85]. Die Caspase 12 spaltet in der Konsequenz die Procaspase 9 zur 
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Caspase 9, welche wiederum die Procaspase 3 zur Caspase 3 aktiviert, welche die 

Apoptose einleitet [86].  

Sämtliche der in 1.4.2, 1.4.3 und 1.4.4 erklärten Signalwege sind bildlich in der 

Abbildung 1.4 dargestellt. 

 

 

Abbildung 1.3: IRE1-, PERK- und ATF6-Signalweg des ER-Stresses 

 

1.5. Die ER-Stressoren und Modulatoren 

1.5.1. Salubrinal 

Salubrinal ist ein Inhibitor des Komplexes aus der Serin-Threonin-Phosphatase PP1 und 

dem Cofaktor GADD34 [87]. GADD34 sorgt in diesem Fall für die spezifische 
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Dephosphorylierung der phosphorylierten Form von eIF2α durch die PP1 [71]. eIF2α-

Kinasen oder Anteile des XBP1-Signalweges der endoplasmatischen Stressantwort einer 

Zelle werden durch Salubrinal nicht beeinflusst [87].  

 

Abbildung 1.4: Graphische Darstellung der Wirkweise von Salubrinal 

 

Die Dephosphorylierung von eIF2α ist bezogen auf den ER-Stress ein 

Rückkopplungsmechanismus, welcher von GADD34 durchgeführt wird. Unter 

physiologischen Zuständen erfolgt die Dephosphorylierung von p-EIF2α vor allem durch 

protein phospatase 1 regulatory subunit 15B (PPP1R15B oder CReP),  wohingegen 

erhöhter ER-Stress eine gesteigerte Expression von GADD34 und somit eine vermehrte 

Dephosphorylierung von p-EIF2α durch GADD34 bedingt [88]. Auch die 

Dephosphylierung durch PPP1R115B wird durch Salubrinal gehemmt [89]. Diese 

Dephosphorylierung von eIF2α wirkt u.a. protektiv gegen die durch ER-Stress 

ausgelösten Apoptose [90]. Auch wirkt es protektiv gegen die durch Tunicamycin 

induzierte Apoptose zur in vitro Simulation von ER-Stress [91]. Dem gegenüber zeigten 



19 
 

jedoch Cnop et. al., dass eine Hemmung der Dephosphorylierung von phosphorylierten 

eIF2α durch Salubrinal die Apoptose in den β-Zellen des Pankreas steigert [87]. 

Salubrinal kann somit protektive wie auch destruktive Auswirkungen auf Zellen haben. 

Im Falle einer Infektion mit einem Herpes simplex Virus (HSV) ist Salubrinal in der Lage, 

die Replikationsrate einer mit dem Virus infizierten Zelle zu reduzieren. Bei einer regulär 

ablaufenden Infektion mit einem HSV phosphoryliert die Zelle eIF2α, um die 

Proteinsynthese zu hemmen [92]. Dies wird vom Virus dadurch kompensiert, dass es 

genetische Information zur Produktion von ICP34.5, einem Analogon zu GADD34 in die 

Zelle einschleust [93]. 

1.5.2. Tunicamycin 

Tunicamycin wurde zuerst in Streptomyces lysosperficus und später in Streptomyces 

chartreusis gefunden [94]. Dort ist es durch eine Inhibition der bakteriellen Phospho-N-

acetylmuramyl-pentapeptide transferase (MraY) und Undecapenyl-phosphate α-N-

acetylglucosaminyl 1-phosphate transferase (WecA) tätig. Die Hemmung dieser Enzyme 

führt u.a. zur Hemmung der Synthese von u.a. Peptidoglykanen und Glykoproteinen 

[95,96]. Dadurch übt Tunicamycin eine antibakterielle Wirkung aus. In humanen Zellen 

bewirkt Tunicamycin eine Hemmung der UDP-N-acetylglucosamine-dolichyl phosphate 

N-acetylglucosamine-phosphotransferase (GPT). Dies bewirkt eine Hemmung der ersten 

N-Acetylglykosylierung an Stickstoffatomen bei der posttranslationalen Modifikation 

[97]. 

Eine Behandlung humaner Zellen mit Tunicamycin hat durch die Hemmung der N-

acetylglucosamine-1-phosphate transferase (GlcNAc-1PT) ein Anstauen nicht endgültig 

posttranslational modifizierter Proteine zur Folge, wodurch die ER-Stress Signalwege der 

Zelle getriggert werden [98]. Dies zeigt sich in einem vermehrten Aufkommen von BiP 

und CHOP in Zellen, welche mit Tunicamycin behandelt wurden. Abdullahi et. al. 

zeigten, dass sich durch die Gabe von Tunicamycin ein ER-Stress Zustand der in vitro 

behandelten Zellen gut simulieren lässt [99]. 



20 
 

 

Abbildung 1.5: Graphische Darstellung der Wirkweise von Tunicamycin 

 

1.6 Ziel der Arbeit 

Das Ziel der Arbeit setzt sich aus drei verschiedenen Aspekten zusammen. 

Der erste Teil beschäftigt sich mit der Beobachtung und Einordnung des 

Wachstumsverhaltens der verschiedenen produzierten Zelllinien in zwei- und 

dreidimensionalen Kultursystemen. Es sollten dabei die Auswirkungen einzelner 

Onkogene sowohl alleinstehend, als auch in Kombination auf das Wachstumsverhalten 

nativer Aml12 Zellen erforscht werden. Das Ziel dieses Teils der Arbeit war die 

Untersuchung des Einflusses der einzelnen Onkogene oder deren Kombination auf das 

Wachstumsverhalten der Zellen.  
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Der zweite Teil betrachtet das Wachstumsverhalten der einzelnen Zelllinien unter dem 

Vorhandensein des ER-Stressors Tunicamycin. Es soll somit das Wachstum unter ER-

Stressbedingungen untersucht werden.  

Der dritte Teil wiederum erforscht die Auswirkungen des ER-Stress-Modulators 

Salubrinal, sowohl unter zwei- als auch unter dreidimensionalen Bedingungen. Die 

Untersuchung des Wachstumsverhalten der unterschiedlichen Zelllinien im 

zweidimensionalen Medium findet dabei im gestressten Zustand, aber auch unter 

normalen Bedingungen statt. 

Das Ziel des zweiten und dritten Abschnittes der Arbeit bestand darin, ob es ein Onkogen 

oder die Kombination der beiden Onkogene gibt, welche im Vergleich zu nativen Aml12 

Zellen sehr sensibel oder sehr resistent auf ER-Stress-Induktoren oder Modulatoren 

reagieren.  

Das übergeordnete Ziel der Arbeit ist es somit – im Sinne der personalisierten Medizin – 

das Wachstumsverhalten einzelner Onkogene bzw. deren Kombination und deren 

Sensibilität gegenüber ER-Stressoren und ER-Stress Induktoren zu untersuchen, um eine 

möglichst optimale Behandlung einer bestimmten Kombination aus Mutationen zu 

gewährleisten. 
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2. Materialien und Methoden 

 

2.1. Materialien 

2.1.1. Zellmedien 

2.1.1.1. Zusammensetzung des Kulturmediums 

Name Hersteller Katalognummer Anteil 

Dulbeccos Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

Thermo Fisher 

Scientific (Gibco) 

41965-039 250ml 

F-12 Nutrient Mixture (Ham) (F-12 

Nut Mix + GlutaMaxTM-I 

Thermo Fisher 

Scientific (Gibco) 

31765-027 250ml 

Fetales Kälberserum (FBS) Sigma-Aldrich 0001640839 50ml 

Pen-Strep (Penicillin-Streptomycin) Lonza DE17-603E 5ml 

Insulin-Transferrin-Selenium (ITS-

G) (100x) 

Thermo Fisher 

Scientific 

41400045 5ml 

Dexamethason (40µg/ml) Sigma Aldrich D4902 1ml 

 

2.1.1.2. Bakterielle Medien 

Name Hersteller Katalognummer 

LB-Medium (Lennox) Carl Roth X964.1 

Agar-Agar, BioScience Carl Roth 6494.2 

 

2.1.2. ER-Stressoren und ER-Stress-Modulatoren 

Name Hersteller Katalognummer 

Salubrinal Tocris 2347 

Tunicamycin Tocris 3516 
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2.1.3. Chemikalien und Materialien 

2.1.3.1. Zellkultur 

Name Hersteller Katalognummer 

Dulbecco´s Phosphate Buffered 

Saline (DPBS) 

Thermo Fisher Scientific 

(Gibco) 

14190-094 

Trypsin Lonza BE02-007E 

15ml Röhrchen Greiner bio-one 188271 

50ml Röhrchen Falcon 352070 

Pipettenspitze 1000µl Sarstedt 70.3050.205 

Pipettenspitze mit Filter 1000µl Sarstedt 70.3060.255 

Pipettenspitze 200µl Sarstedt 70.3030.205 

Pipettenspitze mit Filter 200µl Sarstedt 70.760.211 

Pipettenspitze 20µl Sarstedt 70.116.200 

Pipettenspitze mit Filter 20µl Sarstedt 70.1116.210 

Glaspipetten (Pasteur capillary 

pipettes) 

WU Mainz 200760 

Zellkulturschale TC-Schale 100 Sarstedt 83.3902 

Zellkulturschale 150 TPP 93150 

2ml Pipetten Corning 4021 

5ml Pipetten Corning 4051 

10ml Pipetten Corning 4101 

25ml Pipetten Corning 4251 

50ml Pipetten Corning 4501 

Safe-Lock Tubes 1,5ml Eppendorf 0030 120.086 

Safe-Lock Tubes 2ml Eppendorf 0030 120.094 

Multipette® M4 Eppendorf 4982000012 

FalconTM Platten für 

Gewebekulturen (sechs well) 

Falcon 10110151 

Combitips advanced® 10ml Eppendorf 0030089677 
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HeracellTM 150i CO2-Inkubatoren 

mit Edelstahlkammer, TCD-

Sensor, 230V 

Thermo Fisher Scientific 51026331 

 

2.1.3.2. Soft Agar 

Name Hersteller Katalognummer 

DifcoTM Agar Noble BD Biosciences 214220 

Iodonitrotetrazoliumchlorid Sigma Aldrich I8377-1G 

 

2.1.3.3. Polymerasekettenreaktion 

Name Hersteller Katalognummer 

LiChrosolv® Water for chromatography Merck 1153332500 

Mastercycler® pro S Eppendorf 6325 000.013 

 

2.1.3.4. Chemikalien und Materialien der Gele des Western Blots 

Name Hersteller Katalognummer 

Rotiphorese Gel® 30 (37,5:1) 

(Acrylamid) 

Carl Roth 3029.1 

TEMED EMD Chemicals D00108329 

Roti®Load 1 Carl Roth K929.1 

Methanol Honeywell 32213-2.5L 

Ethanol ITW Reagents A1613 

Propanol Merck 1096342500 

Nonfat dried milk powder ITW Reagents A0830 

Whatman GB003 Gel Blot Paper Cytiva 10426892 

Immobilon®-P Transfer 

Membranes 

Merck IPVH00010 

Tween® 20 for molecular biology ITW Reagents A4974 

SuperSignalTM West Pico PLUS 

Chemilminescent Substrate 

Thermo Fisher 

Scientific 

34580 



25 
 

Amersham HyperfilmTM ECL High 

performance chemiluminescence 

film 

GE Healthcare 

Limited 

28906837 

AGFA G153 Developer AGFA 12866532 

AGFA G354 Fixer AGFA 12876532 

 

2.1.3.5. Western Blot 

Name Hersteller Katalognummer 

Mini Gel Holder Cassette BIO-RAD 1703931 

Foam Pads for Mini Trans-Blot® Cell BIO-RAD 1703933 

Mini Trans-Blot Central Core BIO-RAD 1703812 

Bio-Ice Cooling Unit BIO-RAD 1703934 

Mini-PROTEAN® Casting Stand BIO-RAD 1653303 

Mini-PROTEAN® Casting Frame BIO-RAD 1653304 

Mini-PROTEAN® Casting Stand 

Gaskets 

BIO-RAD 1653305 

Mini Cell Buffer Dams BIO-RAD 1653130 

Gel Releasers BIO-RAD 1653320 

Mini-PROTEAN® Tetra Electrode 

Assembly 

BIO-RAD 1658037 

Buffer Tank BIO-RAD 1658039 

Cell Lid With Power Cables BIO-RAD 1658041 

Glass Plates BIO-RAD 1702982 

Electrophoresis Power Supply Consort 

EV231 

Consort Z654353 

PowerPacTM HC High-Current Power 

Supply 

BIO-RAD 1645052 

Albumin Fraktion V >98% pulv. für 

die Molekularbiologie 

Carl Roth 8076.4 

Ammoniumpersulfat ITW Reagents A2941,0100 
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PageRulerTM Plus Prestaindes Protein 

Ladder, 10 bis 250 kDa 

Thermo Fisher 

Scientific 

26619 

Natriumazid Carl Roth 4221.1 

Protein Assay Kammer/well BIO-RAD 2240096 

 

2.1.3.6. Agarose Gel 

Name Hersteller Katalognummer 

SeaKem® LE Agarose Lonza 50004 

Ethidium bromide – Solution 1% 

BioChemica 

ITW Reagents A1152,0100 

Consort E835 Consort Z337447 

GeneRuler 1kb DNA-Leiter Thermo Fisher 

Scientific 

SM0311 

GeneRuler 50bp DNA-Leiter Thermo Fisher 

Scientific 

SM0371 

Intas Gel iX Imager Intas  

 

2.1.3.7. Klonierungsprozess 

Name Hersteller Katalognummer 

S.O.C. Medium invitrogen 15544-034 

Ampicillin Natrium Salz ITW Reagents A0839,0025 

Heratherm Incubator Thermo Fisher Scientific 50129111 

Model G25 Incubator 

Shaker 

New Brunswick Scientific 

Co. Inc. 

M1024-0000 

 

2.1.3.8. Kristallviolett Assay 

Name Hersteller Katalognummer 

Kristallviolett Sigma Aldrich C0775-100G 

Paraformaldehyd Sigma Aldrich 158127-500G 
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2.1.4. Bakterien 

Name Hersteller Katalognummer 

Subcloning EfficiencyTM DH5α 

Competent Cells 

Thermo Fisher 

Scientific 

18265017 

 

2.1.5. Enzyme 

Name Hersteller Katalognummer 

Alkaline Phosphatase, Calf 

intestinal (CIP) 

NEB® M0290S 

BamHI-HF® NEB® R3136M 

EcoRI-HF® NEB® R3101L 

NheI-HF® NEB® R3131S 

NotI-HF® NEB® R3189S 

 

2.1.6. Weitere Maschinen 

Name Hersteller Katalognummer 

Nanodrop2000 Thermo Fischer Scientific ND-2000 

Biofuge Fresco Heraeus Heraeus Fabr.-Nr.: 40559124 

Bestell-Nr.: 75005521/01 

Kin. Energie: 1575Nm 

Max. 13000rpm 

Biofuge Pico Heraeus Heraeus Fabr.-Nr.: 247861 

Best.-Nr.: 75003280 

Kin. Energie: 1650Nm 

Max. Drehzahl: 

13.000rpm 

Multifuge 1 L-R Heraeus Heraeus Fabr.-Nr.: 40551940 

Bestll-Nr.: 75004330 

Kin. Energie: 34,3kNm 

Max. 4700rpm 

Blockthermostat Haep Labor Consult – HLC Model: HBT-1 131 
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Serial-No. H 131 3030 

VTX-3000L Mixer Uzusio LMS 3993 

neoLab D-6011 

Magnetrührer 

neoLab D-6011 

neoLab Shaker DRS-12 neoLab 7-0952 

FVL-2400N Combi-Spin 

Minizentrifuge/-Vortex 

bioSan BS-010202-AAA 

ALTO-UF Ibs tecnomara Hersteller 

Triple red 

A2-11042018-1 

Synergy HAT Biotek 7091000 

Magnetrührer mit Heizung 

Heidolph MR 2002 

Omnilab 66957 

 

2.1.7. Weitere Chemikalien 

Name Hersteller Katalognummer 

Natriumchlorid VWR 27810.295 

TRIS-Hydrochlorid PUFFERAN® 

>99%, p.a. 

Carl Roth Art.-Nr. 9090.3 

Salzsäure rauchend 37% Merck 1.00314.2500 

SDS ultrapure AppliChem A1112,1000 

NP-40 AppliChem A1694,0250 

Natriumdesoxycholat AppliChem A1531,0100 

 

2.1.8. Antikörper 

2.1.8.1. Primäre Antikörper 

Antikörper Hersteller Wirt Verdünnung Katalognummer 

AKT Cell Signaling 

Techology 

Rabbit 1:2.000 in 2,5% BSA 

in TBS-T 

4685 

c-MYC abcam Rabbit 1:2.000 in 2,5% BSA 

in TBS-T 

Ab32072 
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Vinculin Sigma Aldrich Mouse 1:10.000 in 5% BSA in 

TBS-T 

V9131 

EIF2α Cell Signaling 

Techology 

Rabbit 1:2.000 in 2,5% BSA 

in TBS-T 

9722 

p-EIF2α Thermo Scientific Rabbit 1:10.000 in 5% BSA in 

TBS-T 

44-728G 

Bip Cell Signaling 

Techology 

Rabbit 1:2.000 in TBS-T 11815 

GADD34 Proteintech Rabbit 1:3.000 in 5% BSA in 

TBS-T 

10449-1-AP 

 

2.1.8.2. Sekundäre Antikörper 

Antikörper Verdünnung Hersteller Katalognummer 

Anti-mouse 1:3.000 GE Heathcare NA931V oder 

NA934V 

Anti-rabbit 1:3.000 Cell Signaling 

Technology 

44125 

 

2.1.9. Primer 

Name Sequenz 

Hygro-SnaBI-Kozak-

AKT forward 

TTTTTACGTAGCCACCATGATGAGCGACGTGGCTA

TTG 

Hygro-SnaBI-Kozak-

MYC forward 

TTTTTACGTAGCCACCATGCCCCTCAACGTGAAC 

LNCX-BglII-Kozak-

AKT forward 

TTTTAGATCTGCCACCATGATGAGCGACGTGGCTA

TTG 

LNCX-BglII-Kozak-

MYC forward 

TTTTAGATCTGCCACCATGCCCCTCAACGTGAAC 

SalI-MYC reverse AAAAGTCGACTTATGCACCAGAGTTTCG 

SalI-MIA-reverse AAAAGTCGACAATTCGACAGCGTGGCTTC 
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2.1.10. Basensequenzen der Plasmide und Onkogene 

2.1.10.1. pBabe-hygro-hTERT 

 

 

Abbildung 2.1.10.1.1.: Darstellung des pBABE-hygro-hTERT Plasmids 
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2.1.10.2. pLNCX2 

 

Abbildung 2.1.10.1.2.: Darstellung des UTF_8_de_pLNCX2_ Plasmids 

 

2.1.10.3. Akt 

TTTTTACGTAGCCACCATGATGAGCGACGTGGCTATTGtgaaggagggttggctgcacaa

acgaggggagtacatcaagacctggcggccacgctacttcctcctcaagaatgatggcaccttcattggctacaaggagcgg

ccgcaggatgtggaccaacgtgaggctcccctcaacaacttctctgtggcgcagtgccagctgatgaagacggagcggccc

cggcccaacaccttcatcatccgctgcctgcagtggaccactgtcatcgaacgcaccttccatgtggagactcctgaggagcg

ggaggagtggacaaccgccatccagactgtggctgacggcctcaagaagcaggaggaggaggagatggacttccggtcg

ggctcacccagtgacaactcaggggctgaagagatggaggtgtccctggccaagcccaagcaccgcgtgaccatgaacga

gtttgagtacctgaagctgctgggcaagggcactttcggcaaggtgatcctggtgaaggagaaggccacaggccgctactac
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gccatgaagatcctcaagaaggaagtcatcgtggccaaggacgaggtggcccacacactcaccgagaaccgcgtcctgca

gaactccaggcaccccttcctcacagccctgaagtactctttccagacccacgaccgcctctgctttgtcatggagtacgccaa

cgggggcgagctgttcttccacctgtcccgggaacgtgtgttctccgaggaccgggcccgcttctatggcgctgagattgtgtc

agccctggactacctgcactcggagaagaacgtggtgtaccgggacctcaagctggagaacctcatgctggacaaggacgg

gcacattaagatcacagacttcgggctgtgcaaggaggggatcaaggacggtgccaccatgaagaccttttgcggcacacct

gagtacctggcccccgaggtgctggaggacaatgactacggccgtgcagtggactggtgggggctgggcgtggtcatgtac

gagatgatgtgcggtcgcctgcccttctacaaccaggaccatgagaagctttttgagctcatcctcatggaggagatccgcttc

ccgcgcacgcttggtcccgaggccaagtccttgctttcagggctgctcaagaaggaccccaagcagaggcttggcgggggc

tccgaggacgccaaggagatcatgcagcatcgcttctttgccggtatcgtgtggcagcacgtgtacgagaagaagctcagcc

cacccttcaagccccaggtcacgtcggagactgacaccaggtattttgatgaggagttcacggcccagatgatcaccatcaca

ccacctgaccaagatgacagcatggagtgtgtggacagcgagcgcaggccccacttcccccagttctcctactcggccagc

ggcacggcctgaggcggcggtggactgcgctggacgatagcttggagggatggagaggcggcctcgtgccatgatctgtat

ttaatggtttttatttctcgggtgcatttgagaGAAGCCACGCTGTCGAATTGTCGACTTTT 

2.1.10.4. Myc 

TTTTTACGTAGCCACCATGCCCCTCAACGTGAACttcaccaacaggaactatgacctcgacta

cgactccgtacagccctatttcatctgcgacgaggaagagaatttctatcaccagcaacagcagagcgagctgcagccgccc

gcgcccagtgaggatatctggaagaaattcgagctgcttcccaccccgcccctgtccccgagccgccgctccgggctctgct

ctccatcctatgttgcggtcgctacgtccttctccccaagggaagacgatgacggcggcggtggcaacttctccaccgccgat

cagctggagatgatgaccgagttacttggaggagacatggtgaaccagagcttcatctgcgatcctgacgacgagaccttcat

caagaacatcatcatccaggactgtatgtggagcggtttctcagccgctgccaagctggtctcggagaagctggcctcctacc

aggctgcgcgcaaagacagcaccagcctgagccccgcccgcgggcacagcgtctgctccacctccagcctgtacctgcag

gacctcaccgccgccgcgtccgagtgcattgacccctcagtggtctttccctacccgctcaacgacagcagctcgcccaaatc

ctgtacctcgtccgattccacggccttctctccttcctcggactcgctgctgtcctccgagtcctccccacgggccagccctgag

cccctagtgctgcatgaggagacaccgcccaccaccagcagcgactctgaagaagagcaagaagatgaggaagaaattga

tgtggtgtctgtggagaagaggcaaacccctgccaagaggtcggagtcgggctcatctccatcccgaggccacagcaaacc

tccgcacagcccactggtcctcaagaggtgccacgtctccactcaccagcacaactacgccgcacccccctccacaaggaa

ggactatccagctgccaagagggccaagttggacagtggcagggtcctgaagcagatcagcaacaaccgcaagtgctcca

gccccaggtcctcagacacggaggaaaacgacaagaggcggacacacaacgtcttggaacgtcagaggaggaacgagct

gaagcgcagcttttttgccctgcgtgaccagatccctgaattggaaaacaacgaaaaggcccccaaggtagtgatcctcaaaa

aagccaccgcctacatcctgtccattcaagcagacgagcacaagctcacctctgaaaaggacttattgaggaaacgacgaga

acagttgaaacacaaactcgaacagcttCGAAACTCTGGTGCATAAGTCGACTTTT 
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2.1.11. Zelllinien und Produktion der Zelllinien 

Zelllinie Beschreibung 

Aml12 Immortalisierte Hepatozyten einer transgenen Maus, welche 

die Morphologie und das Wachstumsverhalten 

unveränderter Hepatozyten behalten haben 

Aml12-MycOE Aml12 Zellen, welche per Virus-Transduktion zur 

Überexpression von Myc angeregt werden 

Aml12-AktMyr Aml12 Zellen, welche eine per Virus-Transduktion 

eingebrachte mRNA von AktMyr exprimieren 

Aml12-MycOE-AktMyr Aml12 Zellen, welche sowohl per Virus-Transduktion zur 

Überexpression von MYC angeregt werden, als auch eine 

per Virus-Transfektion eingebrachte mRNA von AktMyr 

exprimieren 

 

Produktion dieser Zelllinien 

Die untersuchten Zelllinien wurden durch die virale Transduktion der Onkogene MycOE 

und AktMyr generiert und gegen das entsprechende Resistenzgen selektioniert (pBabe-

hygro-hTERT: Hygromycin vgl. Kapitel 2.1.10.1); pLNCX2: Geneticin (vgl. Kapitel 

2.1.10.2)). Die Transduktion mit mehreren Onkogenen erfolgte konsekutiv. Die 

Transduktion wurde dabei von Dr. rer. nat. Mathias Riebold übernommen. 

 

2.1.12. Kits 

ACCUZYMETM DNA 

Polymerase 

BIOLINE BIO-21052 

DC Protein Assay BIO-RAD 5000114 

Isolate II PCR and Gel Kit BIOLINE BIO-52058, BIO-52059, 

BIO-52060 

NucleoBond® Xtra Midi Macherey-Nagel REF 740410.50 

NucleoSpin® Plasmid 

EasyPure 

Macherey-Nagel REF 740727.50 
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Rapid DNA Ligation Kit Roche 11635379001 

 

2.1.13. Puffer 

TBS-(T) (Mengenangaben 

für 5l) 

TBS 

• 60,57g 100mM Tris pH 7,6 

• 438,3g 1,5M NaCl 

• Beides wird in 3,5l Wasser gelöst und mit 37% 

HCl (ca. 32,5ml) auf den pH 7,6 eingestellt. 

• Auffüllen auf 5l mit Wasser. 

TBS-T 

• 20ml Tween20 werden 1l TBS hinzugefügt. 

Upper Tris 1M TRIS bei pH 6,8 

Lower Tris 1,5M TRIS bei pH 8,8 

RIPA 150mM NaCl 

1% NP-40 

0,5% Natriumdesoxycholat (Na-DOC) 

0,1% SDS 

25mM Tris pH 7,4 

Transferpuffer Reagenzien für 10-fach konzentrierten Puffer 

720g Glycin 

151,5g Trishydroxymethylaminomethan 

Auf ein Volumen von 5l mit doppelt-

destilliertem Wasser auffüllen. 

Zur Verdünnung auf 1-fach konzentrierten Puffer 

100ml 10x Transferpuffer 

150ml 100% Methanol 

750ml doppelt-destilliertes Wasser 

Puffer zur 

Gelelektrophorese 

Reagenzien für 10-fach konzentrierten Puffer 

720g Glycin 

151g Trishydroxymethylaminomethan 

50g Natriumdodecylsulfat 
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Auf ein Volumen von 5l mit doppelt-

destilliertem Wasser auffüllen 

Zur Verdünnung auf 1-fach konzentrierten Puffer 

100ml 10x Running buffer 

900ml doppelt-destilliertes Wasser 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Klonieren 

2.2.1.1. Polymerasekettenreaktion 

Zur Durchführung einer Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Vervielfältigung des 

genetischen Materials einer bestimmten Sequenz wurden immer die folgenden 

Reagenzien verwendet: 

Auf 5µl PCR Puffer 

1µl forward Primer (10µM) 

1µl reverse Primer (10µM) 

1µl template (100ng ng template) 

1µl Nukleosidtriphosphate (10µM each) 

1µl hitzebeständige Polymerase 

Mit PCR H2O auf 50µl auffüllen 

Die Denaturierung wurde bei 95°C durchgeführt. Die entsprechende Temperatur für die 

Primerhybridisierung wurde mit Hilfe der Seite „https://tmcalculator.neb.com/#!/main“ 

berechnet. Die notwendige Zeit der Elongation richtete sich nach der Länge des zu 

vervielfältigenden Konstrukts und der bei 1,5-2min/kb liegenden Arbeitsgeschwindigkeit 

der „ACCUZYME DNA Polymerase“ und wurde bei 72°C durchgeführt. Es wurden 

immer zwischen 30 und 35 Zyklen durchgeführt. 
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2.2.1.2. Verdau 

Zur Durchführung des Verdaus eines Plasmids oder eines PCR Amplikons wurden 

folgende Komponenten verwendet: 

1µg genetisches Material oder 43µl aufgereinigtes PCR Produkt 

1µl Enzym 1 

1µl Enzym 2 

5µl Puffer 

Zur Herstellung eines 50µl Reaktionsgemisches wurde das Gemisch abhängig vom 

verwendeten Volumen des genetischen Materials auf 50µl aufgefüllt 

Der Puffer, welcher für beide verwendeten Enzyme die höchste Aktivität gewährleistet 

wurde mit Hilfe der Seite „https://nebcloner.neb.com/#!/“ gefunden. Die Dauer des 

Verdaus, welcher bei 37°C durchgeführt wurde, richtete sich nach der Arbeitsrate der 

verwendeten Enzyme. 

Nach dem Verdau des Plasmids, wodurch eine Einlagerung des entsprechenden Inserts 

gewährleistet wird, wird zum oben genannten Reaktionsgemisch folgendes Reagenz 

hinzugegeben: 

1µl „Calf intestinal phosphatase“ 

Dieses Gemisch wurde wiederum 1h bei 37°C inkubiert. 

2.2.1.3. Gelelektrophorese 

Zur Kontrolle, ob eine PCR oder ein Verdau erfolgreich war, wurde im Anschluss eine 

Gelelektrophorese durchgeführt. Es wurde hierbei ein 1% Agarose Gel, welchem zum 

Anfärben der Nukleinsäuren Ethidiumbromid zugegeben wurde, verwendet. Nachdem 

man die jeweiligen Nukleinsäureketten und den Marker für einen entsprechenden 

Zeitraum unter Spannung im Gel hat laufen lassen, wurden die Nukleinsäuren und der 

Marker mit UV-Licht dargestellt und das entstandene Bild mit der Kamera festgehalten. 

2.2.1.4. Ligation 

Für die Ligation wurde das „Rapid DNA Ligation Kit“ der Firma Roche verwendet. 

Hierfür wurde jeweils das folgende Reaktionsgemisch angelegt: 
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1µl „backbone“ Plasmid 

1µl „insert“ Plasmid 

4µl „Dilution“ Puffer 

10µl „Ligation“ Puffer 

4µl PCR H2O 

1µl Ligase 

Die Ligase wurde dabei immer als letztes Reagenz dem Gemisch zugeführt. Die Ligation 

wurde über Nacht auf Eis durchgeführt. 

2.2.1.5. Transformation und Retransformation 

Zur Durchführung einer Transformation wurde zunächst die entsprechende Menge 

Aliquots chemokompetenter Zellen in einem mit Eis gefüllten Gefäß langsam aufgetaut. 

Daraufhin wurde folgendes Reaktionsgemisch angelegt: 

Transformation 

50µl chemokompetente Zellen 

2,5µl Ligationsprodukt 

Retransformation 

 50µl chemokompetente Zellen 

 0,5µl Plasmid 

Dieses Gemisch wurde anschließend 15min auf Eis inkubiert. Danach wurde für 45 

Sekunden ein Hitzeschock bei 42°C durchgeführt, woraufhin das Gemisch erneut für 

2min in das mit Eis gefüllte Gefäß gestellt wurde. Anschließend wurde jedem Aliquot 

450µl SOC Medium hinzugefügt und für 1h bei 37°C und 950rpm im Shaker inkubiert. 

Zuletzt wurden 200µl auf LB-Agar Platten mit entsprechendem Selektionsmarker 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
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2.2.1.6. Plasmidpräparation (Mini Prep) 

3ml LB Medium mit Ampicillin 100µg/ml wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft 

und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Am nächsten Tag wurden zur Herstellung eines 

Glycerolstocks 500µl der Lösung entnommen, mit 500µl 100% Glycerol gemischt und 

bei -20°C gelagert. Die restlichen 2,5ml wurden für 3min bei 3.500g zentrifugiert. Die 

weitere Plasmidpräparation wurde mit dem „NucleoSpin® Plasmid EasyPure“ Kit von 

Machery-Nagel durchgeführt, wobei an einigen Punkten von der Vorgehensweise des 

Kits abgewichen wurde: 

In Schritt 2 wurde das Gemisch nicht gevortext, sondern es erfolgte nur ein 

Resuspendieren. 

Beim vorletzten Zentrifugationsschritt wurde immer eine zweite Zentrifugation zur 

Elimination der Flüssigkeit aus der Säule durchgeführt. 

Das Eluieren erfolgte immer mit 30µl doppelt-destilliertem Wasser. 

2.2.1.7. Sequenzierung 

Die Sequenzierung der Plasmide wurde von „Microsynth Seqlab“ durchgeführt. Dafür 

wurde der Firma folgendes Reaktionsgemisch zum Sequenzieren geschickt: 

1,5µg Plasmid 

3µl Sequenzierprimer, sofern kein Primer von der Seqlab Standard Primer Liste genutzt 

werden konnte 

Um ein Gesamtvolumen von 12µl, wenn der Primer noch von „Mycrosynth Seqlab“ 

hinzugefügt wird, oder von 15µl, wenn der Primer bereits vorher hinzugegeben wird, zu 

erreichen, wird das Gemisch mit der entsprechenden Menge doppelt-destiliertem-Wasser 

aufgefüllt 

2.2.1.8. Plasmidpräparation (Midi Prep) 

400ml LB Medium mit 100µg/ml Ampicillin wurden mit einer Bakterienkolonie oder 

50µl von einem Gylercolstock angeimpft und über Nacht bei 37°C geschüttelt.  

Die weitere Plasmidpräparation wurde mit dem „NucleoBond® Xtra Midi“ Kit von 

Machery-Nagel durchgeführt, wobei an einigen Punkten von der Vorgehensweise des 

Kits abgewichen wurde: 
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Zwischen den Schritten 7 und 8 wurde ein weiteres Mal für 15min bei 4600g zentrifugiert 

Das Pellet wurde in 500µl doppelt-destilliertem-Wasser resuspendiert 

2.2.2. Zellen splitten 

Nach Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Im Anschluss 

wurde 1x Trypsin-EDTA in PBS zugegeben und bei 37°C inkubiert, bis die Zellen sich 

vollkommen von der Platte abgelöst hatten. Die resuspendierten Zellen wurden 

gesammelt, bei 150xg abzentrifugiert, der Überstand entfernt und die Zellen in neuem 

vollständigen Kulturmedium (45% DMEM, 45% F12-Medium, 9% FBS, 1% Insulin-

Transferrin-Selen, Dexamethason) resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer 

Neubauer Zählkammer gezählt und 500.000 Zellen in eine neue Kulturschale überführt. 

Im Anschluss wurden die Zellen bei 37°C kultiviert. 

Für die langfristige Lagerung von Zellen, wurden die restlichen Zellen in vollständigem 

Aml12 Wachstumsmedium + 10% DMSO resuspendiert, in Kryo-Röhrchen überführt 

und in flüssigem Stickstoff weggefroren. 

2.2.3. Western Blot 

2.2.3.1. Zelllyse 

Die im Medium gelösten Zellen wurden zur Formung eines Pellets 6min lang in einer auf 

4°C gekühlten Zentrifuge bei 2500g zentrifugiert und anschließend in je nach Größe des 

Pellets und der Menge an Western Blots, die durchzuführen waren, zwischen 150µl und 

300µl RIPA Puffer gelöst. Daraufhin ließ man das Gemisch für 15min auf Eis inkubieren. 

Im Anschluss wurde das Gemisch für 30min in einer auf 4°C gekühlten Zentrifuge bei 

13000g zentrifugiert. Vom Überstand wurden je 60µl mit 20µl „Roti Load“ gemischt, um 

die entsprechenden Proben für den Western Blot zu erhalten. Sollte eine Verdünnung der 

Probe von Nöten gewesen sein, so wurde diese mit einem Gemisch aus ¾ Wasser und ¼ 

„Roti Load“ durchgeführt. Damit die Proben bereit waren, um im Western Blot geladen 

zu werden, wurden diese in einem letzten Schritt für 5min bei 95°C erhitzt. 

2.2.3.2. Protein Assay 

Gemäß dem Kit „DC Protein Assay“ wurden die einzelnen Komponenten in folgender 

Reihenfolge in eine dafür vorgesehene Kammer hinzugegeben: 
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5µl Überstand der Lyse 

25µl Reagenz A´ (Hergestellt aus Reagenz A und Reagenz S in einem Verhältnis von 

50:1) 

200µl Reagenz B 

Es wurden bei jedem Protein Assay jede Probe zweimal geladen und aus den darauf 

entstehenden zu ladenden Volumina in der späteren Berechnung ein Mittelwert gebildet. 

Dazu wurde zur Abgleichung der Werte der lysierten Proben eine Reihe von 5 Proben 

mit bekannten Proteinkonzentrationen (0; 0,2; 0,5; 1; 1,5) geladen. 

2.2.3.3. Durchführung des Western Blots 

Die Gele wurden mit den folgenden Reagenzien hergestellt, wobei sich die 

Mengenangaben auf die Herstellung eines Gels beziehen. 

Gelektrophorese-Gel („running gel“) 

2,4ml doppelt-destilliertes Wasser 

1,5ml Unterer Tris-Puffer 

2ml 30% Acrylamid 

60µl 10% Natriumdodecylsulfat-Puffer  

60µl 10% APS 

4µl TEMED 

Gel zum Einfüllen der Zelllysate in Geltaschen („stacking gel“) 

1,1ml doppelt-destilliertes Wasser 

190µl Oberer Tris-Puffer 

200µl 30% Acrylamid 

15µl 10% Natriumdodecylsulfat-Puffer 

15µl 10% Ammoniumpersulfat 

2,5µl TEMED 
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Zur Gewährleistung einer geraden Kante an der Obergrenze des Gels wurde auf das noch 

flüssige Gel 0,5ml Propanol hinzugegeben. Nach der Aushärtung wurde dieses wieder 

entfernt. Anschließend wurde das „stacking Gel“ in die Kammer gefüllt und je nach 

Anzahl der benötigten Proben ein Kamm mit 10 oder 15 Zähnen in das noch flüssige Gel 

eingeführt. Nach der Aushärtung beider Gele wurden diese in eine entsprechende 

Kammer eingeführt und der Zwischenraum mit „running buffer“ aufgefüllt. Das Einfüllen 

der Proben wurde in einem mittels „Protein Assay“ errechneten Verhältnis 

vorgenommen. Zusätzlich wurden entweder 4µl oder 8µl Marker oder 2µl RotiLoad in 

die noch freien Taschen gefüllt. Die nun angelegte Spannung belief sich auf 120V. Zur 

Vorbereitung der Übertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Membran wurden pro 

Gel zwei „Whatman Paper“ mit Transferpuffer befeuchtet und eine Membran zunächst 

mit Methanol aktiviert, dann mit Wasser abgespült und ebenfalls in Transferpuffer 

eingelegt. Für die Übertragung der Proben aus dem Gel auf die Membran wurde das Gel 

in einer Kammer mit Hilfe von Schwämmen an der Membran fixiert und in einer größeren 

Kammer fixiert. Dieser Kammer wurden sowohl Transferpuffer, als auch ein Eisblock 

zur Reduktion der Temperatur während des Blottens zugefügt. Das Blotten wurde 

schlussendlich bei 4°C Außentemperatur und bei einer Stromstärke von 400mA pro zu 

übertragendes Gel für 1h durchgeführt. Nach Entfernung der Membran aus der Kammer 

wurde es kurz in TBS-T-Puffer gewaschen und anschließend 1h lang in TBS-T mit 5% 

Milchpulver unter ständigem Schwenken eingelegt. Es folgte ein erneutes Waschen mit 

TBS-T. Im Anschluss daran wurden die Membranen über Nacht bei 4°C 

Außentemperatur in den Primärantikörpern inkubiert. Es folgte ein dreimaliges über 10 

Minuten andauerndes Waschen mit TBS-T, woraufhin die Membran 1h lang in den 

entsprechenden Sekundärantikörpern inkubiert wurde. Daraufhin erfolgte wieder ein 

dreimalige über jeweils 10 Minuten andauerndes Waschen mit TBS-T. Anschließend 

wurde die komplette Membran mit einem 1:1 Gemisch aus „luminol enhancer“ und einer 

Peroxid Lösung benetzt. Das Luminol wurde bei Dunkelheit 5min auf den Membranen 

belassen. In einer Dunkelkammer färbten die lumineszierenden Membranen Fotopapiere, 

welche durch „Developer“ und „Fixer“ entwickelt wurden. 

2.2.4. Soft Agar Assay 

Aus Wasser und „noble Agar“ wurde eine 5% „noble Agar“ Lösung hergestellt, welche 

mit einem Druckkochtopf auf 350°C erhitzt wurde. Nach kurzem Abkühlen wurde diese 
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mit auf 45°C erhitztem Aml12 Medium zu einer 1% „noble Agar“ Lösung verdünnt. In 

jedes well einer sechs-well-Platte wurden 3ml der 1% „noble Agar“ Lösung gefüllt. Nach 

dem Abkühlen auf 37°C wurde die 1% „noble Agar“ Lösung mit einem Gemisch aus 

Zellen und Aml12 Zellmedium im Verhältnis 1:1 gemischt. In jedes well einer sechs-

well-Platte wurden auf die ausgehärteten 3ml 1% „noble Agar“ Lösung nun 3ml der 0,5% 

„noble Agar“ Lösung hinzugegeben. Zuletzt wurden in jedes well 3ml des Aml12 

Zellmediums hinzugegeben. Dies konnte je nach Experiment zusätzlich ER-Stressoren 

oder -Mediatoren beinhalten. Das Zellmedium wurde alle 5 Tage gewechselt. 

2.2.5. Kristallviolett Assay 

Zur Durchführung eines Kristallviolett Experiments wurden zunächst Zellen in sechs-

well-Platten ausplattiert, in der man sie einen Tag anwachsen ließ. Am zweiten Tag wurde 

das Medium gewechselt und je nach Experiment ER-Stress Modulatoren, ER-Stressoren 

oder eine Kombination aus beiden hinzugegeben. Um den Einfluss der Stressoren und 

Mediatoren auf das Zellwachstum optisch darzustellen wurden nach Ablauf des 

Experiments zunächst das Zellmedium entfernt und die Zellen für 1h mit 2ml 3,7% PFA 

in Wasser fixiert. Anschließend wurde zur Anfärbung der fixierten Zellen für 1h je 2ml 

0,2% Kristallviolett in Wasser gegeben. Zur Entfernung des PFA und des Kristallvioletts 

wurde jeweils mit 2ml Wasser gewaschen. 

2.2.6. Auswertung Soft Agar Assay und Kristallviolett Experiment 

Da die Soft Agar Assays und die Kristallviolett Experimente in einer ähnlichen Weise 

ausgewertet wurden, werden sie hier unter einem Punkt zusammengefasst. Zunächst 

wurden von sämtlichen wells, in denen sich optional angefärbte Zellen oder der Agar mit 

Zellen befanden, Fotos aus einem definierten Abstand gemacht. Dabei wurde besonders 

bei den Soft Agar Assays darauf geachtet, dass der Fokus der Kamera auf Höhe der 

Zellen, also der mittleren Schicht des Soft Agar Assays liegt. Abgesehen davon, dass die 

digitale Auswertung beider Experimente mit dem Programm ImageJ 1.53a vorgenommen 

wurde, unterscheidet sie sich voneinander, weswegen sie in der Folge separiert 

voneinander beschrieben wird.  

2.2.6.1 Auswertung des Soft Agar Assays 

Mit diesem Programm wurde zunächst aus den Bildern ein Bereich ausgeschnitten, 

welcher nur den Agar miteinschloss. Im Folgenden wurde ein Bild angefertigt, welches 
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nur die Kolonien als schwarze Punkte darstellt. In einem letzten Schritt wurde erneut 

mithilfe des Programms ImageJ die Größe einer jeden Kolonie in Pixeln berechnet und 

in einer Excel Tabelle aufgelistet. 

2.2.6.2 Auswertung des Kristallviolett Experiments 

Zunächst wurden mit dem Programm die wells der sechs-well-Platten mit ihrer gesamten 

Fläche ausgeschnitten. Anschließend wurde mit dem Programm die Fläche berechnet, 

welche das gesamte well umfasst und welche bewachsen war. Die Größe der 

bewachsenen Fläche konnte berechnet werden, indem dem Programm vorgegeben wurde, 

eine bestimmte Intensität an violett-blauer Färbung als bewachsen anzusehen. Man 

entschied sich in diesem Fall, eine Farbsättigung des blauen Farbanteils von 60% als 

bewachsen anzusehen. Diese Einteilung bildete die optisch als bewachsen angesehene 

Fläche des wells am besten ab. Aus der Größe des gesamten wells und der Größe der 

bewachsenen Fläche konnte somit der Anteil der bewachsenen Fläche berechnet werden. 

2.2.7.1 Statistische Tests 

In dieser Arbeit wurden zur Berechnung der Signifikanz der einfaktorielle ANOVA 

Test und der T-Test verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

3. Ergebnisse 

3.1. Generierung und Charakterisierung der Aml12-Derivate 

Zur Durchführung der geplanten Experimente wurden Aml12 Zellen verwendet. Bereits 

in Kapitel 1.2 wurde beschrieben, dass Aml12 Zellen humanen Leberzellen sowohl in 

ihrem Wachstumsverhalten als auch z.B. in der Produktion ihrer Proteine sehr ähnlich 

sind [7,8]. Allerdings sind sie in der Lage unter Kulturbedingungen über 100-mal 

gesplittet zu werden, wodurch es ermöglicht wird, ihr Wachstumsverhalten im Hinblick 

auf die Auswirkungen durch die Onkogene, die ER-Stress Modulatoren und die ER-Stress 

Induktoren zu untersuchen. 

Bei der Produktion der einzelnen Zelllinien wurden Transgene durch Transduktion in die 

Aml12 Zellen eingebracht. Im Zuge dieses Verfahrens wurde über Viren genetisches 

Material mit den Veränderungen AktMyr und MycOE in die Zellen eingebracht und mittels 

Geneticin und Hygromycin selektioniert. Die Sequenzen der Backbones sind in 2.1.10.1. 

und 2.1.10.2. aufgeführt. In einem zweiten Schritt wurden die einfach infizierten 

Zelllinien mittels Transduktion erneut mit Viren infiziert, wobei es sich diesmal um das 

andere Onkogen handelte. Dadurch wurde die Zelllinie MycOE-AktMyr geschaffen. Durch 

diese Transduktionsprozesse ergaben sich insgesamt 4 unterschiedliche Zelllinien, 

welche in der Tabelle 3.1 aufgeführt sind. 

Um nachzuweisen, dass es in den unterschiedlichen Zelllinien wirklich zu einer 

vermehrten Expression der eingebrachten Onkogene kommt, wurden Western Blots zum 

quantitativen Nachweis der einzelnen Onkogene durchgeführt. Beispielhafte Western 

Blots, welche die Überexpression der einzelnen Onkogene quantifizieren, sind in 

Abbildung 3.1.1 dargestellt. 

Tabelle 3.1: Auflistung der verschiedenen Zelllinien und deren Kürzel. 

Morphologie der Zelllinie Name der Zelllinie, welcher in der 

Doktorarbeit verwendet wird 

Aml12 Zellen Aml12 

Aml12 Zellen mit AktMyr AktMyr 

Aml12 Zellen mit MycOE MycOE 

Aml12 Zellen mit MycOE und AktMyr MycOE-AktMyr 
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Abbildung 3.1.1: Repräsentativer Immunoblot der Expression der Onkogene in den 

Aml12-Derivaten. Aus den hier verwendeten Aml12-Derivaten in Kultur wurden 

Zelllysate hergestellt und mittels Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern 

detektiert. 

 

3.2. Bestimmung der zellspezifischen Wachstumseigenschaften 

Hierbei wurde untersucht, ob eine solitäre Hinzunahme eines der genannten Onkogene 

oder die Kombination beider Onkogene eine Veränderung der 

Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zu unveränderten Aml12 Zellen unter 

zweidimensionalen Bedingungen bewirkt.  

Um die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Zellen zu vergleichen, wurde die 

Verdopplungszeit der Zellen nach der folgenden Formel berechnet: 

Wachstumsrate (r): 

𝑟 =
ln⁡(

𝑁(𝑡)
𝑁(0)

)

𝑡
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• N(t) = Menge an Zellen zum Zeitpunkt t (48h) 

• N(0) = Menge an ausplattierten Zellen 

• t = Zeit (48h) 

Verdopplungszeit (T): 

𝑇 =
ln⁡(2)

𝑟
 

 

Abbildung 3.2.1 zeigt die Wachstumsgeschwindigkeit sämtlicher Zelllinien unter 

zweidimensionalen Bedingungen. Als Vergleichswert für die 

Wachstumsgeschwindigkeit sämtlicher Zelllinien ist hierbei die Wachstumsrate der 

unveränderten Aml12 Zellen anzusehen.  

Die nativen Aml12 Zellen erreichen nach einer ausreichenden Anzahl von 

Wiederholungen insgesamt eine durchschnittliche Verdopplungszeit von 16,8h.  

Im Falle der Zelllinie AktMyr zeigt sich eine geringgradig verlangsamte 

Wachstumsgeschwindigkeit gegenüber den nativen Aml12 Zellen. Die Verdopplungszeit 

der AktMyr-Zelllinie liegt im Durchschnitt bei 18,7h. Die AktMyr-Zelllinie benötigt somit 

für eine Verdopplung eine 1,1-fache längere Zeit als die native Aml12 Zelllinie. Dieser 

Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit ist nicht signifikant. 

Im Falle der Zelllinie MycOE zeigt sich ebenfalls eine leicht verlangsamte 

Wachstumsgeschwindigkeit gegenüber den nativen Aml12 Zellen. Die Verdopplungszeit 

der Zelllinie MycOE liegt im Durchschnitt bei 16,9h. Die Verdopplungszeit der Zelllinie 

MycOE ist somit um das 1,01-fache gegenüber der nativen Aml12 Zelllinie verlängert. 

Auch hierbei handelt es sich um eine nicht signifikante Verlängerung der 

Wachstumsgeschwindigkeit. Verglichen mit der AktMyr Zelllinie wächst die Zelllinie 

MycOE geringgradig schneller. Die Verdopplungszeit der Zelllinie AktMyr ist im Vergleich 

zur Zelllinie MycOE um das 1,1-fache verlängert. 

Im Gegensatz zu den beiden vorher genannten Zelllinien ist die Zelllinie MycOE-AktMyr 

in der Lage, die Wachstumsgeschwindigkeit signifikant gegenüber nativen Aml12 Zellen 

zu beschleunigen. Das Signifikanzniveau liegt bei einem p-Wert von <0,05. Die 



47 
 

Verdopplungszeit der Zelllinie liegt bei 14,4h. Verglichen mit der Zelllinie MycOE-AktMyr 

weisen die nativen Aml12 Zellen eine 1,2-fach verlangsamte Verdopplungszeit auf. Auch 

gegenüber den Zelllinien MycOE und AktMyr weist die Zelllinie MycOE-AktMyr ein 

beschleunigtes Wachstum auf. 
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Abbildung 3.2.1: Die durchschnittliche Wachstumsrate aller Zelllinien unter 

zweidimensionalen Bedingungen. Nach jedem Splitten der einzelnen Zelllinien 

wurden ca. 400.000 Zellen in eine neue Kulturschale überführt. Nach 48h wurden 

die Zellen geerntet, gezählt und erneut ca. 400.000 Zellen in eine neue Kulturschale 

überführt. Die Abbildung zeigt die Verdopplungszeit also die 

Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Zelllinien. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** 

(p<0,001), **** (p<0,0001). 
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Es zeigt sich somit zusammenfassend, dass lediglich die Zelllinie MycOE-AktMyr in der 

Lage ist die Verdopplungszeit im zweidimensionalen Medium signifikant gegenüber 

nativen Aml12 Zellen zu beschleunigen. Demgegenüber weisen die Zelllinien MycOE und 

AktMyr eine nicht signifikante, leicht verlangsamte Verdopplungszeit gegenüber nativen 

Aml12 Zellen auf.  

Zusätzlich zur Untersuchung des Wachstums unter zweidimensionalen Bedingungen 

wurde mit der Durchführung diverser Soft Agar Assays ein Wachstum unter 

dreidimensionalen Bedingungen simuliert. Um die Ergebnisse dieser Experimente der 

vier Zelllinien in einer übersichtlichen Grafik darzustellen, wurden die angefärbten und 

vermessenen Kolonien zu Gruppen zusammengefasst. Diese Gruppen beziehen sich auf 

die Größe einer einzelnen Kolonie in Pixeln, welche gemäß meinen Voreinstellungen von 

dem Bildauswertungsprogramm ImageJ errechnet wurden. Diese Gruppen sind die 

folgenden: 50-100 Pixel, 100-200 Pixel und >200. Diese Gruppenverteilung wurde 

gewählt, um zum einen eine Übersichtlichkeit zu gewährleisten und zum anderen eine 

Aufteilung in kleine, mittlere und große Kolonien grafisch darzustellen.  

Abbildung 3.2.2. zeigt beispielhaft das Auftreten der angefärbten Kolonien im Soft Agar 

Assay der verschiedenen Zelllinien. Unveränderte Aml12 Zellen geben wie auch bei der 

Analyse der Wachstumsgeschwindigkeit den Vergleichswert vor. Bereits hier fällt auf, 

dass die Zelllinie MycOE als einzige Zelllinie in der Lage ist, Kolonien in einer relevanten 

Anzahl zu bilden, welche mit dem bloßen Auge ohne Vergrößerung sichtbar sind. Die 

originalen Bilder der Soft-Agar-Assays werden in der Abbildung 6.1.1. dargestellt. 

In der ersten Gruppe sind die nativen Aml12 Zelllinien im Durchschnitt in der Lage 1,33 

Kolonien zu bilden, welche eine Mindestgröße von 50 Pixeln und eine maximale Größe 

von 100 Pixeln haben. Maximal schaffen es native Aml12 Zellen drei für diese Gruppe 

ausreichend große Kolonien zu bilden. 

Ähnlich verhält es sich mit der Zelllinie AktMyr. Auch diese Zelllinie ist lediglich dazu in 

der Lage durchschnittlich, zwei Kolonien in der Größenordnung zwischen 50-100 Pixeln 

zu bilden. Damit bildet diese Zelllinie zwar durchschnittlich mehr entsprechend große 

Kolonien als die Kontrollgruppe, jedoch ist dieser Unterschied weder groß noch ist er 

signifikant. Diese Zelllinie ist in der Lage, 1,5-mal so viele Kolonien wie die native 

Aml12 Zelllinie zu bilden. 
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Abbildung 3.2.2: Repräsentative Abbildungen der angefärbten Kolonien in den Soft 

Agar Assays der verschiedenen Zelllinien. Die gewachsenen Kolonien wurden nach 

15 Tagen Wachstumszeit angefärbt und fotografiert. Zur besseren Visualisierung 

wurden in diesem Bild die wells der „Six-well-Platten“ abgeschnitten. 

 

Die Zelllinie MycOE andererseits bildet entsprechend große Kolonien in deutlich größerer 

Zahl. In der Gruppe 50-100 Pixel ist es dieser Zelllinie möglich, durchschnittlich 11,8 

Kolonien pro well zu bilden. Dies ist gegenüber den nativen Aml12 Zellen eine 

Steigerung um das 8,9-fache. Diese Steigerung der Bildung von Kolonien ist auf eine 

Signifikanzniveau von p <0,0001 signifikant. Auch gegenüber der Zelllinie AktMyr bildet 

die Zelllinie im Durschnitt das 5,9-fache an Kolonien.  

Die Verbindung der beiden Onkogene AktMyr und MycOE in der Zelllinie MycOE-AktMyr 

setzt den von MycOE begonnenen Effekt der Bildung großer Kolonien nicht fort und reiht 

sich eher in der Größenordnung nativer Aml12 Zellen und der Zelllinie AktMyr ein. Diese 

Zelllinie ist in der Lage durchschnittlich, 2,3 Kolonien pro well zu bilden. Damit ist es 
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dieser Zelllinie zwar möglich, 1,7-mal so viele Kolonien wie die nativen Aml12 Zellen 

zu bilden, allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant. 
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Abbildung 3.2.3: Die Anzahl und die Größe der Kolonien der jeweiligen Zelllinien 

geordnet in Gruppen zur besseren Visualisierung der Ergebnisse. In dieser Grafik 

sind die Kolonien einer Größe zwischen 50-100 Pixel dargestellt. Es wurde die 

gleiche Anzahl von Zellen jeder Zelllinien in ein Soft Agar Assay überführt und 

darin kultiviert. Nach einer bestimmten Zeit wurden die Zellen angefärbt und das 

Bild der nun angefärbten Kolonien in eine digitale Form überführt. Ausgehend von 

diesem digitalen Bild konnten mit Hilfe des Programms ImageJ die Größe und 

Menge der Kolonien aufgelistet und mit anderen Zelllinien verglichen werden. 

(Aml12, MycOE-AktMyr n=12, MycOE, AktMyr n=6). * (p<0,05), ** (p<0,01), *** 

(p<0,001), **** (p<0,0001). 
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In der zweiten Gruppe werden die Kolonien einer Größe zwischen 100-200 Pixel 

ausgewertet. Die Abbildung 3.2.4. zeigt die entsprechende graphische Auswertung der 

Kolonien der eben genannten Größe. 
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Abbildung 3.2.4: Die Anzahl und die Größe der Kolonien der jeweiligen Zelllinien 

geordnet in Gruppen zur besseren Visualisierung der Ergebnisse. In dieser Grafik 

sind die Kolonien einer Größe zwischen 100-200 Pixel dargestellt. Es wurde die 

gleiche Anzahl von Zellen jeder Zelllinien in ein Soft Agar Assay überführt und 

darin kultiviert. Nach einer bestimmten Zeit wurden die Zellen angefärbt und das 

Bild der nun angefärbten Kolonien in eine digitale Form überführt. Ausgehend von 

diesem digitalen Bild konnten mit Hilfe des Programms ImageJ die Größe und 

Menge der Kolonien aufgelistet und mit anderen Zelllinien verglichen werden. 

(Aml12, MycOE-AktMyr n=12, MycOE, AktMyr n=6). * (p<0,05), ** (p<0,01), *** 

(p<0,001), **** (p<0,0001). 
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Erneut fungiert die native Aml12 Zelllinie als die Kontrollgruppe. Es zeigt sich, dass 

Aml12 in keiner der Wiederholungen in der Lage ist, eine Kolonie in dieser 

Größenordnung zu bilden. 

Wie auch in der Gruppe 50-100 Pixel bewegt sich die Menge der von AktMyr gebildeten 

Kolonien in der Größenordnung der Kontrollgruppe. Im Durchschnitt ist die Zelllinie 

AktMyr in der Lage, 0,17 Kolonien pro well zu bilden. Diese bedeutet, dass im Rahmen 

der sechs Wiederholungen lediglich einmal eine Kolonie dieser Größenordnung durch 

diese Zelllinie gebildet werden konnte. 

Demgegenüber steht wieder die Zelllinie MycOE, welche deutlich mehr Kolonien einer 

Größe von 100-200 Pixel als die native Aml12 und AktMyr Zelllinie bildet. Diese Zelllinie 

ist in der Lage im Durchschnitt 4,3 Kolonien pro well in dieser Größenordnung zu bilden. 

Dies bedeutet, dass die Zelllinie MycOE 26-mal so viele Kolonien bilden kann, wie die 

Zelllinie AktMyr. Im Vergleich zur Kontrollgruppe Aml12 ist der Unterschied zur MycOE 

Zelllinie auf einem Signifikanzniveau von p<0,0001 signifikant. 

In der Zelllinie MycOE-AktMyr ist der durch die Überexpression von Myc begonnene 

Effekt der Bildung von Kolonien bereits wieder deutlich rückläufig. Diese Zelllinie ist in 

der Lage im Durchschnitt lediglich eine Kolonie pro well zu bilden. Damit bildet sie zwar 

mehr Kolonien als die Kontrollzelllinie, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant.  

In der dritten Gruppe werden die Kolonien einer Größe >200 Pixel behandelt. In der 

Abbildung 3.2.5. sind die Auswertungen dieser Gruppe graphisch dargestellt. 

Die native Aml12 Zelllinie fungiert wieder als Kontrollgruppe. Diese ist in der Lage im 

Durchschnitt lediglich 0,08 Kolonien pro well zu bilden. In zwölf Wiederholungen bildete 

diese Zelllinie nur einmal eine Kolonie einer Größe von >200 Pixeln.  

Die Zelllinie AktMyr schafft es nicht, eine Kolonie dieser Größe zu bilden. 

Wieder bildet die Zelllinie MycOE einen deutlichen Unterschied zu den vorher genannten 

Zelllinien. Diese Zelllinie ist in der Lage im Durschnitt 1,83 Kolonien pro well zu bilden. 

Sie bildet somit 22-mal mehr Kolonien in dieser Größenordnung als native Aml12 Zellen. 

Dieser Unterschied ist auf einem Signifikanzniveau von p<0,0001 signifikant. 
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Abbildung 3.2.5: Die Anzahl und die Größe der Kolonien der jeweiligen Zelllinien 

geordnet in Gruppen zur besseren Visualisierung der Ergebnisse. In dieser Grafik 

sind die Kolonien einer Größe >200 Pixel dargestellt. Es wurde die gleiche Anzahl 

von Zellen jeder Zelllinien in ein Soft Agar Assay überführt und darin kultiviert. 

Nach einer bestimmten Zeit wurden die Zellen angefärbt und das Bild der nun 

angefärbten Kolonien in eine digitale Form überführt. Ausgehend von diesem 

digitalen Bild konnten mit Hilfe des Programms ImageJ die Größe und Menge der 

Kolonien aufgelistet und mit anderen Zelllinien verglichen werden. (Aml12, MycOE-

AktMyr n=12, MycOE, AktMyr n=6). * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** 

(p<0,0001). 

Die Zelllinie MycOE-AktMyr bildet erneut deutlich weniger Kolonien als die alleinige 

Überexpression von Myc. Die Zelllinie MycOE-AktMyr ist lediglich in der Lage, im 

Durchschnitt 0,36 Kolonien pro well zu bilden. Dadurch bildet sie zwar wie in der Gruppe 
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100-200 Pixel erneut mehr Kolonien als die native Aml12 Zelllinie, jedoch ist dieser 

Unterschied erneut nicht signifikant. 

Zusammenfassend zeigt sich, dass lediglich die Zelllinie MycOE in der Lage ist, im 

Vergleich zu den anderen Zelllinien signifikant mehr Kolonien zu bilden. Die Zelllinie 

AktMyr hebt sich in keiner der ausgewerteten Gruppen signifikant von der Kontrollgruppe 

ab. Die Zelllinie MycOE-AktMyr wiederum ordnet sich eher in der Größenordnung der 

Kontrollgruppe und der Zelllinie AktMyr ein. Die Möglichkeit vermehrt große Kolonien 

zu bilden, welcher durch die Überexpression von Myc begonnen wurde, wird durch die 

zusätzliche Expression von AktMyr wieder inhibiert.  

3.3. Resistenz gegenüber ER-Stress 

In einem weiteren Experiment soll untersucht werden, ob die veränderten Zelllinien eine 

unterschiedliche Sensibilität gegenüber ER-Stress besitzen als die unveränderten Aml12 

Zellen. Um in den einzelnen Zellen ER-Stress auszulösen, wurden sie mit Tunicamycin 

behandelt. Die Behandlung sämtlicher Zelllinien erfolgte mit 125µg/l und 250µg/l 

Tunicamycin. Da Tunicamycin in DMSO gelöst wurde, wurden die Zellen zur Kontrolle 

mit 0,1% DMSO behandelt. Diese unterschiedlichen Konzentrationen sollten offenlegen, 

ob es Unterschiede in der Resistenz gegenüber ER-Stress bei unterschiedlichen 

Tunicamycin Konzentrationen zwischen den Zelllinien gibt.  

In der Abbildung 3.3.1. ist das Wachstumsverhalten der verschiedenen Zelllinien gemäß 

dem oben genannten Schema unter dem Einfluss einer 0,1% DMSO-Lösung repräsentativ 

dargestellt. Sämtliche Zelllinien sind in der Lage, nach einer entsprechenden 

Wachstumszeit das komplette well einer sechs-well-Platte auszufüllen. 

Die Behandlung der Zelllinien im Falle von Tunicamycin wurde mit einer 1:2 

Verdünnungsreihe ausgehend von der maximalen oben genannten Konzentration von 

250µg/l durchgeführt. Daraus ergeben sich zusätzlich zu den oben genannten 

Konzentrationen noch Behandlungen mit 62,5µg/l und 31,25µg/l. Da sich unter diesen 

Konzentrationen allerdings keine relevanten Unterschiede im Wachstumsverhalten der 

Zelllinien ergaben, sind die Bilder der bewachsenen wells lediglich unter der Abbildung 

6.3.1. dargestellt. 
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In der darauffolgenden Gruppe wurden die Zelllinien mit dem ER-Stressor Tunicamycin 

behandelt. Es wurde dabei eine Konzentration von 125µg/l Tunicamycin verwendet.  

 

Abbildung 3.3.1.: Repräsentative Abbildung der Kristallviolett-Experimente zur 

Visualisierung der Auswirkung des ER-Stressors Tunicamycin auf das Wachstum 

der verschiedenen Zelllinien. In dieser Abbildung wurden die Zelllinien mit einer 

Dosierung DMSO von 0,1% behandelt, welche aufgrund der Lösung von 

Tunicamycin in DMSO auch in den folgenden Experimenten angewendet wird . 

Zusätzlich zeigt die Abbildung die Behandlung mit dem ER-Stressor Tunicamycin 

in den aufsteigenden Dosierungen 125µg/l und 250µg/l. Aml12 n=8; MycOE, AktMyr, 

MycOE-AktMyr n=4. 

Unter dieser Konzentration zeigt sich bei nativen Aml12 Zellen bereits eine deutliche 

Auswirkung des induzierten ER-Stresses. In der Abbildung 3.3.1. zeigt sich, dass der 

Zellrasen, der durch diese Zelllinie gebildet wird, deutlich lichter erscheint als in der 
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Kontrolle mit DMSO. In der exakten Auswertung der bewachsenen Fläche, welche in der 

Abbildung 3.3.2. dargestellt ist, zeigt sich, dass diese Zelllinie unter dem Einfluss von 

125µg/l Tunicamycin nur noch in der Lage ist, im Durchschnitt 71% der Fläche eines 

wells zu bewachsen. 

Auch die Zelllinie AktMyr zeigt bereits makroskopisch sichtbare Unterschiede zur 

Kontrollgruppe unter der Behandlung mit 125µg/l Tunicamycin. Die Fläche erscheint in 

der Abbildung 3.3.1. ähnlich wie bei den nativen Aml12 Zellen nicht mehr komplett 

bewachsen. Durchschnittlich ist es dieser Zelllinie möglich, unter dem Einfluss von 

125µg/l Tunicamycin 72% der Fläche eines wells zu bewachsen. Die durch die AktMyr 

Zelllinie bewachsene Fläche ist im Durchschnitt lediglich um das 1,01-fache größer als 

die der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. 

Die Zelllinie MycOE weist unter dem Einfluss von 125µg/l Tunicamycin ein ähnliches 

Bild auf wie unter den Kontrollbedingungen. Wie unter der Behandlung mit DMSO 

imponiert auch in diesem Fall das well als komplett bewachsen. Im Durchschnitt ist diese 

Zelllinie in der Lage 98,4% des well zu bewachsen. Die bewachsene Fläche ist damit um 

das 1,38-fache höher als die der nativen Aml12 Zelllinie. Dieser Unterschied ist auf einem 

Signifikanzniveau von p<0,001 signifikant. 

Die Zelllinie MycOE-AktMyr reiht sich in eine ähnliche Größenordnung wie die eben 

genannte MycOE Zelllinie ein. Auch diese Zelllinie weist optisch kaum einen Unterschied 

zwischen der Behandlung mit 125µg/l Tunicamycin und der Kontrolle mit DMSO auf. 

Durchschnittlich ist es dieser Zelllinie möglich, 95% der Fläche eines wells zu 

bewachsen. Damit liegt die bewachsene Fläche um das 1,33-fache höher als die der 

nativen Aml12 Zelllinie. Auch dieser Unterschied ist auf einem Signifikanzniveau von 

p<0,001 signifikant. 
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Abbildung 3.3.2. Durchschnittlich bewachsene Fläche eines wells nach der 

Behandlung mit 125µg/l Tunicamycin und der durchschnittlich bewachsenen Fläche 

eines wells nach der Behandlung mit 0,1% DMSO (AktMyr, MycOE, MycOE-AktMyr 

n=4, Aml12 n=8). Ähnlich in 3.4.1. wurde eine bestimmte Anzahl an Zellen in wells 

einer sechs-well-Platte ausplattiert, kultiviert, nach einiger Zeit die bewachsene 

Fläche angefärbt und der Anteil der bewachsenen Fläche mit dem der anderen 

Zelllinien verglichen. Diesmal erfolgte das Wachstum der Zelllinien allerdings unter 

125µg/l Tunicamycin. Aml12 n=8; AktMyr, MycOE, MycOE-AktMyr n=4. * (p<0,05), ** 

(p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001). 

 

In der letzten Gruppe wurden die Zellen der verschiedenen Zelllinien mit einer 

Tunicamycin Konzentration von 250µg/l behandelt. 
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Abbildung 3.3.3.: Durchschnittlich bewachsene Fläche eines wells nach der 

Behandlung mit 250µg/l Tunicamycin und der durchschnittlich bewachsenen Fläche 

eines wells nach der Behandlung mit 0,1% DMSO (AktMyr, MycOE, MycOE-AktMyr 

n=4, Aml12 n=8). Ähnlich in 3.4.1. wurde eine bestimmte Anzahl an Zellen in wells 

einer sechs-well-Platte ausplattiert, kultiviert, nach einiger Zeit die bewachsene 

Fläche angefärbt und der Anteil der bewachsenen Fläche mit dem der anderen 

Zelllinien verglichen. Diesmal erfolgte das Wachstum der Zelllinien allerdings unter 

250µg/l Tunicamycin. * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) **** (p<0,0001). 

 

Im Falle der nativen Aml12 Zelllinie konnten nach Ablauf der Behandlung mit der 

genannten Konzentration an Tunicamycin kaum Zellen angefärbt werden. Diese 

Visualisierung ist in der Abbildung 3.3.1. dargestellt. Durchschnittlich ist diese Zelllinie 

noch in der Lage, 8,6% der Fläche eines wells zu bewachsen. Die entsprechende Grafik 

ist in der Abbildung 3.3.3. abgebildet. 
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Erneut weist die AktMyr Zelllinie eine ähnlich hohe Resistenz gegenüber Tunicamycin-

induziertem ER-Stress wie die native Aml12 Zelllinie auf. Rein optisch zeigt sich, dass 

unter dieser Konzentration kaum noch vitale Zellen vorhanden sind. Dieser Zelllinie ist 

es durchschnittlich lediglich möglich, 8,6% der Fläche eines wells zu bewachsen. Die 

bewachsene Fläche ist damit fast identisch zur Kontrollgruppe und weist keinen 

signifikanten Unterschied auf. 

Die MycOE Zelllinie wiederum ist auch unter dieser Konzentration in der Lage, rein 

optisch einen relevanten Anteil des wells zu bewachsen. Im Durchschnitt schafft es diese 

Zelllinie, 50% eines wells zu bewachsen. Diese Zelllinie kann somit eine 5,9-mal so große 

Fläche bewachsen wie die native Aml12 Zelllinie. Dieser Unterschied ist auf einem 

Signifikanzniveau von p<0,001 signifikant. 

Auch im Falle der Zelllinie MycOE-AktMyr zeigt sich rein optisch ein deutlicher 

Unterschied in der bewachsenen Fläche zur Aml12 und zur AktMyr Zelllinie. 

Durchschnittlich erreicht diese Zelllinie eine bewachsene Fläche von 33% eines wells. 

Diese Zelllinie ist damit in der Lage, eine 3,9-mal so große Fläche wie die native Aml12 

Zelllinie zu bewachsen. Dieser Unterschied ist auf einem Signifikanzniveau von p<0,05 

signifikant. 

Zusammenfassend zeigt sich in der Resistenz gegenüber Tunicamycin-induziertem ER-

Stress kein großer Unterschied zwischen der nativen Aml12 Zelllinie und der AktMyr 

Zelllinie. Demgegenüber stehen die Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr, welche beide 

deutlich resistenter imponieren. Zusätzlich scheint es so, dass der Zugewinn an Resistenz 

gegenüber ER-Stress, welche durch die Überexpression von Myc erreicht wird, in der 

Zelllinie MycOE-AktMyr durch die Hinzunahme einer Myristoylierung von Akt im 

Vergleich zur alleinigen Überexpression von Myc wieder rückläufig ist. 

In der Abbildung 3.3.4. sind die Expressionen relevanter ER-Stress Proteine in den 

einzelnen Zelllinien dargestellt. Auf der linken Seite sind die Zelllinien unter 

Kontrollbedingungen und auf der rechten Seite unter dem Einfluss von 100µg/l 

Tunicamycin abgebildet. Diese Konzentration an Tunicamycin sollte zu einer Induktion 

an ER-Stress, aber zu keinen massiven Unterschieden im Wachstum der verschiedenen 

Zelllinien führen. 
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Das erste von uns beobachtete Protein der ER-Stress Kaskade ist BiP. Dieses Chaperon 

sorgt für die korrekte Faltung fehlgefalteter Proteine. Unter den Kontrollbedingungen 

sehen wir im Vergleich zu der Behandlung mit Tunicamycin keine Erhöhung der 

Expression an BiP in einer der Zelllinien. Unter gestressten Bedingungen wird die 

Expression von BiP in den nativen Aml12 Zellen und der Zelllinie AktMyr gegenüber den 

Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr noch stärker induziert. In den Kontrollbedingungen 

zeigt sich keine ausgeprägte Expression des Proteins. 

 

Abbildung 3.3.4.: Repräsentativer Immunoblot durch Darstellung der Expression 

einiger bekannter Proteine der ER-Stress Kaskade in den verschiedenen Zelllinien 

unter Kontrollbedingungen und nach der Behandlung mit 100 µg/l Tunicamycin. 

 

Gemäß der in der Einleitung dargestellten ER-Stress Kaskade könnte man bei einer 

vermehrten Expression von BiP auch von einer vermehrten Aktivierung der ER-Stress 

Kaskade ausgehen. Dies wiederum müsste in den Zelllinien der nativen Aml12 Zellen 

und der Zelllinie AktMyr zu einem vermehrten Vorkommen von p-EIF2α gegenüber den 

Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr führen. Es zeigt sich allerdings, dass es zu einer 



61 
 

vermehrten Phosphorylierung von EIF2α in den Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr 

kommt. Vor allem in der Zelllinie MycOE zeigt sich ein vermehrtes Auftreten von p-EIF2α 

gegenüber nativen Aml12 Zellen. Auch unter den Kontrollbedingungen mit DMSO 

Behandlung zeigt sich bereits in den Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr eine vermehrte 

EIF2α Phosphorylierung. Eine unterschiedliche Expression an EIF2α zeigt sich weder 

unter den Kontrollbedingungen noch unter der Behandlung mit Tunicamycin. 

In der Folge einer vermehrten p-EIF2α Produktion müsste es durch das Fortlaufen der 

ER-Stress Kaskade in eben diesen Zelllinien auch zu einer vermehrten Expression von 

GADD34 kommen. Die Expression von GADD34 unter gestressten Bedingungen 

entspricht allerdings ziemlich dem Expressionsmuster von BiP in den verschiedenen 

Zelllinien. Auch bei diesem Protein zeigt sich eine Überexpression in den nativen Aml12 

Zellen und der Zelllinie AktMyr gegenüber den Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr. Unter 

den Kontrollbedingungen lässt sich kein Unterschied in der Expression ausmachen. 

Als Kontrolle der richtigen Ladung der Gesamtproteinmenge fungierte in diesem Fall das 

Protein Vinculin. 

Fasst man die Expression von BiP und Gadd34 zusammen, zeigt sich, dass die native 

Aml12 Zelllinie und die Zelllinie AktMyr unter der Behandlung mit Tunicamycin eine 

vermehrte Aktivierung der ER-Stress Kaskade zeigen. Dies könnte erklären warum diese 

Zelllinien sensibler auf eine Behandlung mit Tunicamycin reagieren. Demgegenüber 

steht eine erhöhte Expression von p-EIF2α in den Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr. 

Interessant ist, dass sich diese vermehrte Expression bereits unter den 

Kontrollbedingungen zeigt. Man könnte somit schlussfolgern, dass die Zelllinien bereits 

unter den Kontrollbedingungen einem gewissen Maß an ER-Stress ausgesetzt sind. Dies 

könnte zu einer besseren Adaption an chronischen ER-Stress durch z.B. eine 

Vergrößerung des endoplasmatischen Retikulums und somit zu einer vermehrten 

Resistenz gegenüber Tunicamycin-induziertem ER-Stress führen. Eine weitere mögliche 

Erklärung wäre allerdings, dass eine der anderen möglichen Kinasen zu einer vermehrten 

Bildung von p-EIF2α beiträgt. Daraus könnte man allerdings wiederum folgern, dass auf 

Grundlage der verminderten Expression von BiP und Gadd34 in den Zelllinien MycOE 

und MycOE-AktMyr deutlich weniger ER-Stress durch Tunicamycin induziert wird und 
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diese somit unter gestressten Bedingungen besser wachsen können als die anderen beiden 

Zelllinien. 

3.4. Beeinflussbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zelllinien unter 

zweidimensionalen Bedingungen durch Salubrinal unter normalen und 

gestressten Bedingungen 

In dem folgenden Experiment wurden die Zellen sämtlicher Zelllinien über einen 

Zeitraum von sechs Tagen mit 10mM Salubrinal, behandelt. Da Salubrinal in DMSO 

gelöst ist, wurde eine Kontrollbehandlung mit 0,1% DMSO durchgeführt. Die Ergebnisse 

sind in Abbildung 3.4.1. dargestellt. Es werden bei der Auswertung die unter der 

Einwirkung von Salubrinal bewachsene mit der unter Kontrollbedingungen bewachsenen 

Fläche einer jeden Zelllinie in ein Verhältnis gesetzt, um die Auswirkungen der 

Behandlung mit Salubrinal quantifizieren zu können. Die Auswirkungen auf die 

entsprechenden Zelllinien sind bildlich in der Abbildung 6.2.1. dargestellt. 

Die Angabe der p-Werte in diesem Experiment bezieht sich auf die Signifikanz der 

Reduktion des Verhältnisses der bewachsenen Fläche zwischen der Behandlung mit 

Salubrinal und der Kontrolle mit DMSO im Vergleich zwischen unveränderten Aml12 

Zellen und der jeweiligen Zelllinie. Um das Verständnis der Berechnung des p-Wertes zu 

vereinfachen sind in den folgenden Zeilen die notwendigen Formeln dafür aufgeführt. 

Die nativen Aml12 Zellen schaffen es in einem Zeitraum von 6 Tagen unter der 

Behandlung von Salubrinal 28,5% der Fläche zu bewachsen, die sie unter der Kontrolle 

mit DMSO bewachsen haben. 

Die Zelllinie AktMyr reiht sich in einer ähnlichen Größenordnung wie die nativen Aml12 

Zelllinie ein. Diese Zelllinie ist im Durchschnitt in der Lage unter der Behandlung mit 

Salubrinal 32,4% der Fläche zu bewachsen, die sie unter der Kontrolle mit DMSO 

bewachsen haben. Dies bedeutet, das Verhältnis aus bewachsener Fläche unter der 

Behandlung mit Salubrinal gegenüber der Kontrolle mit DMSO liegt in der AktMyr 

Zelllinie lediglich 1,13-mal so hoch wie in der Kontrollgruppe mit nativen Aml12 Zellen. 

Dieser Unterschied ist nicht signifikant. 
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Abbildung 3.4.1.: Durchschnittliches Verhältnis zwischen der bewachsenen Fläche 

eines wells mit 10mM Salubrinal und 0,1% DMSO (sämtliche Zelllinien n=5). Es 

wurden 2.000 Zellen in wells einer sechs-well-Platte ausplattiert, kultiviert, nach 

sechs Tagen angefärbt und der Anteil der bewachsenen Fläche mit dem der anderen 

Zelllinien verglichen. Die Zellen wurden in der Kontrolle mit 0,1% DMSO 

behandelt. Die Behandlung im Experiment erfolgt mit 10mM Salubrinal welches in 

DMSO gelöst war. Die DMSO-Konzentration im Experiment entsprach analog zur 

Kontrolle 0,1%. Die bewachsene Fläche der Zelllinien, welche unter 10mM 

Salubrinal bewachsen wurde, mit der bewachsenen Fläche dieser Zelllinie, welche 

unter 0,1% DMSO bewachsen wurde ins Verhältnis gesetzt.  * (p<0,05), ** (p<0,01), 

*** (p<0,001), **** (p<0,0001). 
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Im Falle der Zelllinie MycOE zeigt sich ein deutlicherer Unterschied gegenüber der 

nativen Aml12 Zelllinie. Diese Zelllinie schafft es im Durchschnitt unter der Behandlung 

mit Salubrinal 46,4% der Fläche zu bewachsen, die sie unter der Kontrolle mit DMSO 

bewachsen hat. Gegenüber nativen Aml12 Zellen steigern sie somit das Verhältnis aus 

Behandlung zur Kontrolle um das 1,63-fache. Dieser Unterschied ist auf einem 

Signifikanzniveau von p<0,001 signifikant. 

Auch MycOE-AktMyr Zelllinie weist einen deutlichen Unterschied in der Sensitivität 

gegenüber Salubrinal im Vergleich zur nativen Aml12 Zelllinie auf. Die Zelllinie MycOE-

AktMyr ist in der Lage durchschnittlich unter der Behandlung von Salubrinal 15,2% der 

Fläche zu bewachsen, die sie unter der Kontrolle mit DMSO bewachsen haben. Daraus 

ergibt sich, dass das Verhältnis aus bewachsener Fläche unter Salubrinal zur Kontrolle in 

dieser Zelllinie lediglich bei der Hälfte im Vergleich zur nativen Aml12 Zelllinie liegt. 

Dieser Unterschied ist auf einem Signifikanzniveau von p<0,01 signifikant. 

Zusammenfassend weisen die Zelllinien Aml12 und AktMyr keinen signifikanten 

Unterschied in ihrer Sensitivität gegenüber der Behandlung mit Salubrinal auf. Die 

Zelllinie MycOE hingegen weist eine signifikant höhere Resistenz gegenüber der 

Behandlung mit Salubrinal auf. Unter der Hinzunahme von AktMyr zeigt sich in der 

Zelllinie MycOE-AktMyr eine signifikant erhöhte Sensitivität gegenüber der Behandlung 

mit Salubrinal im Vergleich zur nativen Aml12 Zelllinie. Die höhere Resistenz der MycOE 

Zelllinie wird somit nicht nur nivelliert, sondern durch die Hinzunahme des zweiten 

Onkogens sogar in eine erhöhte Sensitivität umgekehrt. 

3.5. Beeinflussbarkeit des Wachstumsverhaltens der Zelllinien unter 

dreidimensionalen Bedingungen durch Salubrinal 

Im folgenden Experiment wurden die Zellen im Soft Agar mit dem ER-Stress Modulator 

Salubrinal behandelt. Da Salubrinal in DMSO gelöst ist, fungiert eine Behandlung mit 

0,1% DMSO als Kontrolle. Die Zellen wurden über einen definierten Zeitraum mit den 

Substanzen behandelt, angefärbt und anschließend die Fotografien ausgewertet. Die 

Auswertung ist grafisch in der Abbildung 3.5.1. dargestellt. Die entsprechenden Bilder 

des Wachstums der Kolonien im Soft Agar unter der Behandlung mit Salubrinal sind in 

der Abbildung 6.1.2. abgebildet. 
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Die native Aml12 Zelllinie bildet wie bereits im Abschnitt 3.2 gezeigt kaum Kolonien im 

Soft Agar. Im Durchschnitt ist diese Kolonie in der Lage 1,42 Kolonien >50 Pixel pro  

well zu bilden. Unter der Behandlung mit Salubrinal reduziert sich die gebildete Anzahl 

auf 0,17 Kolonien pro well Diese Reduktion ist nicht signifikant. 
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Abbildung 3.5.1.: Darstellung der Anzahl der Kolonien mit einer Größe >50 Pixel 

unter Kontrollbedingungen mit 0,1% DMSO (z.B. Aml12 DMSO) im Vergleich zur 

Behandlung mit 10mM Salubrinal (z.B. Aml12 Sal10). Die Zellen wurden während 

ihres Wachstums im Soft Agar optional mit der DMSO-Kontrolle oder Salubrinal 

behandelt. Nach einem Wachstum von 15 Tagen wurden die gewachsenen Kolonien 

angefärbt und ausgewertet. Aml12 n=12; MycOE-AktMyr n=11; MycOE, AktMyr n=6.  

* (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001). 

 

Die Zelllinie AktMyr schafft es ähnlich wie die native Aml12 Zelllinie kaum, Kolonien 

>50 Pixel zu bilden. Auch diese Zelllinie ist im Durchschnitt lediglich dazu in der Lage 
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2,17 Kolonien pro well zu bilden. Unter der Hinzunahme von Salubrinal sinkt diese 

Menge auf 1,5 Kolonien pro well. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. 

Wie bereits in Abschnitt 3.2 gezeigt ist die Zelllinie MycOE die einzige Zelllinie, welche 

es schafft in ausgeprägterem Maße große Kolonien zu bilden. Unter den 

Kontrollbedingungen mit DMSO bildet diese Zelllinie durchschnittlich 18 Kolonien pro 

well. Unter der Behandlung mit Salubrinal ist diese Menge auf einen Wert von 5,67 

Kolonien pro well rückläufig. Diese Reduktion ist auf einem Signifikanzniveau von 

p<0,0001 signifikant. 

Die Zelllinie MycOE-AktMyr wiederum reiht sich erneut eher in der Größenordnung der 

nativen Aml12 Zelllinie und der Zelllinie AktMyr ein. Diese Zelllinie bildet im 

Durchschnitt 3,64 Kolonien pro well unter der Behandlung mit DMSO. Im Falle der 

Behandlung mit Salubrinal reduziert sich die Anzahl der Kolonien pro well auf 1,64 

Kolonien. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. 

Zusammenfassend sorgt die Behandlung von Salubrinal lediglich bei der Zelllinie MycOE 

für eine signifikante Reduktion der Anzahl der Kolonien. Man muss allerdings erwähnen, 

dass diese Zelllinie als einzige in der Lage war, große Kolonien in einem ausreichenden 

Maß zu bilden, und dadurch die Aussagekraft gegenüber den anderen Zelllinien 

eingeschränkt ist. 
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4. Diskussion 

 

4.1. Generierung der Aml12-Derivate 

Jedes Jahr erkranken in Deutschland ca. 6.000 Menschen neu an einem HCC. Das 

mediane Überleben der Patienten variiert je nach Altersgruppe zwischen 13 Monaten für 

unter 60-jährige und 8 Monaten für über 75-jährige. Auch die etablierten 

Therapieoptionen wie z.B. Sorafenib oder Atezolizumab und Bevacizumab zeigen im 

Durchschnitt lediglich ein progressfreies Überleben von ca. 4,9 Monaten 

beziehungsweise 6,8 Monaten [100]. Zum besseren Verständnis der Vielfältigkeit des 

HCC im Sinne der personalisierten Medizin wurde diese Arbeit durchgeführt.  

Als Grundlage aller folgenden Experimente fungierte die Generierung der 

unterschiedlichen Zelllinien. Die Wahl der für die Experimente geeigneten Zelllinie fiel 

auf die Aml12 Zelllinie. Diese Zelllinie bildet einen leberähnlichen Phänotyp und ist in 

der Lage, ausreichend lange in Kultur gehalten zu werden, um Experimente 

durchzuführen. Dies erlaubt es von den generierten Ergebnissen auf das Verhalten von 

Leberzellen zurückzuschließen. Unter anderem besitzen sie nicht die Fähigkeit in einem 

dreidimensionalen Medium zu wachsen. Bei der Auswahl der Onkogene entschieden wir 

uns für Akt und Myc, um ein besseres Verständnis für das onkogene Potential von Akt 

und Myc zu erlangen. Myc liegt in mutierter Form in ca. 11-15% der menschlichen HCC 

Proben vor [101]. In Mausexperimenten führte eine Überexpression von Myc in 40% der 

Fälle zu einer Krebsentwicklung [102]. Der PI3K/Akt/mTOR Signalweg ist in ca. 50% 

der Fälle in humanem HCC anormal aktiviert [103]. Die erfolgreiche Transduktion wurde 

mittels Western Blots nachgewiesen. Ein entsprechender Blot ist in der Abbildung 3.1.1 

repräsentativ dargestellt. In diesen Blots zeigt sich ein vermehrter Nachweis des Proteins 

Akt in den Zelllinien AktMyr und MycOE-AktMyr. Die Zelllinie MycOE und die native 

Aml12 Zelllinie wiederum weisen keine erhöhte Menge des Proteins Akt auf. Zusätzlich 

zeigt sich ein vermehrtes Auftreten des Proteins Myc in den Zelllinien MycOE und MycOE-

AktMyr. Auch hierbei konnte keine erhöhte Menge des Proteins Myc in den Zelllinien 

Aml12 und AktMyr nachgewiesen werden. 
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Es konnte somit eine erfolgreiche Transduktion der Viren mit den entsprechenden 

Onkogenen durch ein vermehrtes Auftreten der Proteine in den produzierten Zelllinien 

nachgewiesen werden. 

4.2. Wachstumsverhalten 

In einem ersten Experiment wurde das Wachstumsverhalten der verschiedenen Zelllinien 

in einem zweidimensionalen Medium untersucht. Es sollte dabei untersucht werden, ob 

eines der Onkogene alleine oder beide Onkogene zusammen die 

Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinien in signifikanter Weise steigert oder senkt. 

Die einzige Zelllinie, welche die Wachstumsgeschwindigkeit in einem 

zweidimensionalen Medium gegenüber den nativen Aml12 Zellen signifikant steigert ist 

die Zelllinie MycOE-AktMyr. Dies ist vor dem Hintergrund interessant, dass beide 

einzelnen Onkogene nicht in der Lage sind die Wachstumsgeschwindigkeit signifikant zu 

steigern. Da es sich bei Myc um einen Transkriptionsfaktor handelt, welcher Cycline und 

Transkriptionsfaktoren aktiviert, wodurch der Zellzyklus direkt angeregt wird und den 

Zellzyklus hemmende Proteine wie p21 und p27 inhibiert, wäre es nicht verwunderlich, 

wenn eine alleinige Überexpression von Myc bereits die Generationszeit so weit senkt, 

dass sie sich von unveränderten Aml12 Zellen abhebt [32,104,105]. Dies konnte jedoch 

in den Experimenten nicht gezeigt werden. Auch die konstitutiv aktive Form eines 

myristoylisierten Akt sollte die Wachstumsgeschwindigkeit durch die Hemmung der 

Apoptose und die Steigerung der Proliferation erhöhen [106]. Allerdings reicht auch diese 

Veränderung der Zelle alleine nicht aus, um die Wachstumsgeschwindigkeit signifikant 

zu steigern. Erst die Kombination beider Onkogene reicht aus, um die Verdopplungszeit 

im zweidimensionalen Medium ausreichend zu senken, um sich signifikant von den 

anderen Zelllinien abzuheben. Schild et. al. zeigten, dass eine vermehrte Expression von 

Akt zu einer Inhibition von GSK3β und dadurch zu einer erhöhten Myc-Expression und 

einer erhöhten Myc-abhängigen Proteinproduktion führt [107]. Diese zusätzliche kleine 

Änderung und der dadurch bedingte kumulative Effekt der beiden Onkogene könnte 

somit ausreichen, um die Wachstumsgeschwindigkeit noch etwas zu steigern.  

In einem dreidimensionalen Medium wiederum ist lediglich die Zelllinie MycOE fähig 

große Kolonien in relevanter Menge zu bilden. Dieser durch die alleinige Überexpression 

von Myc begonnene Effekt wird durch die Hinzunahme des Onkogens AktMyr wieder 
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umgekehrt, wodurch diese Zelllinie nicht in der Lage ist, vermehrt makroskopisch 

sichtbare Kolonien zu bilden. Die Zelllinie AktMyr bildet gegenüber der nativen Aml12 

Zelllinie keine vermehrten Kolonien. Barr et. al. beschreiben in ihrer Arbeit über die 

Veränderung des Wachstumsverhaltens von SCLC-Zelllinien die Veränderung des 

Wachstums durch die Überexpression von Myc. Die Überexpression von Myc verbessert 

hierbei die Wachstumsbedingungen unter dreidimensionalen Bedingungen. Als Ursache 

wird hierbei die Unterdrückung der Expression von α3β1-Integrin durch die 

Überexpression von Myc herangezogen. Diese Unterdrückung eines Teils des Zell-

Matrix-Systems der Zelle könnte es der MycOE Zelllinie ermöglichen, sich im Soft Agar 

zu vermehren [108]. Es verbleibt an dieser Stelle allerdings die Frage, warum die 

Kombination MycOE-AktMyr im Gegensatz zur alleinigen Überexpression von Myc nicht 

in der Lage ist, große Kolonien zu bilden, obwohl die Generationszeit durch die 

Kombination aus überexprimiertem Myc und myristoylisiertem Akt grundsätzlich 

gesenkt wird. Dies könnte durch die proapoptotischen Aspekte einer Überexpression von 

Myc wie z.B. der Induktion von Bax und Bak und einer vermehrten Myc-Induktion durch 

die Myristoylierung von Akt bedingt sein [109–111]. Auch wenn Akt dafür bekannt ist, 

in Kombination mit diversen Onkogenen in Mausmodellen solide Lebertumore zu bilden, 

und sich in diversen humanen Karzinomen des Magen-Darm-Traktes findet, zeigt sich 

auch, dass in einem Mausmodell eine Überexpression von Myc mit einer vermehrten 

Induktion der Apoptose einhergeht [112]. De Salvo et. al. zeigten, dass durch die 

Aktivierung des PI3K-AKT-Signalweges mittels Temozolomid eine vermehrte Apoptose 

von Glioblastomzellen durch die Induktion von Myc erreicht wird [113].  

Jedoch verbleibt es schlussendlich unklar, warum die MycOE-AktMyr Zelllinie in einem 

dreidimensionalen Medium langsamer wächst, als die MycOE Zelllinie, während sie im 

zweidimensionalen Medium signifikant schneller wächst. Dieser Teil Bedarf in der 

Zukunft einer weiteren Beobachtung. 

Aufgrund der immer weiter zunehmenden Individualisierung der Tumortherapie auf der 

Basis einer molekularen und zielgerichteten Therapie, wäre ein mögliches 

weiterführendes Experiment zu untersuchen, ob sich ein Unterschied in der Wirksamkeit 

der etablierten Tumortherapien unter diesen Zelllinien zeigt. Man könnte analog zu den 

bereits durchgeführten Kristallviolett Experimenten die Zellen für einen definierten 

Zeitraum mit z.B. Atezolizumab und Bevacizumab behandeln und anschließend anfärben. 
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Dadurch könnte man untersuchen, ob bestimmte Mutationen für eine bessere 

Wirksamkeit bestimmter Therapien prädestinieren würden.  

4.3. Beeinflussbarkeit des Wachstumsverhaltens durch ER-Stress 

Induktoren 

Ein weiteres Experiment untersuchte die Resistenz der verschiedenen Zelllinien 

gegenüber dem ER-Stress Induktor Tunicamycin. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die 

Zelllinie MycOE, als auch die Zelllinie MycOE-AktMyr eine signifikant höhere Resistenz 

gegenüber Tunicamycin induziertem ER-Stress im Vergleich zu nativen Aml12 Zellen 

besitzen. Die alleinige Myristoylierung von Akt wiederum hat keinen Einfluss auf das 

Wachstumsverhalten unter diesen Bedingungen. 

Bereits in der Abbildung 3.4.4. konnte gezeigt werden, dass die Zelllinien Aml12 und 

AktMyr auf Tunicamycin induzierten ER-Stress mit einer vermehrten Expression von 

Gadd34 und BIP reagieren. Diese Induktion der ER-Stress Kaskade könnte 

schlussendlich zu einer vermehrten Expression von Apoptose vermittelnden Proteinen 

führen [59,60]. Eine solche ER-Stress induzierte Apoptose könnte eine Erklärung für die 

in geringerem Ausmaß bewachsene Fläche in den Kristallviolett Experimenten der oben 

genannten Zelllinien darstellen. 

Interessant ist, dass in den gezeigten Experimenten eine vermehrte Expression von BiP 

nicht direkt zu einer vermehrten Expression von p-EIF2α führt. Unter gestressten 

Bedingungen besitzen die Zelllinien Aml12 und AktMyr die größte Menge an Bip1, 

während die Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr bereits im ungestressten Zustand eine 

vermehrte Phosphorylierung von EIF2α aufweisen. An dieser Stelle kommen nun 

mehrere Aspekte zum Tragen. Wir sehen, dass die Menge an p-EIF2α in den Zelllinien 

Aml12 und AktMyr unter gestressten Bedingungen deutlich zunimmt. Man könnte aus dem 

unter Abbildung 3.3.4. dargestellten Western Blot auch interpretieren, dass der 

Unterschied in der Menge an exprimiertem p-EIF2α zwischen einerseits den Zelllinien 

Aml12 und AktMyr und andererseits des Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr vom 

ungestressten hin zum gestressten Zustand abnimmt. Diese Reduktion des Unterschieds 

an exprimiertem p-EIF2α könnte durch eine vermehrte Expression an p-EIF2α in den 

Zelllinien Aml12 und AktMyr bedingt durch die vermehrte Aktivierung der ER-Stress-

Kaskade realisiert werden. Die erhöhte Expression von p-EIF2α in den Zelllinien MycOE 
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und MycOE-AktMyr könnte ebenso mehrere Gründe haben. Eine Option wäre, dass diese 

Zelllinien eine grundsätzlich höhere Proteinproduktion besitzen als die Zelllinien Aml12 

und AktMyr. Diese chronisch vermehrte Proteinproduktion und der chronisch vermehrte 

geringe ER-Stress könnte dazu führen, dass diese Zelllinien z.B. durch eine Vergrößerung 

des endoplasmatischen Retikulums mehr Kapazitäten schaffen, um sich an Zustände 

eines erhöhten ER-Stresses anzupassen, was die Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr 

somit resistenter gegen einen Tunicamycin-induzierten ER-Stress macht. Eine weitere 

Option wäre, dass andere Kinasen wie z.B. die GCN2-Kinase oder die HRI-Kinase für 

die vermehrte Phosphorylierung von EIF2α in den Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr 

verantwortlich sind [114, 115].  

Um diese Hypothese zu testen, könnte man beispielsweise die anderen Kinasen, welche 

eIF2α phosphorylieren (HRI, GCN2 und PKR), mittels siRNA runterregulieren und im 

Anschluss prüfen, ob die erhöhte Phosphorylierung weiterhin besteht. Dadurch wäre die 

Phosphorylierung von EIF2α lediglich auf die Aktivität der ER-Stress abhängigen Kinase 

PERK zurückzuführen. Zusätzlich könnte man Anpassungsprozesse der Zelllinien wie 

z.B. die Bildung eines größeren endoplasmatischen Retikulums mit einem 

entsprechenden Mikroskop dokumentieren und vergleichen. 

4.4. Beeinflussbarkeit des Wachstumsverhaltens durch ER-Stress 

Modulatoren 

Da die Zelllinie, die Myc überexprimiert, als einzige in der Lage ist, in einer 

Langzeitbehandlung mit Salubrinal unter zweidimensionalen Bedingungen die 

Wachstumsrate gegenüber Aml12 Zellen auf einem signifikant höheren Niveau zu halten, 

bedarf es hier eines entsprechenden Erklärungsansatzes. Friend et al. konnten in ihrer 

Arbeit mit embryonalen Stammzellen zeigen, dass eine Behandlung mit Salubrinal zu 

einer gesteigerten Expression von Myc führt. Sie behandelten dabei Stammzellen mit 

Salubrinal in steigenden Konzentrationen und konnten dadurch zeigen, dass die 

Expression von Myc mit steigender Salubrinal Konzentration zunimmt [116]. Die 

vermehrte Expression dieses Transkriptionsfaktor durch die Verwendung von Salubrinal 

würde somit das vermehrte Wachstum gegenüber den anderen Zelllinien erklären. 

Dennoch verbleibt es nach wie vor ein Hemmstoff der Dephosphorylierung von eIF2α, 

wodurch die Proliferation der Zellen trotz einer Induktion von Myc dennoch reduziert 
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werden kann [87-89]. Hierbei wäre es sinnvoll in einem weiterführenden Experiment die 

Expression von Myc unter einer Behandlung mit Salubrinal mit der unter 

Kontrollbedingungen zu vergleichen. 

Zum aktuellen Zeitpunkt bleibt es unklar, warum die Zelllinie MycOE-AktMyr sensibler 

auf die Behandlung des ER-Stress Modulators Salubrinal reagiert als die resistentere 

Zelllinie MycOE und die Zelllinie AktMyr, welche alleinstehend keinen Unterschied in 

ihrer Resistenz gegenüber nativen Aml12 Zellen aufweist. 

In der Arbeit von Zhao et. al. konnte gezeigt werden, dass Salubrinal das Wachstum von 

CCA-Zelllinien reduziert. Ebenfalls zeigten sie, dass Salubrinal die Phosphorylierung 

von Akt in diesen Zelllinien reduziert. Auch eine Induktion von phosphoryliertem Akt 

durch die Behandlung mit Rapamycin wurde durch diese Behandlung rückgängig 

gemacht [117]. Dies müsste allerdings auch eine Wirkung auf die alleinstehende AktMyr 

Zelllinie haben, welche allerdings in ihrem Wachstum durch Salubrinal im Vergleich zur 

nativen Aml12 Zelllinie nicht beeinflusst wird. 

Zusätzlich zeigt die Studie von Chen et. al., dass Salubrinal das Wachstum von sich 

schnell teilenden Tumorzellen hemmt. Hierbei wird in nährstoffreichen Umgebungen 

allerdings nur eine Hemmung des schnellen Wachstums und nicht ein vermehrter Zelltod 

erreicht. Die Hemmung dieses Wachstums wird durch eine Reduktion der 

Proteinproduktion erreicht. Da es sich bei der Zelllinie MycOE-AktMyr um die sich am 

schnellsten teilende Zelllinie handelt, wie man in der Abbildung 3.2.1 sehen kann, ist es 

nachvollziehbar, dass diese Zelllinie durch die Behandlung mit einem solchen 

Medikament am meisten beeinträchtigt wird [118]. 

Insgesamt bleibt somit unklar, warum die MycOE-AktMyr Zelllinie durch die Behandlung 

des ER-Stress Modulators Salubrinal mehr beeinträchtigt wird als die native Aml12 

Zelllinie oder die Zelllinie AktMyr.  

Im dreidimensionalen Wachstum zeigt einzig die Zelllinie MycOE ein 

Wachstumsverhalten, welches sich von nativen Aml12 Zellen unterscheidet. In diesem 

bewirkt die Zugabe von Salubrinal eine Reduktion der Größe und der Anzahl der 

Kolonien. Zwar zeigten Friend et al., dass die Menge an exprimiertem c-Myc durch die 

Überexpression von p-EIF2α bedingt durch die Gabe von Salubrinal erhöht wird, jedoch 
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handelt es sich bei Salubrinal nach wie vor um einen Hemmstoff der Dephosphorylierung 

von p-EIF2α [116]. Chen et. al. zeigten, dass eine Behandlung mit Salubrinal zu einer 

Reduktion der Fähigkeit Kolonien zu bilden führen kann. Dies wurde in der genannten 

Studie u.a. durch eine verminderte Proteinproduktion im Rahmen einer Hemmung der 

Desphosphorylierung von p-EIF2α erreicht. Zwar wurden diese Untersuchungen mit 

Brust-, Magen- und Zungenkrebszelllinien durchgeführt, allerdings sollte die 

Vergleichbarkeit aufgrund sich standardmäßig schnell teilender Krebszellen gegeben sein 

[118]. Es wird somit durch die Gabe von Salubrinal die verfügbare Menge eines 

relevanten Transkriptionsfaktors reduziert. Die reduzierte Translationskapazität der 

Zellen könnte somit eine verminderte Proteinproduktion und somit ein langsameres 

Wachstum dieser bedingen. Hierdurch würden sich weniger und kleinere Kolonien 

bilden. Zusätzlich zeigten Espadas et. al., dass sich in vivo wachsende cholangiozelluläre 

Karzinome durch die Verwendung von Salubrinal in ihrem Wachstum hemmen lassen. 

Es wurden hierbei im Mausmodell Tiere mit Salubrinal und Rapamycin behandelt. Es 

zeigte sich, dass Salubrinal die Gesamttumormasse sowohl alleine als auch in Verbindung 

mit Rapamycin reduziert [119]. 
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5. Zusammenfassung 

Grundlage dieser Doktorarbeit bilden die in Tabelle 2.1 aufgeführten und von Dr. rer. nat. 

Mathias Riebold und mir produzierten Zelllinien. Diese Zelllinien bauen auf der nativen 

Aml12 Zelllinie auf, bei der es sich um modifizierte Mausleberzellen handelt, welche in 

ihrer Morphologie und ihrem Wachstumsverhalten vergleichbar mit normalen 

Leberzellen der Maus sind, allerdings in der Zellkultur über 80-mal gesplittet werden 

können.  

In diese Zelllinien wurden mit Hilfe der Transduktion Onkogene in die Zellen 

eingebracht. Bei diesen Onkogenen handelt es sich um die Überexpression des 

Transkriptionfaktors Myc und die myristoylisierte Form von Akt. Diese Onkogene 

wurden hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Aml12 Zellen sowohl solitär als auch 

zusammen untersucht. Die untersuchten Auswirkungen umfassen das 

Wachstumsverhalten der Zelllinien in zwei- und dreidimensionalen Medien, die 

Beeinflussung des Wachstumsverhaltens durch den ER-Stressor Tunicamycin und die 

Modifizierbarkeit des Wachstumsverhaltens durch den ER-Stress Modifikator Salubrinal.  

Die Wachstumsgeschwindigkeit unter zweidimensionalen Bedingungen konnte einzig 

die Zelllinie MycOE-AktMyr in signifikanter Weise gegenüber den nativen Aml12 Zellen 

steigern. Es bedarf somit der Kombination der Überexpression des Transkriptionsfaktors 

Myc und der konstitutiv aktiven Form von Akt, um die Wachstumsgeschwindigkeit in 

einem signifikanten Maße zu steigern.  

Unter dreidimensionalen Wachstumsbedingungen war lediglich die Zelllinie MycOE in 

der Lage, makroskopisch sichtbare Kolonien in einer relevanten Menge zu bilden. Der 

durch die Überexpression von Myc ausgelöste Effekt der Ausbildung großer Kolonien 

wurde hierbei durch die Kombination mit AktMyr wieder rückgängig gemacht, wodurch 

die Zelllinie MycOE-AktMyr nicht in der Lage ist, vermehrt große Kolonien zu bilden. Im 

Falle dieser Kombinationszelllinie könnte die Kombination von AktMyr mit einer 

Überexpression von Myc in Aml12 Zelllinien zu einer Steigerung der apoptotischen 

Auswirkung von Myc führen, wodurch das dreidimensionale Wachstum gehemmt wird.  

Gegenüber des ER-Stressors Tunicamycin zeigten sich bis zu einer Konzentration von 

~60µg/l keine relevanten Unterschiede zwischen den Zelllinien. Bei einer Konzentration 

von 125µg/l und 250µg/l wiesen die Zelllinien MycOE und MycOE-AktMyr eine erhöhte 
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Resistenz gegenüber Tunicamycin auf. In den durchgeführten Western Blots zeigt sich in 

beiden Zelllinien eine Erhöhung an p-EIF2α unter nicht gestressten Bedingungen. Es ist 

somit möglich, dass beide Zelllinien durch einen basal erhöhten ER-Stress an diesen 

angepasst sind und z.B. mit einer Vergrößerung ihres endoplasmatischen Retikulums 

besser auf eine Erhöhung des ER-Stresses reagieren können. 

Bei der Behandlung mit dem ER-Stress Modulator Salubrinal zeigt die Zelllinie MycOE 

die größte Resistenz gegenüber der Behandlung, während die Zelllinie MycOE-AktMyr die 

höchste Sensitivität gegenüber einer solchen Behandlung aufweist. Es konnte gezeigt 

werden, dass Salubrinal v.a. das Wachstum von sich schnell teilenden Zellen beeinflusst. 

Da es sich bei der Zelllinie MycOE-AktMyr um die sich am schnellsten teilende Zelllinie 

handelt, liefert dies eine Erklärung für die höchste Sensitivität gegenüber Salubrinal. 
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6. Repräsentative Bilder der Experimente 

6.1. Soft Agar Assays 

 

Abbildung 6.1.1: Wachstumsverhalten der Zelllinien im Soft Agar unter 

Behandlung mit 0,1% DMSO. 
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Abbildung 6.1.2: Wachstumsverhalten der Zelllinien im Soft Agar unter 

Behandlung mit 10mM Salubrinal  
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6.2. Salubrinal Langzeitbehandlung 

 

Abbildung 6.2.1: Wachstumsverhalten der Zelllinien in einer sechs-well-Platte unter 

Behandlung mit 10mM Salubrinal oder 0,1% DMSO angefärbt mit Kristallviolett. 
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6.3. Tunicamycin Behandlung mit unterschiedlichen Dosierungen 

 

Abbildung 6.3.1: Wachstumsverhalten der Zelllinien in einer sechs-well-Platte unter 

Behandlung einer steigenden Konzentration von Tunicamycin oder 0,1% DMSO 

angefärbt mit Kristallviolett. 
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