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2 Einleitung 

2.1 Das anaplastische Schilddrüsenkarzinom 

2.1.1 Epidemiologie und Prognose 

Das anaplastische Schilddrüsenkarzinom (ATC = engl. anaplastic thyroid carcinoma) macht 

weniger als 2% aller Schilddrüsenkarzinome (SD-CA) aus, dennoch ist es für bis zu 40% der 

durch SD-CAs verursachten Todesfälle verantwortlich (Smallridge und Copland 2010; 

Smallridge et al. 2012; Bible et al. 2021).  Somit zählt das ATC zu den aggressivsten und 

tödlichsten Karzinomerkrankungen, das nach Erstdiagnose mit einem medianen Überleben von 

nur 3-5 Monate assoziiert ist (Kebebew et al. 2005; Smallridge et al. 2012; Smallridge und 

Copland 2010; Wächter et al. 2020).  Trotz neuer und multimodaler Therapiekonzepte konnte 

in den letzten 10 Jahren keine Verbesserung dieser schlechten Prognose erreicht werden (Lin 

et al. 2019).  Die Anzahl der neu diagnostizierten ATCs in Deutschland beträgt pro Jahr etwa 

140 (Kraywinkel 2018). 

2.1.2 Pathogenese 

Das ATC kann sowohl de novo entstehen oder sich aus bereits bestehenden gut differenzierten 

(papillären oder follikulären) SD-CAs entwickeln (Nikiforova et al. 2003; Pozdeyev et al. 2018). 

Dieser Dedifferenzierung liegen verschiedene Mutationen zu Grunde, welche oft in 

Kombination vorliegen. Häufig treten zum Beispiel Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 

und TERT-Mutationen auf, andere wichtige Mutationen sind die BRAFV600E- und RAS-

Mutationen, welche beim ATC Treibermutation darzustellen scheinen. (Landa et al. 2016; Xu 

und Ghossein 2016).  

Die Mutation des BRAFV600E-Gens führt dabei zu einer Veränderung der Kinase, welche 

hierdurch kontinuierlich aktiv ist. Dies bewirkt die Aktivierung weiterer nachgeschalteter 

Kinasen, wie zum Beispiel MEK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase). Eine BRAFV600E 

Mutation scheint in diesem Zusammenhang mit einer vermehrten Angiogenese und vaskulären 

Invasion assoziiert zu sein, welche zum Beispiel für ein Wachstum des Tumors oder eine 

extrathyreoidale Extension verantwortlich sein können (Elisei et al. 2008). 

2.1.3 Klinische Symptomatik 

Das ATC zeigt ein sehr aggressives Wachstum mit einer frühzeitigen Infiltration oder 

Kompression benachbarter Strukturen. Hieraus ergibt sich eine ausgeprägte klinische 

Symptomatik. Lokal zeigt sich meist eine rasch progrediente Schwellung des Halses, diese geht 

mit Schmerzen, Stridor und/oder Dysphagie einher (Wendler et al. 2016). Zuletzt genannte 

Symptome sind durch eine Kompression oder Invasion der Trachea bzw. des Ösophagus 
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bedingt. Weitere mögliche Symptome sind z.B. ein Horner Syndrom durch Tumorinfiltration 

des Parasympathikus oder eine obere Einflussstauung durch Infiltration der Jugularvenen 

(Keutgen et al. 2015). Außerdem kann durch eine Infiltration des Nervus laryngeus recurrens 

eine Heiserkeit bestehen (Wächter et al. 2020; Wendler et al. 2016). Bei 20-40% der Patienten 

sind bei der Erstdiagnose Fernmetastasen nachweisbar (Fan et al. 2020; Kebebew et al. 2005) 

diese finden sich primär in der Lunge und in der Pleura, können aber auch ossär, abdominell 

oder zerebral vorliegen (Wendler et al. 2016). Bei weiteren 40-60% der Patienten ist eine lokale 

Metastasierung in zervikale Lymphknoten festzustellen (Kebebew et al. 2005; Keutgen et al. 

2015).  

Bei allen ATCs liegt das UICC (engl. Union for International Cancer Control) Stadium IV vor, 

dieses wird weiter in UICC Stadium IVA, IVB und IVC unterteilt. Im UICC Stadium IVA ist das ATC 

noch auf die Schilddrüse begrenzt, es liegen außerdem keine Lymphknotenmetastasen oder 

Fernmetastasen vor. Das UICC Stadium IVB hingegen ist durch ein extrathyreoidales Wachstum 

und/oder das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen gekennzeichnet. Beim Vorhandensein 

von Fernmetastasen liegt ein UICC Stadium IVC vor (Bible et al. 2021).  

2.1.4 Therapie des ATCs 

Zur Behandlung des ATCs wird heute ein multimodales Therapiekonzept genutzt, welches 

Operation, Chemotherapie, Bestrahlung und molekularbasieret, zielgerichtete Therapie 

(näheres hierzu s. 2.2) beinhaltet. Hierbei müssen das Behandlungskonzept und die 

Therapieziele individuell an den Patienten angepasst werden und sowohl das Tumorstadium, 

wie aber auch den Allgemeinzustand und die Wünsche des Patienten berücksichtigen (Bible et 

al. 2021).  

2.1.4.1 Operative Therapie 

Die Indikation zur operativen Therapie ist nach aktueller Leitlinie lediglich gegeben, wenn ein 

Stadium IVA oder ein „resektables“ Stadium IVB vorliegt. Resektabel bedeutet in diesem 

Zusammenhang, dass eine extrathyreoidale Tumorinfiltration ohne Infiltration des oberen 

Aerodigestivtraktes vorliegt (Bible et al. 2021; Wächter et al. 2020). In zahlreichen Studien 

konnte belegt werden, dass insbesondere für die genannten Stadien eine kurative R0-

Resektion mit einem deutlichen Überlebensvorteil einhergeht (Goffredo et al. 2015; Wendler 

et al. 2016). Liegt hingegen bei Diagnosestellung ein Stadium IVB (mit Infiltration des oberen 

Aerodigestivtraktes) oder ein Stadium IVC (mit Fernmetastasen) vor, ist selten Indikation für 

ein operatives Vorgehen gegeben (Bible et al. 2021). 
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2.1.4.2 Strahlentherapie 

Wie eingangs bereits erwähnt, spielt auch die Strahlentherapie bei der Therapie des ATCs eine 

wichtige Rolle. Der Einsatz der Radiatio kann sowohl neoadjuvant erfolgen, um ein potenziell 

resektables Tumorstadium zu erreichen, oder adjuvant, um nach einer Operation das Auftreten 

eines Lokalrezidivs zu verhindern. Des Weiteren erfolgt die Anwendung der Strahlentherapie 

auch in palliativen Situationen, z.B. für die Behandlung zerebraler oder ossärer Metastasen 

(Bible et al. 2021).  

Zahlreiche retrospektive Studien belegen, dass eine Radiatio mit einem verlängerten 

Gesamtüberleben (OS = engl. overall survival) von ATC Patienten assoziiert ist (Kwon et al. 

2016; Pezzi et al. 2017). Die Arbeitsgruppe von Kwon et al. konnte anhand einer Meta-Analyse, 

welche 1147 Patientin mit einem ATC einschloss, zeigen, dass eine adjuvante Strahlentherapie 

vor allem einen signifikanten Überlebensvorteil für Patienten bildete, welche an einem ATC des 

Stadiums IVA oder IVB erkrankt waren (Kwon et al. 2016). Eine weitere retrospektive 

Auswertung von Haymart et al. konnte an 2743 ATC Patienten demonstrieren, dass eine 

Radiatio das mediane OS auf 5 Monate versus 1,8 Monate ohne Radiatio verlängern kann 

(Haymart et al. 2013). 

2.1.4.3 Chemotherapie 

Die meisten retrospektiven Studien zeigen, dass durch die Anwendung einer Chemotherapie 

im Rahmen eines multimodalen Therapiekonzepts, welches Operation, Chemotherapie und 

Bestrahlung beinhaltet, ein verlängertes OS der an einem ATC erkrankten Patienten ermöglicht 

werden kann (Haymart et al. 2013; Wendler et al. 2016). Eine prospektive Studie wurde von 

Sosa et. al durchgeführt, diese demonstrierte, dass die Kombinationstherapie aus Paclitaxel 

und Carboplatin mit Fosbretabulin mit einem (statistisch nicht signifikanten) längeren OS 

assoziiert war, als die singuläre Behandlung mit Paclitaxel und Carboplatin (1-Jahres-Überleben 

25.9% vs. 8.7%) (Sosa et al. 2014). 

In der aktuellen Leitlinie wird bezüglich des Einsatzes von Chemotherapeutika beispielsweise 

eine Kombination aus Taxanen und/oder Anthrazyklinen und/oder Platin genannt (Bible et al. 

2021). 

2.1.4.4 Radioiodtherapie 

Die Radioiodtherapie nach einer Thyreoidektomie zählt zu den Standardtherapie von Patienten 

mit einem differenzierten SD-CA (Luster et al. 2008). ATCs sind allerdings gegen diese Therapie 

resistent. Grund hierfür ist eine Fehlfunktion des Natrium-Iodid-Symporters, resultierend aus 

einer Suppression des zugehörigen Gens -SLC5A5- und/oder einem fehlerhaften Einbau des 

Transporters in die Membran (Damanakis et al. 2016; Wächter et al. 2018a). 
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2.1.4.5 Multimodale Therapiekonzepte 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein multimodales Therapiekonzept, 

welches Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie beinhaltet, den Standard für 

Patienten darstellt, welche ein ATC im Stadium IVA oder ein resektables Stadium IVB 

aufweisen. Retrospektiv ist dieses Therapiekonzept mit einem verlängerten OS assoziiert (Bible 

et al. 2021; Haymart et al. 2013). Liegt hingegen ein fortgeschrittenes Stadium IVB oder ein 

Stadium IVC vor, wird in der Regel von einer Operation abgesehen, da multiviszerale und 

Debulking-Operationen keinen signifikanten Vorteil für den Patienten bilden. Stattdessen 

werden konservative Therapien bevorzugt (Bible et al. 2021). 

In den letzten Jahren haben zunehmend zielgerichtete, individualisierte Tumortherapien an 

Bedeutung gewonnen. Wichtig ist hierbei, eine für jeden Patienten möglichst individuelle 

Therapie zu finden, welche auf der Entschlüsselung potentieller molekularer Targets und der 

Aufarbeitung von Signaltransduktionswegen beruht. In diesem Zusammenhang wurde bereits 

festgestellt, dass eine Behandlung, welche individuell an die Mutationen des zu behandelnden 

Karzinoms angepasst ist, die Prognose des Patienten verbessern kann (Eckhardt et al. 2016; 

Wächter et al. 2018b). Entsprechend sollte bei allen Patienten mit ATC eine 

molekulargenetische Untersuchung des Tumors erfolgen, um die Möglichkeiten für 

individuelle/zielgerichtete Therapien zu evaluieren (Bible et al. 2021). Ein Teil dieser 

molekularbasierten, zielgerichteten Therapieoptionen soll im Folgenden vorgestellt werden. 

2.2 Molekularbasierte, zielgerichtete Therapieoptionen zur Behandlung des 

ATC 

2.2.1 Histondeacetylaseinhibitoren (HDACi) 

Die Histondeacetylierung ist ein Vorgang, welcher die Struktur von Chromatin verdichtet und 

entsprechend zu einer geringer ausgeprägten Transkription von Genen führt. Umgekehrt führt 

die Acetylierung von Histonen zu einer Aktivierung der Transkription. An diesem Vorgang 

setzten die HDACis an, welche die Deacetylierung von Histonen verhindern, was zu einer 

offenen Struktur des Chromatins und einer vermehrten Transkription führt. Auf diese Weise 

können HDACis über epigenetische Modifikationen die Genexpression der Zellen beeinflussen 

(Walkinshaw und Yang 2008).  

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass HDACis im Allgemeinen eine antiproliferative 

und pro-apoptotische Wirkung auf Zellen des ATCs haben können. Außerdem konnte eine 

Differenzierung der schlecht differenzierten Tumoren bewirkt und das Potenzial zur Bildung 

von Metastasen gesenkt werden (Zhang et al. 2015). Die Arbeitsgruppe von Wächter et al. 

konnte außerdem eine dosisabhängige Zytotoxizität von HDACis gegenüber ATC-Zellen 
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nachweisen, besonders der HDACi Panobinostat zeigte eine hohe Wirkung auf die Tumorzellen, 

wobei eine vergleichsweise niedrige Konzentration von 10 nM gewählt wurde. Des Weiteren 

konnte durch die Therapie mit HDACis die Natrium-Iodid-Symporter (NIS) assoziiert mRNA 

SLC5A5 hochreguliert werden, wie auch die NIS-Protein-Expression (Wächter et al. 2018a). Wie 

unter 2.1.4.4 dargestellt, ist das ATC eigentlich resistent gegen die Behandlung mit Radioiodid, 

durch die dargestellte Studie konnte jedoch demonstriert werden, dass eine Re-Expression des 

Natrium-Iodid-Transporters und die damit verbundene Aufnahme von radioaktivem Iod einen 

neuen Therapieansatz zur Behandlung des ATCs darstellen könnte (Wächter et al. 2018a). 

2.2.1.1 Panobinostat 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der HDACi Panobinostat eingesetzt, mit einem 

Molekulargewicht von 349.4 g/mol und der chemischen Summenformel C21H23N3O2. 

Panobinostat hemmt selektiv Histondeacetylasen und induziert so die Hyperacetylierung von 

Histonen, wodurch eine Beeinflussung der Expression von Proteinen des Zellzyklus möglich ist. 

Außerdem kann eine Unterbrechung des Zellzyklus in der G2/M-Phase oder Apoptose induziert 

und die Expression von Genen moduliert werden, welche für die Angiogenese wichtig sind. Auf 

diese Weise kann die Chemotaxis und die Invasion von Endothelzellen beeinträchtigt werden 

(PubChem 2021a). 

Bezüglich der Therapie des ATCs mit Panobinostat existieren bisher nur präklinische Studien. 

Diese konnten unter anderem eine verminderte Tumorzellmigration und –invasion und eine 

erhöhte Expression von NIS auf Gen- und Proteinebene nachweisen, welche mit einer 

Radioiod-Aufnahme assoziiert war (Catalano et al. 2012; Pugliese et al. 2013) (vgl. auch 2.2.1).  

2.2.2 Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) 

Die Aufgabe von TKIs ist, den Transfer einer γ-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) 

auf ein Zielprotein zu katalysieren. Sie können unterteilt werden in Rezeptor-Proteinkinasen, 

welche an Rezeptoren an der Zelloberfläche binden und eine wichtige Rolle in der Transduktion 

von extrazellulären Signalen spielen, und in Proteinkinasen, welche in das Innere der Zelle 

gelangen können und dort intrazelluläre Signale übermitteln (Arora und Scholar 2005). Damit 

modulieren TKIs u.a. für das Zellwachstum essentielle Signalwege und stellen aufgrund dessen 

wichtige Ziele in der Behandlung unterschiedlicher Karzinomentitäten dar, beispielsweise zählt 

der TKI Sorafenib zur Standardtherapie des HCCs (engl. Hepatocellular Carcinoma) (Gordan et 

al. 2020). 

Verschiedene Studien untersuchten bereits die Wirksamkeit von TKIs bei der Behandlung des 

SD-CAs. Die Arbeitsgruppe von Schlumberger et al. publizierte 2015 eine randomisierte, 

kontrollierte, multizentrische Phase-III-Studie, welche 392 Patienten einschloss, die an einem 
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Iod-131-resistenten SD-CA erkrankt waren. 261 Patienten wurden mit dem TKI Lenvatinib 

behandelt. In der Lenvatinib-Gruppe konnte eine Verlängerung des PFS (engl. progression free 

survival) auf 18,3 Monate im Vergleich zu 3,6 Monaten in der Placebo-Gruppe verzeichnet 

werden (p < 0,001; 99% CI 0,14-0,31). Allerdings wurden in der Lenvatinib-Gruppe auch 

vermehrt unerwünschte Nebenwirkungen beobachtet, die aber über eine Modifikation der 

Dosis und durch medizinische Therapie behandelbar waren (Schlumberger et al. 2015). 

Bezogen auf das ATC zeigte eine Phase-II-Studie an 17 ATC-Patienten ein gutes klinisches 

Ansprechen auf Lenvatinib, mit einem medianen PFS von 7,4 Monaten (95% CI 1,7–12,9) und 

einem medianen OS von 10,6 Monaten (95% CI 3,8–19,8) (Takahashi et al. 2019). 

2.2.2.1 Sorafenib 

Der in dieser Arbeit eingesetzte TKI war der Multi-Kinase-Inhibitor Sorafenib. Sorafenib hat ein 

Molekulargewicht von 464,8 g/mol und die Summenformel C21H16ClF3N4O3. Es ist ein oral 

eingenommener Multi-Kinase-Inhibitor, welcher das Enzym RAF-Kinase blockt, dieses stellt 

eine wichtige Komponente des RAF/MEK/ERK Signalweges dar, welcher die Zellteilung und 

Proliferation kontrolliert. Außerdem inhibiert Sorafenib die VEGFR-2/PDGFR-

beta Signalkaskade, wodurch die Angiogenese des Tumors geblockt wird (PubChem 2021b). 

Bei einer in vitro Untersuchung verschiedener Zelllinien des SD-CAs, unter anderem auch des 

ATCs, zeigte sich, dass Sorafenib über die Inhibition verschiedener intrazellulärer Signalwege 

die Proliferation aller Zelllinien hemmen konnte. Hierbei zeigte sich Sorafenib gegen alle 

Zelllinien effektiv, unabhängig von ihrem BRAF-Mutationsstatus und dem histologischen 

Subtyp. Über eine Analyse des Zellzyklus und der Caspasen konnte festgestellt werden, dass 

durch die Behandlung der Zellen mit Sorafenib eine Induktion der Apoptose erfolgte (Broecker-

Preuss et al. 2015). Es konnte außerdem demonstriert werden, dass Sorafenib das Wachstum 

endothelialer Zellen, welches durch die Zellen des ATCs über verschiedene humorale Faktoren 

stimuliert wird, inhibieren kann (Ishihara et al. 2019).  

Sorafenib ist auf Grundlage einer multizentrischen, randomisierten, Placebo-kontrollierten 

Phase-III-Studie für die Behandlung des radioiodrefraktären SD-CAs zugelassen. In dieser Studie 

konnte für 417 Patienten, welche an einem fortgeschrittenen, radioiodrefraktären SD-CA 

erkrankt waren, eine Verlängerung des PFS in der Sorafenib-Gruppe (n=207) auf 10,8 Monate 

vs. 5,8 Monate in der Placebo-Gruppe (n=210) beobachtet werden (p < 0,0001; 95% CI 0,45-

0,76) (Brose et al. 2014). 

Der TKI Sorafenib wurde auch als potenzieller Therapieansatz für die Behandlung des ATCs 

untersucht. In verschiedenen Phase-II-Studien konnte bisher kein klarer therapeutischer Effekt 

bei der Behandlung des ATCs mit Sorafenib nachgewiesen werden (Ito et al. 2017; Savvides et 
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al. 2013). Die Arbeitsgruppe von Savvides et al. untersuchte hierbei 20 ATC-Patienten, welche 

mit Sorafenib behandelt worden waren. Nur bei 2 von 20 Patienten konnte ein partielles 

Therapieansprechen beobachtet werden, 5 der 20 Patienten zeigte eine stabile Erkrankung. 

Das mediane PFS lag bei 1,9 Monaten (95% CI 1,3–3,6 Monate), das mediane OS lag bei 3,9 

Monaten (95% CI 2,2–7,1 Monate) (Savvides et al. 2013). 

Ein vielversprechender neuer Behandlungsansatz für das ATC könnte deshalb eine 

Kombinationstherapie aus dem TKI Sorafenib mit anderen zielgerichteten Medikamenten wie 

z.B. Immuncheckpointinhibitoren darstellen (Ishihara et al. 2019). Hierbei zeigten sich bereits 

vielversprechende Ergebnisse bei der Kombination von TKIs mit Pembrolizumab, näheres 

hierzu siehe  2.3.3.  

2.3 Programmed cell death protein 1 / Programmed cell death 1 ligand 1 

Das Protein Programmed cell death protein 1 (im Folgenden kurz PD-1) wird von verschiedenen 

Zellen des Immunsystems, unter anderem von aktivierten T-Zellen, exprimiert (Agata et al. 

1996). Es stellt ein wichtiges Protein in der Regulation des Immunsystems dar und ist unter 

anderem verantwortlich für die negative Regulation des Immunsystems, außerdem spielt PD-1 

eine wichtige Rolle in der Toleranzentwicklung gegenüber körpereigenen Proteinen 

(Gianchecchi et al. 2013). PD-1 bindet zwei Liganden: PD-L1 (Programmed cell death 1 ligand 

1) und PD-L2  (Programmed cell death 1 ligand 2) (He et al. 2004). Im Gegensatz zu PD-L2 

kommt PD-L1 auf hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Zellen vor. PD-L1 ist bei 

Bindung an seinen Rezeptor dazu in der Lage, die Aktivität von zytotoxischen T-Zellen runter 

zu regulieren und so die körpereigenen, „normalen“ Zellen vor der Zerstörung durch Zellen des 

Immunsystems zu schützen (Park et al. 2010) (vgl. Abbildung 1). Hier zeigt sich die Wichtigkeit 

dieses Signalweges für die Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des PD-1/PD-L1 Signalweges. Eine normale, körpereigene Zelle exprimiert 

PD-L1 und sendet über den PD-1/PD-L1 Signalweg ein inhibierendes Signal an die zytotoxische T-Zelle, welche 

hierdurch in ihrer Aktivität gehemmt wird. Auf diese Weise wird (unter anderem) eine Toleranz der T-Zelle bzw. des 

Immunsystems gegen die körpereigenen Zellen gewährleistet. Quelle: Eigene Abbildung, modifiziert nach 

(Salmaninejad et al. 2018). 

Allerdings konnte beobachtet werden, dass auch verschiedene Karzinome (wie zum Beispiel 

das maligne Melanom oder das Bronchialkarzinom) dazu in der Lage sind, PD-L1 vermehrt zu 

exprimieren, sich auf diese Weise der körpereigenen Abwehr durch zytotoxische T-Zellen zu 

entziehen und die antitumorale Immunität auf diese Weise zu hemmen (Mahoney et al. 2015; 

Shimizu et al. 2018). Die Expression von PD-L1 durch die Tumorzellen führt dazu, dass die 

zerstörende Wirkung der T-Zelle durch ein inhibierendes Signal gehemmt wird, wodurch die 

Immunantwort gegen den Tumor eingeschränkt wird (Gianchecchi et al. 2013) (vgl. Abbildung 

2). Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass eine hohe Expression von PD-L1 seitens der 

Tumorzellen mit einem erhöhten Mortalitätsrisiko assoziiert ist und mit einer schlechteren 

Prognose korreliert (Francisco et al. 2010). Es wird deutlich, dass der PD-1/PD-L1 Signalweg 

sowohl hilfreich, aber auch hinderlich für die körpereigene Abwehr fremder bzw. entarteter 

Zellen sein kann.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des PD-1/PD-L1 Signalweges bei der Expression von PD-L1 durch 

Tumorzellen. A: Die Tumorzelle exprimiert kein PD-L1. Sie wird (unter anderem) durch die fehlende PD-L1-

Expression von der zytotoxischen T-Zelle als fremd erkannt und zerstört. B: Die Tumorzelle exprimiert PD-L1 und 

sendet ein hemmendes Signal an die zytotoxische T-Zelle, welche sich hierdurch der Tumorzelle gegenüber tolerant 

zeigt und diese nicht zerstört. Quelle: Eigene Abbildung, modifiziert nach (Salmaninejad et al. 2018). 

Auf Grundlage dieser Beobachtungen konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass eine 

Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges durch eine immunmodulatorische Therapie potenziell 

dazu in der Lage ist, die körpereigene, antitumorale Immunantwort zu stärken, beispielsweise 

über eine Steigerung der Aktivität von T-Lymphozyten (vgl. Abbildung 3) oder durch eine 

erhöhte Zytokinfreisetzung (Brown et al. 2003). Es entstand außerdem die Hypothese, dass 

Antikörper, welche den PD-1/PD-L1 Signalweg blockieren, eine synergistische Wirkung mit 

anderen therapeutischen Substanzen haben könnten, welche ebenfalls über eine Verstärkung 

der körpereigenen Immunität gegen die Tumorzellen wirken (Salmaninejad et al. 2018).  

Durch die Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges konnte in zahlreichen Studien bereits das 

Gesamtüberleben von Patienten mit verschiedensten Tumorerkrankungen signifikant 

verlängert werden (Bellmunt et al. 2017; Chen et al. 2017; Motzer et al. 2015; Reck et al. 2016). 

Die PD-L1-Expression ist dabei ein potenzieller Biomarker für die Reaktion von verschiedenen 

Tumoren auf die Behandlung mit PD-1- oder PD-L1-Antikörpern (Page et al. 2014).  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Wirkweise eines PD-1/PD-L1-Inhibitors. Durch die Blockade des PD-

1/PD-L1 Signalweges ist die zytotoxische T-Zelle dazu in der Lage, die Tumorzelle als fremd zu erkennen. Über eine 

Aktivierung der T-Zelle kommt es zum Angriff der Tumorzelle durch die zytotoxische T-Zelle. Quelle: Eigene 

Abbildung, modifiziert nach (Salmaninejad et al. 2018). 

Ein Antikörper, der bei der Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges die letzten Jahre zunehmend 

an Bedeutung gewonnen hat, ist der PD-1-Blocker Pembrolizumab. Ein Beispiel hierfür ist die 

Phase-III-Studie von Reck et al., welche 305 Patienten untersuchte, die an einem 

fortgeschrittenen kleinzelligen Lungenkarzinom erkrankt waren und eine PD-L1-Expression der 

Tumorzellen von mindestens 50% aufwiesen. Durch die Behandlung mit Pembrolizumab 

konnte, im Vergleich zur Platin-basierten Chemotherapie, ein signifikant längeres medianes 

PFS (10,3 Monate vs. 6 Monate; p < 0,001; 95% CI 0,37-0,68) wie auch ein signifikant längeres 

medianes OS und das Auftreten weniger unerwünschter Nebenwirkungen beobachtet werden 

(Reck et al. 2016). Aber auch bei der Behandlung des ATCs spielt Pembrolizumab eine wichtige 

Rolle. Besonders wichtig ist in diesem Zusammenhang auch die Kombinationstherapie von 

Pembrolizumab, unter anderem mit TKIs, näheres hierzu siehe 2.3.3.  

2.3.1 Atezolizumab 

Zur Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges wurde in dieser Arbeit der PD-L1-Antiörper 

Atezolizumab eingesetzt. Auch dieser stellt eine vielversprechende neue Therapiemethode bei 

der Behandlung verschiedener Karzinomentitäten dar. Ein Beispiel ist eine randomisierte 

Phase-III-Studie von Herbst et al., welche 572 Patienten mit metastasiertem NSCLC (engl. non-

small-cell lung cancer) einschloss. Hierbei konnte für Patienten, welche ein NSCLC mit einem 

EGFR- und AKT-Wildtyp und eine hohe Expression von PD-L1 aufwiesen, durch die Therapie mit 

Atezolizumab ein signifikant längeres OS beobachtet werden als in der Vergleichsgruppe, 

welche mit einer Platin-basierten Chemotherapie behandelt wurde (OS 20,2 Monate vs. 13,1 

Monate; p = 0,01; 95% CI 0,40-0,89) (Herbst et al. 2020).  

Ein weiteres Beispiel für die Effektivität von Atezolizumab ist das metastasierte, triple-negative 

Mammakarzinom. Bei dieser Karzinomentität konnte durch die Behandlung mit Atezolizumab 
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in Kombination mit Paclitaxel, im Vergleich zu einer Therapie mit Paclitaxel und Placebo, eine 

Verlängerung des PFS gezeigt werden. Hierbei schienen besonders Patienten mit einem PD-L1 

positiven Tumor von der Kombinationsbehandlung mit Atezolizumab zu profitieren (PFS 7,5 

Monate vs. 5,0 Monate in der Placebo-Gruppe; p < 0,001; 95% CI 0,49-0,78) (Schmid et al. 

2018). Anhand des zuletzt genannten Beispiels zeigt sich, wie wirksam die Kombination von 

PD-1/PD-L1-Inhibitoren mit weiteren antitumoralen Substanzen sein kann und dass dies dazu 

beiträgt, ein möglichst effektives Therapiekonzept zu entwickeln. 

Für die Therapie des ATCs mit dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab sind aktuell noch keine 

klinischen Arbeiten verfügbar. 

2.3.2 Expression von PD-L1 in Zellen des ATCs 

Die Anzahl PD-L1 positiver Zellen in SD-CAs ist variabel (Ahn et al. 2017). Bisher ist nicht genau 

geklärt, wo und in welchem Umfang PD-1 und PD-L1 in den Tumorzellen lokalisiert ist und in 

welchem Maße die Expression das PFS und das OS der betroffenen Patienten beeinflusst. Eine 

retrospektive Datenevaluation einer kleinen Patientengruppe (n = 48) durch die Arbeitsgruppe 

von Chintakuntlawar et al. legt allerdings nahe, dass eine stark ausgeprägte Expression von 

PD-L1 in den Tumorzellen des ATCs mit einem verkürzten OS und PFS einhergeht 

(Chintakuntlawar et al. 2017). 

Eine Untersuchung von Zwaenpol et al. zur Expression von PD-L1 in Zellen des ATCs konnte 

PD-L1 in 28,6% aller untersuchten Tumoren des ATCs nachweisen. Hingegen war der 

zugehörige Rezeptor, PD-1, nicht in den Tumorzellen exprimiert (Zwaenepoel et al. 2017). Die 

Arbeitsgruppe von Wu et al. kam zu ähnlichen Ergebnissen: eine Expression von PD-L1 in Zellen 

des ATCs konnte in 3 von 13 Patienten (23%) nachgewiesen werden (Wu et al. 2015). Diese 

Patienten waren alle nicht operabel, aufgrund eines großen, nicht resektablen Tumors und 

eines schlechten Allgemeinzustandes. Hieraus wurde geschlossen, dass vor allem Patienten, 

welche an einem nicht resektablen Tumor erkrankt sind, von einer Immuntherapie des ATCs 

profitieren könnten (Wu et al. 2015). Diese Ergebnisse passen zu der Beobachtung von Ahn et 

al., dass vor allem Zellen fortgeschrittener SD-CAs einen hohen Anteil PD-L1 positiver Zellen 

besitzen (Ahn et al. 2017). 

Es konnte außerdem nachgewiesen werden, dass in den Zellen des ATCs mehr PD-L1 positive 

Tumorzellen zu finden sind, als in Zellen des DTCs. Des Weiteren ist auch die Infiltration mit 

Lymphozyten in Zellen des ATCs höher und die Lymphozyten in den Proben des ATCs wiesen 

ebenfalls eine höhere Expression von PD-1 und PD-L1 auf (Ahn et al. 2021).  
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2.3.3 Immunmodulatorische Therapie des ATCs als Kombinationstherapie 

Wie unter 2.3 bereits erwähnt, hat sich in der Therapie des ATCs eine Kombinationstherapie 

aus dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab mit anderen zielgerichteten Medikamenten, zum 

Beispiel mit TKIs etabliert. Dass Pembrolizumab in Kombination mit TKIs das 

Therapieansprechen von Patienten verbessern kann, konnte beispielsweise bereits bei der 

Therapie des malignen Melanoms demonstriert werden (Szczepaniak Sloane et al. 2017). 

Ausgangspunkt zur Kombination der genannten Substanzen bei der Behandlung des ATCs war 

die Beobachtung, dass bei der alleinigen Therapie mit Kinaseinhibitoren (KIs) nach einem 

initialen Therapieansprechen eine erneute Progression des Tumors möglich ist. Dies führte zu 

der Annahme, dass die Zellen des ATCs Resistenzmechanismen gegen die Therapie mit KIs 

entwickelt haben könnten (Danysh et al. 2016; Iyer et al. 2018). Auf Grundlage der Erkenntnis, 

dass auch die Zellen des ATCs PD-L1 exprimieren, kombinierte die Arbeitsgruppe von Iyer et al. 

verschiedene KIs (u.a. Dabrafenib, Trametinib oder Lenvatinib) mit Pembrolizumab, sobald 

unter der singulären Therapie mit dem KI ein Fortschreiten der Erkrankung beobachtet werden 

konnte. Insgesamt wurden in dieser Studie 12 Patienten, welche an einem ATC erkrankt waren, 

untersucht. Von diesen zeigten fünf Patienten ein partielles Tumoransprechen, vier Patienten 

eine stabile Erkrankungssituation und bei drei Patienten war ein Progress des Karzinoms zu 

verzeichnen. Hieraus wurde geschlossen, dass Patienten von der Kombination aus KIs mit PD-1-

Inhibitoren profitieren könnten (Iyer et al. 2018). Fragliche bleibt allerdings, ob die Gabe des 

PD-1-Inhibitors erst bei Progression der Erkrankung unter singulärer Therapie mit einem KI 

erfolgen sollte oder ob die Patienten eher von einer von Anfang an bestehenden 

Kombinationstherapie profitieren würden (Iyer et al. 2018). 

Eine weitere wegweisende Arbeit zu Kombinationstherapien mit Pembrolizumab wurde 2021 

von der Arbeitsgruppe Dierks et al. veröffentlicht. In dieser Studie wurden 6 Patienten, welche 

an einem ATC erkrankt waren, mit einer Kombination aus Pembrolizumab und dem KI 

Lenvatinib behandelt. Durch diese Kombination konnte ein medianes PFS von 16,5 Monaten 

und ein medianes OS von 18,5 Monaten erreicht werden, 4 von 6 Patienten zeigten eine 

komplette Remission. Hierbei konnten besonders die Patienten von der Behandlung 

profitierten, deren Anteil an PD-L1 positiven Tumorzellen über 50% betrug (Dierks et al. 2021). 

Ein anderer Therapieansatz zur kombinierten Behandlung des ATCs ist die Kombination von 

PD-L1-Inhibitoren mit BRAF-Inhibitoren. Eine BRAFV600E Mutation kann bei etwa 45% der 

ATC-Patienten nachgewiesen werden (Landa et al. 2016). Die Arbeitsgruppe von Brauner et al. 

konnte mit Hilfe eines Mausmodels demonstrieren, dass eine singuläre Blockade von PD-L1 nur 

einen kleinen Effekt auf das Tumorwachstum hatte. Hingegen konnte nach eine 
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Kombinationstherapie, bestehend aus einem PD-L1-Inhibitor und einem BRAF-Inhibitor, ein 

synergetischer Effekt der eingesetzte Substanzen festgestellt werden, welcher eine 

ausgeprägte Tumorregression und eine verstärkte antitumorale Immunantwort bewirken 

konnte (Brauner et al. 2016).  BRAF-Inhibitoren wurden des Weiteren bereits erfolgreich in 

Kombination mit anderen antitumoralen Substanzen eingesetzt. Eine neoadjuvante Therapie 

mit dem BRAF-Inhibitor Dabrafenib und dem MEK-Inhibitor Trametinib führte in einer 

klinischen Studie von Wang et al., welche 6 ATC-Patienten mit primär irresektablem Tumor und 

dem Vorliegen einer BRAFV600E-Mutation einschloss, zu der Möglichkeit einer R0-Resektion 

nach entsprechender Vorbehandlung (Wang et al. 2019). Die Kombination der beiden 

Substanzen diente dabei dem Zweck, einer frühe Resistenz des Tumors gegen Dabrafenib 

entgegen zu wirken (Flaherty et al. 2012). Auf diese Weise konnte eine geringere Rate von 

Tracheotomien erzielt und die lokale Tumorkontrolle, sowie die klinische Symptomatik 

verbessert werden (Wang et al. 2019). Für ATC Patienten mit positivem BRAFV600E-

Mutationsstatus konnte sich die Kombinationstherapie aus Dabrafenib und Trametinib, 

aufgrund des hohen klinischen Nutzen, bereits in den amerikanischen Leitlinien etablieren 

(Bible et al. 2021).  

Das Potential einer Kombination der zuletzt genannten Therapie mit einem PD-1-Inhibitor zeigt 

sich in einem Case-Report von Cabanillas et al. Der hier dargestellte Patient litt an einem 

irresektablen, lokal fortgeschrittenen ATC und wurde bei Vorliegen einer BRAFV600E Mutation 

zunächst mir Dabrafenib und Trametinib behandelt. Bei Fortschreiten der Erkrankung erhielt 

der Patient bei einem hohen Anteil PD-L1 (PD-L1 Score in der Immunhistochemie: > 95%) 

positiver Zellen eine Behandlung mit Pembrolizumab. Dies ermöglichte eine komplette 

chirurgische Resektion des Tumors  (Cabanillas et al. 2018).  Die hier aufgeführten Beispiele 

verdeutlichen erneut die Wichtigkeit der Kombination verschiedener therapeutisch wirksamer 

Substanzen, um zum Beispiel der Entstehung von Resistenzen vorzubeugen. 

Eine weitere spannende Beobachtung, welche allerdings nicht an Zellen des ATCs, sondern an 

Zellen des B-Zell-Lymphoms gemacht wurde, ist, dass die Histondeacetylase 3 einen wichtigen 

epigenetischen Regulator der PD-L1-Expression darstellt. Die Gabe eines HDACis resultierte in 

einer erhöhten Expression von PD-L1 auf Zellen des B-Zell-Lymphoms. Über diese erhöhte 

Expression konnte ein verstärkter antitumoraler Effekt bei einer Therapie mit einem PD-L1-

Inhibitor erreicht werden. Eine Kombination von HDACIs (näheres zu HDACIs unter 2.2.1) mit 

PD-1/PD-L1-Inhibitoren kann also einen vielversprechen Behandlungsansatz darstellen (Deng 

et al. 2019).  
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2.4 Autophagie 

Autophagie stellt einen katabolen Prozess dar, welcher physiologisch auf einem basalen Level 

in jeder Zelle vorkommt und die zelluläre Homöostase fördert (Hale et al. 2013; Di Fazio et al. 

2016). Hierbei werden beschädigte Zellorganellen beseitigt und langlebige Proteine umgesetzt. 

Als Reaktion auf Signale, welche eine Zellen schädigen können, wie zum Beispiel eine schlechte 

Stoffwechsellage, Hypoxie, Sauerstoffradikale, Infektionen oder auch Chemotherapien, 

können die betroffenen Zellen die Autophagie nutzen, um ihr Überleben zu sichern. Hierfür 

werden zytoplasmatische Materialien recycelt und für die Produktion von Energie genutzt 

(Yang und Klionsky 2010). Ein wichtiger Mechanismus hierbei ist die Entstehung von 

sogenannten Autophagosomen, welche Vesikel mit einer doppelten Zellmembran darstellen. 

Diese Autophagosomen bringen beschädigte zytoplasmatische Zellkomponenten zu den 

Lysosomen, in welchen wiederum unter den genannten Stressbedingungen ein Recycling der 

Zellbestandteile stattfinden kann (Yun und Lee 2018).  Hierzu kommt es zu einer Fusion des 

Autophagosomes mit dem Lysosom und es entsteht das sogenannte Autolysosom (Parzych und 

Klionsky 2014). Eine schematische Darstellung dieser Vorgänge erfolgt in Abbildung 4.  

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Autophagie. Nach Formation des Autophagosomes kommt es durch 

die Fusion mit einem Lysosom zur Entstehung des Autolysosoms. Hier erfolgt der Abbau und das Recyceln der 

Zellbestandteile. Quelle: Eigene Abbildung, modifiziert nach (Parzych und Klionsky 2014). 

Man kann Autophagie in eine generelle bzw. nicht-selektive und eine selektive Form 

unterteilen. Während die generelle Form Proteine des Zytoplasmas in Autophagosomen 

verpackt, ist die selektive Autophagie dazu in der Lage, spezifische Ziele wie beschädigte 

Zellorganellen, Protein-Bestandteile und intrazelluläre Krankheitserreger zu erkennen (Yun 

und Lee 2018). 
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Allerdings kann Autophagie bei extremem Stress auch den Zelltod der betroffenen Zellen 

herbeiführen. Der durch Autophagie herbeigeführte Zelltod ist dabei unabhängig von dem 

Zelltod, welcher durch Apoptose herbei geführt wird (Denton et al. 2012).  

Eine Beeinträchtigung dieses physiologischen Mechanismus, welcher zum Beispiel daraus 

resultieren kann, dass Autophagie-relevante Gene ihre Funktion verlieren, ist unter anderem 

assoziiert mit Herz- und Muskeldegeneration, Neurodegeneration und auch der Entstehung 

von malignen Tumoren. Autophagie ist ein Prozess, welcher durch verschiedene Checkpoints 

charakterisiert und reguliert ist. Die Beeinflussung/Veränderung dieser kann zu einer 

pathologischen Hemmung der Autophagie führen, wodurch wiederum eine ausgeprägte 

Akkumulation von Metaboliten möglich ist. Dies kann zellulären Stress bedingen, aber auch zu 

einer genetischen Instabilität führen, was die Entstehung von malignen Tumoren fördern kann 

(Di Fazio et al. 2016; Levine und Kroemer 2008). 

Die Regulation/Induktion der Autophagie ist von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, 

Proteinen und Proteinkinasen abhängig. Hierbei stellt unter anderem die Proteinkinase mTOR 

(mammalian target of rapamycin) ein Enzym dar, welches als Sensor des Ernährungsstatuts der 

Zelle eine wichtige Rolle in der zellulären Homöostase einnimmt. Die Hemmung der 

Proteinkinase, zum Beispiel durch nicht ausreichend vorhandene Aminosäuren, führt zu einer 

Inhibition des Zellwachstums und zu einer Induktion der Autophagie (Bar-Peled und Sabatini 

2014). Diese Induktion wird unter anderem über die Phosphorylierung des Proteins Beclin 1 

eingeleitet. Über diesen Signalweg stellt Beclin 1 einen wichtigen Tumorsuppressor dar (Wei 

et al. 2015). Beclin 1 interagiert anschließend unter anderem mit dem Modulator UVRAG 

(UV radiation resistance-associated gene protein), was der weiteren Induktion der Autophagie 

dient (Liang et al. 2006). 

Ein weiteres Beispiel für eine regulierende Proteinkinase stellt die AMP-aktivierte Protein-

Kinase (AMPK) dar, welche eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Autophagie spielt. 

Hierbei fungiert AMPK ebenfalls als ein Energiesensor für die Zelle, welcher durch ein erhöhtes 

Level von AMP aktiviert wird. Ein hohes AMP-Level induziert hierbei die Autophagie, um bei 

Energiemangel die Bereitstellung von neuer Energie durch katabole Prozesse zu gewährleisten 

(Di Fazio und Matrood 2018; Villanueva-Paz et al. 2016). 

Wie oben schon beschrieben, stellt die Bildung des Autophagosomes einen entscheidenden 

Schritt bei der Autophagie dar. An dessen Bildung ist unter anderem das Protein LC3B (protein 

light chain 3) beteiligt. Dieses ist in vielen Zellen im Zytosol exprimiert und kann, abhängig von 

der Induktion der Autophagie, in LC3B-I gespalten werden, welches über Phosphorylierung zu 

LC3B-II umgewandelt wird. Dieses wiederum ist an der Oberfläche der Autophagosomen zu 
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finden (Glick et al. 2010; Barth et al. 2010).  Da die Synthese und Verarbeitung von LC3B 

während der Aktivierung der Autophagie ansteigt, stellt es einen wichtigen Marker für das 

Autophagie-Level der Zellen dar (Barth et al. 2010). Die mit der Bildung des Autophagosoms 

verbundene Aufnahme von Zellbestandteilen stellt nicht nur eine unspezifische Degeneration, 

sondern zumeist einen selektive Prozess dar, welcher unter anderem durch ein Zusammenspiel 

zwischen LC3B-II und dem Protein p62/SQSTM1 reguliert wird (Ichimura et al. 2008). 

Einen wichtigen Transkriptionsfaktor zur Regulation der Autophagie stellt im nächsten Schritt 

TFEB dar. Dieser transkribiert für lysosomale Gene und Autophagie-Gene und ist ebenfalls an 

der Formation des Autophagosomes und der Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom 

beteiligt (Settembre et al. 2011).  

Eine vereinfachte Übersicht über die aufgeführten Proteine/Transkriptionsfaktoren, welche für 

die Regulation bzw. den Ablauf der Autophagie eine Rolle spielen, gibt Tabelle 1. 

Tabelle 1: Übersicht über einige Autophagie-relevante Proteine/Transkriptionsfaktoren 

Protein/Transkriptionsfaktor Funktion Literatur 

Beclin 1 Über Phosphorylierung  

Induktion der Autophagie 

(Wei et al. 2015) 

UVRAG Positiver Regulator des Beclin 1 

Komplexes 

(Liang et al. 2006) 

AMPK Induktion / Regulation der 

Autophagie 

(Villanueva-Paz et al. 

2016) 

LC3B Beteiligt an der Bildung des 

Autophagosoms 

(Barth et al. 2010; Glick et 

al. 2010) 

P62/SQSTM Selektive Aufnahme 

bestimmter Zellbestandteile in 

das Autophagosom 

(Ichimura et al. 2008) 

TFEB Transkriptionsfaktor für 

lysosomale und Autophagie-

relevante Gene 

(Settembre et al. 2011) 
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2.4.1 Die zweischneidige Rolle der Autophagie in der Entstehung und Behandlung von 

Karzinomen 

Die genaue Beziehung zwischen der Autophagie und der Entstehung von Karzinomen stellt sich 

als sehr komplex dar. So scheint die Autophagie eine gegensätzliche Rolle bei der Entstehung 

von Karzinomen einzunehmen, weshalb bei der Therapie verschiedener Karzinome zum einen 

Therapieansätze zum Einsatz kommen, welche die Autophagie stimulieren, zum anderen aber 

auch solche, die die Autophagie inhibieren (Levy et al. 2017). 

Die Autophagie spielt hierbei zunächst eine wichtige Rolle in der Tumorsuppression: Es konnte 

gezeigt werden, dass eine reduzierte oder veränderte Autophagie die Degeneration von 

beschädigten Proteinen in den betroffenen Zellen einschränkt, was wiederum die Entstehung 

eines Karzinoms begünstigt. Ein basal vorhandenes Autophagielevel wird als ein wichtiger 

Faktor bei der Tumorsuppression angesehen (Qu et al. 2003; Yun und Lee 2018). 

Zwar stellt Autophagie generell einen Mechanismus dar, welcher das Überleben der Zelle 

sichern soll, allerdings können erhöhte Autophagielevel unter bestimmten Bedingungen auch 

dazu führen, dass Zellen abgebaut werden. Somit stellt die Autophagie, wie oben bereits 

erwähnt, einen alternativen Weg des Zelltodes dar (Denton et al. 2012), was man sich bei der 

Therapie verschiedener Karzinome zu Nutze machen kann. In diesem Zusammenhang konnte 

unter anderem für das Osteosarkom und für neuroendokrine Neoplasien des Pankreas 

demonstriert werden, dass der HDACi Panobinostat dazu in der Lage ist, über die Aktivierung 

der Autophagie den Zelltod der Tumorzellen zu induzieren (Matrood et al. 2020; Wirries et al. 

2018).  

Allerdings konnte auch beobachtet werden, dass Autophagie, abhängig von den äußeren 

Bedingungen, dazu in der Lage ist, das Wachstum von Tumorzellen zu begünstigen und das 

Überleben dieser Zellen zu sichern. Mit äußeren Bedingungen ist in diesem Zusammenhang 

zum Beispiel das Vorliegen einer Hypoxie oder ein Nährstoffmangel gemeint, was wiederum 

extremen Stress für die Zellen bedeutet (Degenhardt et al. 2006; Yun und Lee 2018). 

Autophagie kann hier von den Tumorzellen genutzt werden, um intrazelluläre Komponenten 

zu Recyceln und so metabolische Substrate für die Energiegewinnung zur Verfügung zu stellen 

(Rabinowitz und White 2010). Eine schematische Darstellung der Doppelrolle der Autophagie 

erfolgt in Abbildung 5. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Doppelrolle der Autophagie. Die Autophagie stellt zum einen einen 

alternativen Weg des Zelltodes dar, zum anderen kann sie aber auch eine stressadaptierende Wirkung haben, 

welche den Zelltod verhindert. Quelle: Eigene Abbildung, modifiziert nach (Maiuri et al. 2007).  

Die stressadaptierende Wirkung der Autophagie spielt zum Beispiel bei der Resistenz gegen 

verschiedene Therapeutika eine wichtige Rolle. Autophagie scheint ein wichtiger Mechanismus 

der Karzinomzellen zu sein, um den durch zytotoxische Mittel induzierten Stress zu relativieren 

(Levine und Kroemer 2008). Dieser Mechanismus ist in Abbildung 6 dargestellt. 

 

Abbildung 6: Induktion der Autophagie als Resistenzmechanismus gegen antitumorale Therapien: Die 

Tumorzellen sind durch eine Induktion der Autophagie dazu in der Lage, den metabolischen Stress, der durch die 

antitumorale Therapien (Chemotherapie, Strahlentherapie, zielgerichtete Therapie) ausgelöst wird, zu tolerieren. 

Die induzierte Autophagie stellt Energiereserven bereit, welche das Überleben der Tumorzellen sichern, dies 

resultiert in einer Resistenz gegen die antitumoralen Therapien. Quelle: eigene Abbildung, modifiziert nach (Chen 

et al. 2010). 
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Dies wiederum bedeutet, dass auch die Inhibition der Autophagie einen wichtigen Bestandteil 

in der Therapie von Karzinomen darstellen kann (Levine und Kroemer 2008). Vereinzelt konnte 

in Zelllinien von Karzinompatienten sogar ein abnorm hohes Level der Autophagie unter guten 

Versorgungsbedingungen nachgewiesen werden. Diese Beobachtung impliziert, dass ein 

erhöhter metabolischer Stress der Tumorzellen eine Aktivierung der Autophagie erfordert, um 

das Überleben der Zellen zu sichern. Aber auch in hypoxischen Tumorregionen konnte zur 

Sicherung des Zellüberlebens ein erhöhtes Autophagie-Level festgestellt werden (Degenhardt 

et al. 2006; White et al. 2015).  

Ein Beispiel für einen Inhibitor der Autophagie stellt Hydroxychloroquin dar, welches bereits in 

präklinischen Studien eingesetzt wurde und über eine Hemmung der Autophagie in 

verschiedenen Tumorzelllinien zu einem verstärkten Effekt von zytotoxischen Chemotherapien 

führen konnte (Lee et al. 2015; Onorati et al. 2018).  

2.5 Ziele dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, zunächst die Zytotoxizität des PD-L1-Inhibitors Atezolizumab, des 

HDACIs Panobinostat und des TKIs Sorafenib an verschiedenen Zellkulturen des ATCs zu 

untersuchen. Anschließend soll geprüft werden, inwiefern die Behandlung mit den genannten 

Substanzen die Gen- und Proteinexpression verschiedener Autophagiemarker modulieren 

kann und welche Rolle die Autophagie bei der Beeinflussung der Zellviabilität spielt.  

Für diese Untersuchungen stehen vier Zelllinien des ATCs zur Verfügung: Zum einen die 

etablierte Zelllinie C643, zum anderen die Zelllinien dreier humaner Primärkulturen. Als 

Kontrollzelllinie wurde die etablierte humane Zelllinie Nthy-ori 3-1 Cell Line genutzt, welche 

normale,  primäre Schilddrüsenfollikel-Epithelzellen darstellt. 

Um die notwendigen Untersuchungen durchzuführen, kamen vier unterschiedliche in vitro 

Verfahren zum Einsatz: 

- Zytoviabilitätsmessung von Sphäroiden der Zelllinie C643 mittels RealTime-Glo™  

- mikroskopische Beobachtung/Dokumentation der 3D-Struktur der Sphäroide  

- RT-qPCR zur Untersuchung der Genexpression verschiedener Autophagiemarker  

- Western Blot zur Untersuchung der Proteinexpression verschiedener Autophagie-

relevanter Proteine und der Expression von PD-L1  
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Folgenden Fragen soll im Rahmen der vorher aufgeführten Untersuchungen nachgegangen 

werden: 

- Wird durch die Behandlung mit dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab, dem HDACi 

Panobinostat, dem TKI Sorafenib oder durch eine Kombinationsbehandlung, 

bestehend aus Atezolizumab und Panobinostat bzw. Atezolizumab und Sorafenib, die 

Zytoviabiliät der Zellen des ATCs beeinflusst? Ist hierbei ein synergetischer Effekt zu 

beobachten? 

- Inwiefern wird die 3D Struktur der etablierten Sphäroide durch die oben genannten 

Behandlungen verändert? 

- Kann durch die Behandlung mit Atezolizumab, Panobinostat, Sorafenib oder deren 

Kombinationen die Genexpression verschiedener Autophagie-relevanter Gene oder 

die Proteinexpression von Autophagie-relevanten Proteinen beeinflusst werden? 

Welche Bedeutung hat dies für mögliche Behandlungsansätze des ATCs?  
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Geräte 

Gerät Name Firma 

Abzug Secuflow Airflow Controller WALDNER Laboreinrichtungen 

GmbH & Co. KG, Wangen, 

Deutschland 

Autoclav Autoclav Systec, Linden, Deutschland 

Blottinggerät Trans-Blot Turbo Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

Brutschrank/CO2-Inkubator Hera cell Heraeus GmbH, Hanau, 

Deutschland 

cDNA-Gerät PTC-100 Thermal Cycler MJ Research Inc., St. Bruno 

(Quebec), Canada 

Cycler C1000TM Thermal Cycler Model 

No.: CFX96TM Optics Module 

Bio-Rad Lbt., Inc., Hercules, CA, 

United States 

Dunkelkammer Dunkelkammer Fusion, Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, Deutschland) 

Einfrierer Zellen Cryo 1°C Freezing Container Nalgene, Merck KGaA, 

Darmstadt, Deutschland 

Eismaschine Eismaschine Manitowoc Ice, Inc. 

Manitowoc, WI, United States 

Elektrophoresekammer Mini-Protean Tetra System Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

Gefrier-/Kühlschrank Gefrierschrank (-20°C) Liebherr International AG, Bulle 

FR, Schweiz 

Ultra-Low Temperature freezer 

(-80°C) 

SANYO Electric Co. Ltd. 

Moriguchi, Präfektur Õsaka, 

Japan 

Kühlschrank (+4°C) Bosch Robert Bosch GmbH, 

Gerlingen-Schillerhöhe, 

Deutschland 

Kühlschrank (+4°C) Liebherr 

Comfort 

Liebherr International AG, Bulle 

FR, Schweiz 
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Leistungsbringer 

Elektrophorese 

Power Pac 200  Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

Lumineszenz-Messgerät GloMax-Multi Detection 

System  

Promega, Mannheim, 

Deutschland 

Magnetrührer Heidolph MR Hei-Standard Heidolph Instruments GmbH & 

CO. KG, Schwabach, 

Deutschland 

Mikroskop Leica EC3 Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland 

TMS Nikon Metrology NV, Alzenau, 

Deutschland 

Pipetten verschiedene Volumina; 

manuell betrieben 

Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Pipetgirl, Pipetboy; 

akkubetrieben 

INTEGRA Biosciences 

Deutschland GmbH, Biebertal, 

Deutschland                                 

Proteinkonzentration 

Messgerät  

Emax precision 

microplate reader 

Molecular Devices, LLC, San 

José, CA, United States 

Rollenmischer RM5 CAT, M. Zipperer GmbH, 

Ballrechten-Dottingen, 

Deutschland  

Software Bio-1D analysis System VILBER LOURMAT Deutschland 

GmbH, Eberhardzell, 

Deutschland 

Bio-Rad CFX-Manager Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

Fusion image capture VILBER LOURMAT Deutschland 

GmbH, Eberhardzell, 

Deutschland 

Microsoft Excel  Microsoft Office, Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, 

United States 

REST 2009 Qiagen, Hilden, Deutschland 

Spektralphotometer NanoDrop Lite Thermo Fisher Scientific, 

Dreieich, Deutschland 
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Sterilbank HERAsafe HS 

Sicherheitswerkbank 

Haraeus Instruments, Thermo 

Fisher Scientific, Hanau, 

Deutschland 

Bio-II-A Telstar, Industrial, S.L., 

Terrassa, Spanien 

Vakuum-Sauger VarioAir Drägerwerk AG & Co. KGaA, 

Lübeck, Deutschland 

Vortexer Combi-Spin FVL-2400N Biosan, Riga, Lettland 

Waage Präzessionswaage PLS  Kern & Sohn GmbH, Frommern, 

Deutschland 

Wasserbad TW20 Julabo GmbH, Seelbach, 

Deutschland 

Western Blot Kamera Fusion Peqlab Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland 

Zählkammer Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. 

KG, Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5425 Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Centrifuge 5430 R Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

GS-15R Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld, Deutschland 

Sprout Minizentrifuge Biozym Scientific GmbH, 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Gegenstand Name Firma 

96-Well Platte, durchsichtig TC-Platte 96 Well, Standard, 

F 

Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

96-Well PCR Platte 96 Well PCR Plate, Non-

Skirted, Low-Profile 

STARLAB International 

GmbH, Hamburg, 

Deutschland 



 

29 

Deckgläser Deckgläser 24 x 50 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

Falcon 15 ml; 50 ml Röhre 15 ml; 50 ml Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

Gasdurchlässige Folie Breathe-Easy Gas Permeable 

Sealing Membrane for 

Microtiter Plates 

Diversfield Biotech, Sigma-

ALDRICH, Co., St. Louis, MO, 

United States 

Glaspipette Pasteur Pipetten Hirschmann Laborgeräte 

GmbH & Co. KG, Eberstadt, 

Deutschland 

Handschuhe Sempercare nitrile skin² Semperit Investments Asia 

Pte Ltd, Singapore 

Klebefolie PCR-Platten StarSeal Advanced 

Polyolefin Film, 100 

STARLAB International 

GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Pipettenspitzen  SafeSeal SurPhob Spitzen, 

steril, Filterspitzen, Low 

Binding, graduiert (10µl; 

1250µl) 

Biozym Scientific GmbH, 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

 Biosphere Filter Tips (0.1-2,5 

µl; 2-100 µl) 

Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

Serologische Pipette 2-50 ml Serological Pipette Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

Tube 0,2 ml; 0,5 ml Multiply-Pro Gefäß 0,2 ml, 

PP; Multiply-Pro Gefäß 

0,5ml, PP 

Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

Tube 1,5 ml; 2,0 ml Reagiergefäß 1,5 ml 

SafeSeal; Reagiergefäß 

2,0 ml SafeSeal 

Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturflasche (25 cm2, 

75 cm2, 175 cm2) 

25 cm2 TC Flasche T25 Sarstedt, AG und Co. KG, 

Nürnbrecht, Deutschland 75 cm2 TC Flasche T75 

175 cm2 TC Flasche T175 
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3.1.3 Primer und Antikörper 

Primer Name Firma und Katalognummer 

BCEN1 Hs_BECN1_1_SG QuantiTect 

Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat.No. QT00004221 

GAPDH Hs_GAPDH_2_SG QuantiTect 

Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat. No. QT01192646 

MAP1LC3B Hs MAP1LC3B_1_SG 

QuantiTect Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat. No. QT00055069 

PRKAA1_1 Hs PRKAA1_1 _SG 

QuantiTect Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat. No. QT00009436 

PRKAA2_1 Hs_PRKAA 2_1_SG 

QuantiTect Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat.No. QT00042077 

SQSTM1 Hs SQSTM1_1_SG 

QuantiTect Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat.No. QT00095676 

UVRAG Hs_UVRAG_1_SG QuantiTect 

Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland, 

Cat.No. QT00034328 

TFEB Hs_TFEB_1_SG QuantiTect 

Primer Assay 

Qiagen, Hilden, Deutschland; 

Cat. No. QT00069951 

 

Antikörper Produktname / 

Bestellnummer 

Spezies Verdünnung Firma  

anti-

AMPKalpha 

AMPKalpha Rabbit mAb 

/ 2532S 

rabbit  1:1000 Cell Signaling 

Technology, Inc. 

Danvers, MA, 

United States 

anti-β-Actin Monoclonal Anti- β-

Actin, antibody 

produced in mouse / 

A2228 

Mouse 1:3000 Sigma-ALDRICH, Co., 

St. Louis, MO, 

United States 

anti-Beclin Ms mAb to Beclin / ab 

114071 

Mouse 1:2000 Abcam, Cambridge 

Großbritannien 

anti-GAPDH Rb pAB to GAPDH / 

ab181602 

Rabbit 1:2000 Abcam, Cambridge 

Großbritannien 



 

31 

anti-LC3B Rb pAB to LC3B / 

ab51520 

Rabbit 1:2000 Abcam, Cambridge 

Großbritannien 

anti-P-

AMPKalpha 

P-AMPKalpha (T172) 

(40H9) Rabbit mAb / 

2535S 

Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

Technology, Inc. 

Danvers, MA, 

United States 

Anti-PD-L1 Rb mAb to PD-L1 / 

ab205921 

Rabbit 1:100 Abcam, Cambridge 

Großbritannien 

anti- SQSTM1 / 

-p62 

Rb pAb to SQSTM1 / 

p62 / ab155686 

Rabbit 1:500 Abcam, Cambridge 

Großbritannien 

anti-UVRAG Anti-UVRAG antibody 

produced in rabbit / 

U7508 

Rabbit 1:500 Sigma-ALDRICH, Co., 

St. Louis, MO, 

United States 

Polyclonal Goat 

Anti-Mouse  

Polyclonal Goat Anti-

Mouse 

Immunoglobulins / 

P0447 

Goat 1:5000 Deko Denmark A/S, 

Glostrup, Denmark 

Polyclonal Goat 

Anti-Rabbit 

Polyclonal Goat Anti-

Rabbit 

Immunoglobulins / 

P0448 

Goat 1:5000 Deko Denmark A/S, 

Glostrup, Denmark 

 

3.1.4 Kits 

Name  Verwendung Inhalt Firma / 

Artikelnummer 

GoTaq® qPCR Master 

Mix 

PCR - 25 × 1 ml GoTaq® 

qPCR Master Mix, 

2X 

- 5 x 100 μl CXR 

Reference Dye 

- 10 × 13 ml 

Nuclease-Free 

Water 

Promega GmbH, 

Mannheim, 

Deutschland / 

A6002 
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iScriptTM Reverse 

Transcription 

Supermix for RT-

qPCR 

Umschreiben RNA in 

cDNA 

- 4 x 5 x iScriptTM 

Supermix 

- 2 x 5 x iScript RT 

Supermix No-RT 

Control 

Bio-Rad 

Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United 

States 

NucleoSpin® RNA 

Plus 

Isolierung RNA aus 

Zellen und Gewebe 

- 1 x 125 ml Lysis 

Buffer LBP 

- 1 x 30 ml Binding 

Solution BS 

- 1 x 60 ml Wash 

Buffer WB1 

- 1 x 50 ml Wash 

Buffer WB2 

(concentrate)  

- 1 x 60 ml RNase-

free H2O 

- 250 x NucleoSpin® 

gDNA Removal 

Columns (yellow 

ring) 

- 250 x NucleoSpin® 

RNA Plus Columns 

(light blue ring – 

plus collection 

Tubes) 

- 500 x Collection 

Tubes (2 mL) 

- 250 x Collection 

Tubes (1,5 ml) 

Macherey-Nagel, 

Düren, Deutschland 

/ 

740984.250 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pierce® BCA Protein 

Assay Kit 

BCA-

Proteinbestimmung 

- 2 x 500 ml Pierce® 

BCA Protein 

Reagent A 

- 1 x 25 ml Pierce® 

BCA Protein 

Reagent B 

Thermo Fisher 

Scientific 

Inc., Waltham, MA, 

United States / 

23225 
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- 10 x 1 ml Albumin 

Standard Ampulle 

RealTime-Glo™ MT 

Cell Viability Assay 

Echtzeit-Messung 

Zellwachstum 

- 10 μl MT Cell 

Viability Substrate, 

1,000X 

- 10 μl NanoLuc® 

Enzyme, 1,000X 

Promega GmbH, 

Mannheim, 

Deutschland / 

G9711 

SuperSignal® West 

Pico 

Chemiluminescent 

Substrate 

Detektion Proteine 

Western Blot 

- 1 x 500 ml 

SuperSignal® West 

Pico Stable 

Peroxide Solution 

- 1 x 500 ml 

SuperSignal® West 

Pico Luminol 

Enhancer Solution 

Thermo Fisher 

Scientific 

Inc., Waltham, MA, 

United States / 

34078 

 

3.1.5 Chemikalien und Reagenzien 

Typ/Name Hersteller / Artikelnummer 

1,5% Agarose  Eigene Herstellung 

- 1,5 g Biozym LE Agarose 

- 100 ml Mili-Q-Wasser 

2-Mercaptoethanol Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, United 

States / M-3148 

4 x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

United States / 1610747 

Albumin Fraktion V, biotinfrei Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland / 0163.4 

Atezolizumab Selleck Chemicals Llc, Houston, TX, United 

States / A2004 

Bafilomycin InvivoGen, Toulouse, France / tlrl-baf1 

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland / 840004 

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland / 04693124001 
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Cryo-Sure DMSO WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach, 

Deutschland / USP8B1S 

DPBS (1 x) Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline 

gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 14190-094 

Ethanol 70 % (V/V)  Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, 

Deutschland / 27669 

FBS, Qualified Fetal Bovine Serum gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 10270-106 

L-Glutamin 200 mM gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 25030024  

MagicMarkTM XP Western Standard Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / LC 5602 

Panobinostat Novartis, Basel, Schweiz 

Pen Strep Penicillin Streptomycin (10,000 

Units/ml Penicillin, 10,000 µg/ml 

Streptomycin) 

gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 15140-122 

PhosphoSTOP Phosphatase Inhibitor 

Cocktail Tablets 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland / 04906845001 

ProSieve®Quad ColorTM Proteine Marker 4.6-

300 kDa 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland / 00193837 

RedAlertTM 10X Western Blot Stain Novagen®, Merck, Darmstadt, Deutschland / 

71078 

Sodium chloride puriss. p.a., ACS reagent, 

reag. ISO, reag. Ph. Eur. 

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, 

Seelze, Deutschland / 4313 

Sorafenib, p-Toluenesulfonate Salt LC Laboratories, Woburn, MA, United States 

/ S-8502 

TRIS PUFFERAN® >/=99,9%, p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland / 9090.3 

TRIS-hydrochlorid PUFFERAN® >/=99%, p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland / 9090.3 

0,5% Trypsin-EDTA (10X) gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 15400-054 

Tween® 20 Chemsolute®, Th.Geyer, Renningen, 

Deutschland 
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3.1.6 Pufferlösungen 

Typ/Name Hersteller / Artikelnummer 

1 x TBS Eigene Herstellung 

- 100 ml 10 x TBS 

- 900 ml Mili-Q-Wasser 

- pH 7,4 

1 x TBS + Tween Eigene Herstellung 

- 100 ml 10 x TBS 

- 900 ml Mili-Q-Wasser 

- 1 ml Tween® 20 

- pH 7,4 

10 x TBS Eigene Herstellung 

- 12 g Tris 

- 87,6 g NaCl 

- 1000 ml Mili-Q-Wasser 

- pH 8,0 

10 x Tris/Glycine/SDS Buffer Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

United States / 1610772 

1% BSA in TBST Eigene Herstellung 

- 30 ml TBST 

- 10 ml 4% BSA in TBST 

4% BSA in TBST Eigene Herstellung 

- 2 g Albumin Fraktion V, biotinfrei 

- 50 ml TBST 

Jie‘s-Puffer Eigene Herstellung 

- 1000 µl NaCl 

- 250 µl NP4O 

- 200 µl Tris-HCl pH 7,4 (eigene 

Herstellung) 

- 50 µl MgCl2 (eigene Herstellung) 

- 1 Tablette complete Mini 

- 1 Tablette PhosSTOP 

- 3.500 µL dH2O 

RestoreTM PLUS Western Blot Stripping 

Buffer 

Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, United States / 
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46430 

 

3.1.7 Gele 

Name Verwendung Hersteller / Artikelnummer 

Mini-PROTEAN TGX Statin-

Free Gels 

Western Blot Elektrophorese Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

Trans-Blot Turbo Transfer 

Pack 

Western Blot Blotting Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, United States 

 

3.1.8 Zellkulturmedium 

Name Hersteller / Artikelnummer 

Einfriermedium Eigene Herstellung 

- 45% RPMI Medium 1640 (1 x) (vorherige 

Zugabe 50 ml FBS und 10 ml PenStrep) 

- 45% FBS 

- 10% DMSO 

RPMI Medium 1640 (1 x) gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States / 21875-034 

 

3.1.9 Zelllinien und Gewebeproben 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt fünf Zelllinien verwendet, wobei vier dieser 

Zelllinien von ATCs stammten. Eine dieser Zelllinien war die etablierte Zelllinie C643, welche 

häufig in der Forschung des ATCs verwendet wird. Die Zelllinie C643 wurde freundlicherweise 

von Prof. A. Zielke (Diakonie-Klinikum Stuttgart, Stuttgart, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

Die anderen drei ATC-Zelllinien stellen Primärkulturen dar. Diese wurden, nach positivem 

Ethikvotum seitens des UKGM (Universitätsklinikum Gießen und Marburg; AZ: 92/15; 123/19) 

und nach unterschriebener Einverständniserklärung seitens der Patienten, im Rahmen von 

Schilddrüsenresektionen am UKGM (Standort Marburg) im eigenen Forschungslabor der VTG-

Chirurgie aus Gewebeproben etabliert. Gleichzeitig wurden Teile der Gewebeproben bei -80°C 

eingefroren, um aus diesen später RNA zu isolieren, diese in DNA umzuschreiben und via RT-

qPCR auf die Expression bestimmter Gene zu untersuchen. Im Folgenden werden die drei 

Primärkulturen mit Patient 1, Patient 2 und Patient 3 betitelt, um die Anonymität der 

betroffenen Patienten zu gewährleisten. Anhand des zugehörigen Datenblattes der Zelllinie 
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C643 und durch eine automatisierte PCR-Testung, durchgeführt durch die Pathologie des 

UKGM, konnte der BRAFV600E Mutationsstatus der einzelnen Zelllinien festgestellt werden. 

Eine BRAFV600E Mutation lag bei der Primärkultur Patient 1 vor. Ebenso wurde an den 

vorliegenden Tumorgeweben eine immunhistochemische Färbung von PD-L1 durchgeführt 

und unter anderem der CPS (engl. combined positivity score) für PD-L1 ermittelt, welcher 

neben membranären Färbungen in Tumorzellen auch PD-L1-Färbungen in bestimmten 

Immunzellen berücksichtigt (Schildhaus 2018). Eine Übersicht über die in dieser Arbeit 

genutzten ATC-Zelllinien bzw. Primärkulturen liefert Tabelle 2. 

Als fünfte und letzte Zelllinien wurden humane Thyreozyten (Ursprungsgewebe: Humane 

Schilddrüsenfollikel-Epithelzellen) genutzt, welche in dieser Arbeit als Kontrollzelllinie dienten. 

Hierzu wurde die Zelllinie Nthy-ori 3-1 Cell Line human online über die Firma Merck (Merck 

KGaA, Darmstadt, Germany) erworben. 

Alle Zelllinien wurden vor ihrer Kultivierung in Einfriermedium bei -80°C eingefroren, wobei 

durch Nutzung des Cryo 1°C Freezing Container ein langsames Einfrieren möglich war (die 

Temperatur nahm hierbei pro Stunde 1°C ab). 

Tabelle 2: Darstellung der Eigenschaften der ATC-Zelllinie C643 und der untersuchten Primärkulturen 

Name der 

Zelllinie / 

Primärkultur 

C643 Patient 1 Patient 2 Patient 3 

Herkunft Etablierung aus 

einer Feinnadel-

punktion eines 

Patienten mit 

ATC 

Etablierung aus 

dem 

Primärtumor 

eines 82-

jährigen 

Patienten mit 

einem papillären 

SD-CA mit 

anaplastischem 

Anteil 

Etablierung aus 

dem 

Primärtumor 

eines 81-

jährigen 

Patienten mit 

einem ATC 

Etablierung 

aus dem 

Primärtumor 

eines 69-

jährigen 

Patienten mit 

einem ATC 

BRAFV600E-

Mutationsstatus 

negativ Positiv negativ negativ 

PD-L1 CPS  35 60 50 

Literatur (Mark et al. 

1987; Morrison 

et al. 2015) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

Die für diese Arbeit genutzten Zellkulturen wurden vor ihrer Kultivierung bei -80°C in 

Einfriermedium (Zusammensetzung siehe 3.1.8) aufbewahrt. Nach dem Auftauen wurden sie 

in 75 cm2 TC Flaschen (Sarstedt, AG und Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland) überführt. Die 

Kultivierung aller Zellen erfolgte unter Standardbedingungen (Inkubator bei 37°C, 5% CO2) in 

RPMI 1640 (1 x) Medium (gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States), 

welches vorher, bei einem Volumen von 500 ml, mit 5 ml Penicillin-Streptomycin 

(10,000 Units/ml Penicillin; 10,000 µg/ml Streptomycin; gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, United States) und 50 ml FBS (gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA, United States) versetzt worden war. Bei dem Medium, welches für die Thyreozyten 

verwendet wurde, erfolgte eine zusätzliche Zugabe von 5 ml L-Glutamin.  

Um bei den durchgeführten Experimenten Ergebnisse mit einer möglichst hohen Validität und 

Reliabilität zu erreichen, wurde darauf geachtet, die Kultivierung und spätere Behandlung der 

einzelnen Zelllinien unter nahezu sterilen Bedingungen durchzuführen. Hierzu wurden bei allen 

Versuchen keimarme Einmalhandschuhe verwendet, außerdem wurde die Sterilbank 

(HERAsafe HS Sicherheitswerkbank; Haraeus Instruments, Thermo Fisher Scientific, Hanau, 

Deutschland) ca. 20 Minuten vor Beginn der Experimente angeschaltet und die Arbeitsfläche 

mit 70% Ethanol gereinigt. Die benötigten Chemikalien (einschließlich des Zellmediums) 

wurden in einem Wasserbad auf 37°C erwärmt und anschließend ebenfalls mit 70% Ethanol 

abgesprüht und äußerlich gereinigt, bevor sie unter der Sterilbank benutzt wurden. Durch die 

Arbeit unter der Sterilbank konnte die Gefahr einer möglichen Kontamination geringgehalten 

werden. Außerdem wurden alle Zellen vor Durchführung der Experimente makroskopisch und 

mikroskopisch beurteilt. Hinweise auf eine Kontamination konnten beispielsweise eine 

Trübung des Mediums oder der mikroskopische Nachweis von Mikroorganismen sein. Zellen 

mit Verdacht auf eine Kontaminierung wurden umgehend verworfen. 

Die Farbe des Mediums konnte außerdem ein Hinweis auf eine starke Zellproliferation und 

einen damit verbundenen hohen Verbrauch an Medium sein. Um ein adäquates Wachstum zu 

ermöglichen, wurde bei den Zellen alle 2-3 Tage das Medium gewechselt und bei einer zu 

hohen Zellzahl erfolgte ein Passagieren der Zellen in neue Zellkulturflaschen. 

3.2.1.1 Passagieren 

Die Zellzahl wurde regelmäßig mikroskopisch beurteilt, um eine Überfüllung der Zellflaschen 

zu vermeiden. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die genutzten Zelllinien sich in ihrer 

Wachstumsgeschwindigkeit unterschieden, sodass das Passagieren der Zellen in 
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unterschiedlicher Regelmäßigkeit und im unterschiedlichen Verhältnis erfolgen musste (vgl. 

Tabelle 3). 

Die Zellen wurden zum Passagieren als erstes mit DPBS (1 x) (Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline; gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.), gewaschen und anschließend, nach Zugabe von 

0,5% Tryspin/EDTA (gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States), für 5-10 

Minuten im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. Hiernach wurde mikroskopisch 

kontrolliert, ob die Zellen sich von der Wand der Zellkulturflasche abgelöst haben. War dies der 

Fall, erfolgte die Zugabe von RPMI 1640 (1 x) Medium, um die Trypsin/EDTA Reaktion zu 

unterbrechen. Die nun entstandene Zellsuspension wurde, je nach Zelllinie, in einem 

bestimmten Verhältnis aufgeteilt und in neue Zellkulturflaschen gegeben, welche bereits 

neues RPMI 1640 (1 x) Medium enthielten. Auf jeder Flasche wurde die Passage der 

entsprechenden Zelllinie notiert. Beim Überschreiten der 30. Passage wurde die 

entsprechende Zelllinien verworfen und es wurden neue Zellen aufgetaut. 

Tabelle 3: Gegenüberstellung der Häufigkeiten und der Verhältnisse beim Passagieren der genutzten Zelllinien 

Zelllinie Häufigkeit des Passagieren Verhältnis beim Passagieren 

C643 1-2 x pro Woche 1:4 - 1:8 

Nthy-ori 3-1 1-2 x pro Woche 1:3 - 1:6 

Patient 1 1 x pro Woche 1:3 - 1:4 

Patient 2 1-2 x pro Woche 1:4 - 1:6 

Patient 3 1-2 x pro Woche 1:4 - 1:6 

 

3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Zum Einfrieren der Zellen wurden volle Zellflaschen mit einer niedrigen Anzahl von Passagen 

genutzt. Die Zellen wurden hierbei zunächst (analog zu dem Verfahren des Passagieren, vgl. 

3.2.1.1) mit Trypsin/EDTA abgelöst und anschließend mit Hilfe einer Neubauer Zellkammer 

gezählt. Pro 1 Millionen Zellen wurde ca. 1 ml Einfriermedium (s. 3.1.8) benötigt. Die Funktion 

des DMSO war hierbei, die Bildung von Eiskristallen zu verhindern, welche die Zellen zerstören 

würden. 

Nach ihrer Ablösung wurden die Zellen für 5 Minuten bei einer Geschwindigkeit von 1.000 rpm 

und einer Temperatur von 5°C zentrifugiert, anschließend wurde das überständige Medium 

abgesaugt und der Zellpellet mit der benötigten Menge an Einfriermedium resuspendiert. Je 

1,8 ml der entstandenen Suspension wurde in ein 1,8 ml CryoPure Tube gegeben, diese wurden 

anschließend mit Hilfe des Cryo 1°C Freezing Container (Nalgene, Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland) bei -80°C eingefroren.  
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Beim Auftauen der Zellen wurden die CyroPure Tubes für 1-2 Minuten im Wasserbad bei 37°C 

erwärmt und anschließend durch das Besprühen mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die Zellen 

wurden dann unter der Sterilbank in eine, mit entsprechendem Zellmedium vorbereitete, 

75 cm2 TC Flasche gegeben.  

3.2.1.3 Zählen der Zellen 

Für viele der folgend dargestellten Experimente war es notwendig, die genaue Zellzahl der 

einzelnen Zellkulturen zu bestimmen. Hierzu wurden die Zellen zunächst mit Hilfe von 

Trypsin/EDTA abgelöst (vgl. 3.2.1.1) und anschließend mit Hilfe des entsprechenden Mediums 

in einen 15 ml Falcon resuspendiert. Um die Zellzahl der so entstandenen Zellsuspension zu 

bestimmen, wurde eine Neubauer-Zählkammer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen, Deutschland) genutzt. Dabei wurden die Zellen eines definierten Anteils der 

Zellsuspension bestimmt und diese Zahl anschließend auf das Gesamtvolumen hochgerechnet.  

Hierzu wurden der Zellsuspension 10 µl entnommen und in eine Neubauer-Zählkammer 

pipettiert, bis die Flüssigkeit gleichmäßig über dem sichtbaren Gitterkreuz verteilt war. Die vier 

Quadranten der Zählkammer wurden unter dem Mikroskop ausgezählt und anschließend 

wurde aus diesen vier Werten der arithmetische Mittelwert errechnet. Durch die Größe der 

Zählkammer muss man das Ergebnis mit dem konstanten Faktor 104 multiplizieren, um so die 

Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension zu bestimmen. 

3.2.1.4 Etablierung von Sphäroiden der Zelllinie C643 

Sphäroide stellen dreidimensionale Kulturen aus mehreren tausend Zellen dar und sind, 

ebenso wie Monolayer, für die in vitro Untersuchungen von Tumorzellen geeignet. Vorteil der 

3D Struktur ist, dass sie dem in vivo Modell näherkommt als die zweidimensionale Struktur der 

Monolayer. In dieser Arbeit wurde die Zelllinie C643 für die Etablierung von Sphäroiden 

genutzt. 

Im ersten Schritt musste hierfür 1,5% Agarose hergestellt werden. Hierzu wurden 2,25 g 

Bioyzm LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) in einer 150 ml 

Flasche mit 150 ml Mili-Q-Wasser aufgelöst und anschließend im Autoclav für 20 min bei 121° 

aufgekocht. Anschließend wurde die jetzt flüssige Agarose mit Hilfe einer Pipette in eine 

durchsichtige 96-Well Platte (Sarstedt, AG und Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland) pipettiert, 

hierbei wurden pro Well 50 µl genutzt. Die Aufbewahrung der 1,5 % Agarose erfolgte hiernach 

bei 4°C. Bei jeder Benutzung war es wichtig, die Agarose vollständig zu erwärmen, da sie nur 

dann flüssig ist und zur Vorbereitung einer 96-Well Platte für die Etablierung von Sphäroiden 

genutzt werden kann. Die Agarose diente hierbei dem Zweck, ein Adhärieren der Zellen zu 

ermöglichen, welche sonst in den Wells nicht möglich gewesen wäre. 
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Nach Vorbereitung der 96-Well Platte wurde zunächst eine Zellsuspension der Zelllinie C643 

hergestellt (vgl. 3.2.1.1) und mit Hilfe der Neubauer Zählkammer die Zellzahl pro ml bestimmt 

(vgl. 3.2.1.3). Pro Well benötigte man 150 µl Zellsuspension mit 10.000 Zellen. Diese Anzahl 

wurde vorher in einer Versuchsreihe bestimmt, in welcher man die Etablierung von Sphäroiden 

mit 1.000 - 20.000 Zellen pro Well testete. Bei einer Zellzahl von 10.000 Zellen konnte 

mikroskopisch die beste Aggregation der Zellen und die Ausbildung einer vollständigen 

Membran festgestellt werden.  

Über das Zählen der Zellen und eine anschließende Verdünnung der Zellsuspension wurde eine 

Zellzahl von 10.000 Zellen pro 150 µl gewährleistet. Das genannte Volumen wurden 

anschließend in jedes Well der 96-Well Platte pipettiert. Die Platte wurde über Nacht im 

Inkubator unter Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2) inkubiert, dies erfolgte auf einem 

Orbitalschüttler mit einer Geschwindigkeit von ca. 100 Schüttelbewegungen pro Minute. Am 

nächsten Tag wurde mikroskopisch überprüft, ob die Zellen ein Aggregat gebildet hatten, um 

welches sich meist im Verlauf weiterer 24h eine Membran ausbildete. 

Auch für die anderen Zelllinien wurde, nach oben beschriebener Methode, eine Etablierung 

von Sphäroiden versucht, diese war leider nur für die etablierte Zelllinie Nthy-ori 3-1 

erfolgreich. Bei dem Versuch, aus den Primärkulturen Sphäroide zu gewinnen, war zwar eine 

Aggregation der Zellen festzustellen, allerdings bildete sich keine vollständige Membran aus, 

welche wiederum einen wichtigen Bestandteil eines Sphäroids darstellt. Dies ist vermutlich auf 

die Besonderheiten von Primärkulturen gegenüber etablierten Zelllinien zurück zu führen. Bei 

den genutzten Primärkulturen lagen höhere Passagen vor, außerdem wurden diese bereits 

häufiger aufgetaut und wieder eingefroren. Letztendlich musste folglich ein Großteil der 

Versuche mit Monolayern der Zelllinien durchgeführt werden. 

3.2.2 Prinzip der Zellviabilitätsmessung mittels RealTime-Glo™ 

Das RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay ist eine Methode zur Bestimmung der Zellviabilität, 

welche sich das Prinzip der Lumineszenz zu Nutze macht. Um die Lebensfähigkeit der Zellen 

darzustellen, nutzt das Verfahren das Potenzial der Zellen, ein zugegebenes Substrat zu 

reduzieren.  

Hierzu ist in dem Kit zum einen die NanoLuc® luciferase enthalten und zum anderen das MT 

Cell Viability Substrate, welches zunächst als Prosubstrat vorliegt. Das Prosubstrat und das 

Enzym werden im Verhältnis 1:1 zu den zu untersuchenden und mit verschiedenen Substanzen 

behandelten Zellen hinzu gegeben, welche sich in diesem Versuchsaufbau in einer 

durchsichtigen 96-Well Platte befanden (siehe 3.2.2.1). 
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Lebensfähige Zellen sind dazu in der Lage, das Prosubstrat zu reduzieren und so ein Substrat 

für die NanoLuc® luciferase zu generieren. Dieses Substrat gelangt aus den Zellen in das 

umgebende Zellmedium, wo durch eine Reaktion mit der NanoLuc® luciferase ein 

Lumineszenzsignal generiert wird, welches über ein entsprechendes Gerät (hier über das 

GloMax-Multi Detection System; Promega, Mannheim, Deutschland) gemessen werden kann. 

Tote Zellen sind hingegen nicht dazu in der Lage, das Prosubstrat zu reduzieren, sodass kein 

Substrat für die NanoLuc® luciferase zur Verfügung steht. Entsprechend kann keine Reaktion 

zwischen Enzym und Substrat stattfinden und kein Lumineszenzsignal gemessen werden. Die 

Stärke des Signals korreliert also mit der Anzahl lebensfähiger und proliferierender Zellen. 

3.2.2.1 Durchführung der Zellviabilitätsmessung mittels RealTime-Glo™ 

Die Zellproliferationsmessung mittels RealTime-Glo™ wurde an Sphäroiden der etablierten 

Zelllinie C643 durchgeführt. 

Die Sphäroide wurden für diesen Versuch an Tag 1 etabliert, über Nacht auf dem 

Orbitalschüttler inkubiert und an Tag 2 anhand des gebildeten Aggregats und der teilweise 

schon ausgebildeten Membran mikroskopisch beurteilt. Im Falle einer erfolgreichen 

Etablierung war etwa ab Tag 5 eine vollständige Membran ausgebildet. War dies der Fall, 

wurde die Zellviabilitätsmessung durchgeführt.  

In einer ersten Versuchsreihe wurde die singuläre Behandlung der Sphäroide untersucht. 

Hierzu erfolgte in einem ersten Schritt die Zugabe von 50 µL Medium, welches mit 

verschiedenen Konzentrationen der eingesetzten Substrate versetzt war. Die Behandlung der 

Zellen erfolgte mit dem PD-L1- Inhibitor Atezolizumab, dem HDACi Panobinostat und dem TKI 

Sorafenib. Die genauen Konzentrationen der einzelnen Behandlungen sind Tabelle 4 zu 

entnehmen. Hierbei beruhen die genutzten Konzentrationen von Panobinostat und Sorafenib 

auf vorherigen Ergebnissen der Arbeitsgruppe Schilddrüse der Visceral- Thorax- und 

Gefäßchirurgie Marburg (Wächter et al. 2018b). Um die mittlere effektive Konzentration von 

Atezolizumab zu ermitteln, wurde ein Dosierungstest durchgeführt, hierzu wurden die Zellen 

mit sich steigernden Konzentrationen von Atezolizumab behandelt. Anschließend erfolgte in 

einer zweiten Versuchsreihe eine kombinierte Behandlung der Sphäroide mit Atezolizumab + 

Panobinostat und Atezolizumab + Sorafenib. Erneut wurde die Beeinflussung der Zellviabilität 

beurteilt, gleichzeitig wurde aber auch überprüft, ob über eine Kombination ein synergetischer 

Effekt der Substanzen festgestellt werden kann. Der Effekt der einzelnen Substanzen bzw. ihrer 

Kombinationen wurde jeweils in Dreifachbestimmung untersucht und mit einer 

unbehandelten Kontrollprobe verglichen. 
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Tabelle 4: Darstellung der genutzten Konzentrationen zur Behandlung der Sphäroide zur Messung der 

Zellviabilität mittels RealTime-GloTM 

 Atezolizumab Panobinostat Sorafenib 

Versuchsreihe 1  

(singuläre Behandlung) 

- 100 ng/ml 

- 200 ng/ml  

- 500 ng/ml 

- 1 µg/ml 

- 1 nM 

- 10 nM 

- 100 nM 

- 1 µM 

- 1 µM 

- 10 µM 

- 100 µM 

Versuchsreihe 2 

(Kombinationsbehandlung) 

- 500 ng/ml 

 

- 1 nM 

- 10 nM 

 

- 1 µM 

 

 

Nach initialer Behandlung mit den entsprechenden Substanzen/Kombinationen, wurde nach 

einer Inkubationszeit von ca. 2 Stunden das Enzym NanoLuc® luciferase und das MT Cell 

Viability Substrate hinzufügt. Beide Komponenten waren vorher in RPMI 1640 (1 x) Medium 

gelöst worden. Insgesamt erfolgte pro Well eine Zugabe von 10 µl. Die 96-Well Platte wurde 

hiernach mit einer gasdurchlässigen Folie (Breathe-Easy Gas Permeable Sealing Membrane for 

Microtiter Plates; Diversfield Biotech, Sigma-ALDRICH, Co., St. Louis, MO, United States) 

abgedichtet. Anschließend wurden mit Hilfe des Leica EC3 Mikroskops (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Deutschland) und einem angeschlossenen Computer Bilder der behandelten Zellen 

gemacht. 

Die erste eigentliche Messung des Lumineszenzsignals via GloMax-Multi Detection System 

erfolgte ca. 3 Stunden nach der Behandlung, um zu gewährleisten, dass die lebenden Zellen die 

Möglichkeit hatten, dass Prosubstart zu reduzieren, um so mit Hilfe des zugegebenen Enzyms 

ein Lumineszenzsignal zu erzeugen. 

Im Anschluss an diese erste Messung erfolgten alle weiteren manuellen Messungen in festen 

Zeitabständen, um so die gleichmäßige Darstellung der Zellviabilität zu ermöglichen. Folglich 

fand eine Messung zu folgenden Zeitpunkten nach Behandlung statt: 3h, 8h, 16h, 24h, 32h, 

48h, 56h, 72h, 89h, 96h.  

Parallel hierzu erfolgte täglich um die gleiche Zeit die Aufnahme eines mikroskopischen Bildes 

der Sphäroide, um beurteilen zu können, inwiefern die eingesetzten Behandlungen die 3D 

Struktur der Sphäroide beeinflussen.  

Anschließend galt es herauszufinden, ob sich die eingesetzten Substanzen durch eine 

Kombination in ihrer Wirkung gegenseitig beeinflussen und somit eine synergetische Wirkung 

aufzeigen. Hierzu wurde der sogenannte Combination Index berechnet: Zu allen untersuchten 

Zeitpunkten wurde die Stärke des Lumineszenzsignals der kombinierten Behandlung durch das 
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Produkt der Lumineszenzsignale der singulären Behandlungen dividiert. Die Formel lautet also 

CI (Combination Index) = D3 / D1*D2. (D3 = Stärke Lumineszenzsignal 

Kombinationsbehandlung, D1 bzw. D2 = Stärke Lumineszenzsignal singuläre Behandlung). Ein 

Wert < 1 spricht hierbei für einen synergetischen Effekt (Chou und Talalay 1984). 

3.2.3 Isolierung von totaler RNA aus Zellen 

Zur Isolierung von totaler RNA wurde das NucleoSpin® RNA Plus Kit (Macherey-Nagel, Düren, 

Deutschland) benutzt. Dieses wurde bis zur Benutzung bei Raumtemperatur aufbewahrt. Von 

jeder der verwendeten Zelllinien wurden 2 unbehandelten Kontrollen gesammelt, außerdem 

je zwei unabhängige Proben, die folgendermaßen behandelt wurden: 

- 2x Atezolizumab 500 ng/ml  

- 2x Panobinostat 10 nM 

- 2x Sorafenib 1 µM 

- 2x Atezolizumab 500 ng/ml + Panobinostat 10 nM 

- 2x Atezolizumab 500 ng/ml + Sorafenib 1 µM 

Die benötigten Konzentrationen der Substanzen wurden vorher durch den Real Time GloTM 

ermittelt. Im Folgenden wird das Prinzip der Isolierung von RNA aus den vorhandenen Zellen 

detailliert erläutert. 

3.2.3.1 Aussäen der Zellen  

Zur Vorbereitung der RNA Isolierung wurden von allen Zelllinien je 12 mittlere 

Zellkulturflaschen (75 cm2) vorbereitet, alle enthielten 10 ml Medium mit je 2x106 Zellen. Bei 

allen Zelllinien wurde das gleiche Verfahren angewandt und auch die Konzentrationen der zur 

Behandlung genutzten Substanzen war für alle Zelllinien gleich, sodass hier eine exemplarische 

Darstellung einer Zelllinie erfolgt. 

Nach dem Aussähen der Zellen wurden die Zellkulturflaschen für 24 h inkubiert. Danach 

erfolgte bei zwei Zellkulturflaschen ein reiner Mediumwechsel, diese Zellen dienten als 

unbehandelte Kontrolle. Die Zellen der anderen Zellkulturflaschen wurden mit den oben 

aufgeführten Konzentrationen behandelt, hierzu wurden je 10 ml Medium mit den 

entsprechenden Konzentrationen der einzelnen Substanzen versetzt. Die Zellkulturflaschen 

wurden hiernach unter Standardbedingungen für weitere 48h inkubiert. 

3.2.3.2 Ablösen und Ernten der Zellen 

Nach einer Inkubationszeit von 48h erfolgte das Ablösen der Zellen wie folgt: Zunächst wurde 

mit Hilfe einer Pipette das Medium aus der jeweiligen Zellkulturflasche in ein 15 ml Falcon 

überführt. Anschließend erfolgte ein Waschen der Zellen mit 1 ml DPBS, welches hiernach 
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ebenfalls in das 15 ml Falcon überführt wurde. Um die restlichen Zellen vom Boden der 

Zellkulturflasche abzulösen, erfolgte die Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA und eine anschließende 

Inkubation von ca. 5 Minuten. Daraufhin erfolgte die Unterbrechung der Trypsin/EDTA-

Reaktion mit Hilfe von 5 ml Medium, welches aus dem vorher genutzten 15 ml Falcon stammte. 

Die so entstandene Zellsuspension wurde jetzt wieder in den 15 ml Falcon überführt. 

Die 15 ml Falcons wurden anschließend bei einer Temperatur von 4°C und einer 

Geschwindigkeit von 1000 rpm zentrifugiert. Danach wurde das überstehende Medium 

abgesaugt und verworfen. Der durch das Zentrifugieren entstandene Zellpellet wurde mit 1 ml 

DPBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Tube überführt. Diese Tubes wurden nun ein zweites Mal 

bei einer Temperatur von 4°C und einer Geschwindigkeit von 1000 rpm zentrifugiert. Der 

Überstand wurde anschließend erneut abgesaugt und verworfen. Das nun fertige Zellpellet 

wurde bis zu der Isolierung von RNA bei -20°C aufbewahrt. 

3.2.3.3 RNA Isolierung aus vorher gesammelten Zellpellets 

Zur Isolierung der totalen RNA wurde das das NucleoSpin® RNA Plus Kit benutzt und das 

beiliegende Protokoll befolgt.  

Zur Vorbereitung wurden die NucleoSpin® gDNA Removal Columns (yellow ring) in den 

beiliegenden 2 ml Sammelröhrchen platziert. Die vorher gesammelten Zellpellets wurden 

zunächst in 350 µl Lyse Puffer, welcher evtl. vorhandene RNasen direkt inaktiviert, durch 

wiederholtes auf- und abpipettieren gelöst. Anschließend wurde dieses Lysat auf die oben 

vorbereite Säule pipettiert. Die Sammelröhrchen wurden bei einer Geschwindigkeit von 11.000 

rpm für 30 Sekunden zentrifugiert um das Lysat zu reinigen und die kontaminierende gDNA zu 

entfernen. Die Säulen wurden hiernach verworfen und es erfolgte die Zugabe von 100 µl 

Binding Solution, welche durch wiederholtes auf- und abpipettieren mit der vorhandenen 

Lösung vermischt wurde. Das gesamte Lysat wurde anschließend auf eine NucleoSpin® RNA 

Plus Column (light blue ring) aufgetragen, welche sich in einem 2ml Sammelröhrchen befand, 

und bei einer Geschwindigkeit von 11.000 rpm für 15 sec zentrifugiert. Die jetzt im Röhrchen 

vorhandene Flüssigkeit wurde verworfen. 

Nun erfolgte die erste Waschung mit dem ersten Waschpuffer. Hierzu wurden 200 µl 

Waschpuffer auf die Säule aufgetragen und es erfolgte ein erneutes Zentrifugieren bei 

11.000 rpm für 15 sec. Die 250 x NucleoSpin® RNA Plus Column wurde anschließend in einem 

neuen 2 ml Sammelröhrchen platziert und es erfolgten zwei Waschung mit einem zweiten 

Waschpuffer (Zugabe von 600 µl bzw. 250 µl Waschpuffer, zentrifugieren für 15 sec bzw. für 

2min). Die sich im Röhrchen befindende Flüssigkeit wurde nach beiden Waschungen 
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verworfen. Die Waschungen dienten dazu, Salze, Metabolite und makromolekulare 

Zellkomponenten zu entfernen. 

Anschließend wurde die eigentliche Eluierung der RNA durchgeführt. Hierbei gab es eine 

leichte Abweichung vom Protokoll, um die RNA in einer höheren Konzentration zu sammeln. 

Die 250 x NucleoSpin® RNA Plus Column wurde hierzu in einem neuen 1,5 ml Sammelröhrchen 

platziert, dann erfolgte die Zugabe von 20 µl Nuclease-freiem H2O und ein erneutes 

Zentrifugieren für 1 min bei einer Geschwindigkeit von 11.000 rpm. Das sich im 

Sammelröhrchen befindende H2O wurde daraufhin erneut auf der Säule platziert und es 

erfolgte ein erneutes Zentrifugieren. 

Anschließend wurde der RNA Gehalt mit Hilfe mithilfe des Spektralphotometers NanoDrop Lite 

(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) bestimmt. Die gewonnen RNA Proben 

wurden bis zur ihrer Umschreibung in cDNA bei -80°C aufbewahrt. 

3.2.4 Umschreiben von totaler RNA in cDNA 

Zur Durchführung der Polymerase-Ketten-Reaktion musste die isolierte RNA (Methode siehe 

3.2.3) in cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde der iScriptTM Reverse Transcription 

Supermix for RT-qPCR genutzt. Dieser wurde bis zu seiner Benutzung bei -20°C gelagert. In dem 

Supermix ist die zur Umschreibung benötigte Reverse Transkriptase enthalten. Die RNA wurde 

bis zu ihrer unmittelbaren Nutzung bei -80°C aufbewahrt und während des gesamten 

Experiments aus Eis gelagert, ebenso der Supermix. Das im Folgenden beschriebene Vorgehen, 

welches dem Protokoll des iScriptTM Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR entspricht, 

bezieht sich auf das Umschreiben einer RNA Probe in cDNA, mit allen anderen Proben wurde 

auf die gleiche Weise verfahren.  

Insgesamt musste für die Reaktion ein Totalvolumen von 20 µl erreicht werden. Dieses setzte 

sich wie folgt zusammen: 

- 4 µl Supermix 

- x µl der RNA Probe (entsprechend 500 ng RNA) 

- x µl Nuclease- freies H2O (um die Probe auf 20 µl aufzufüllen) 

Die genannten Bestandteile wurden in ein 0,2 ml Tube pipettiert, anschließend gemischt und 

für einige Sekunden zentrifugiert. Hiernach erfolgte die Inkubation der Proben im PTC-100 

Thermal Cycler (MJ Research Inc., St. Bruno (Quebec), Canada) nach folgendem Protokoll: 

- 5 Minuten bei 25°C (Vorbereitung) 

- 30 Minuten bei 42°C (reverse Transkription) 
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- 5 Minuten bei 85°C (Inaktivierung der reversen Transkriptase) 

Die so gewonnen cDNA Proben wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C 

aufbewahrt. 

3.2.5 Prinzip der Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 

Für die Durchführung der RT-qPCR (im folgenden kurz PCR) wurde der GoTaq® qPCR Master 

Mix (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet und das zugehörige Protokoll 

befolgt. 

Unter geeigneten Reaktionsbedingungen kann mit Hilfe einer DNA-Polymerase und desoxy-

Nukleosidtriphosphaten (dNTP) (beide Komponenten sind in dem genutzten GoTaq® qPCR 

Master Mix enthalten) ein Primer entlang des zu vervielfältigten DNA-Abschnittes verlängert 

werden und es entsteht ein doppelsträngiger DNA-Strang. Die Menge der entstandenen DNA 

kann mittels Fluoreszenzmessung quantifiziert werden. Hierzu dient der BRYT Green® Dye 

(ebenfalls in dem genutzten GoTaq® qPCR Master Mix enthalten), ein fluoreszierender 

Farbstoff, welcher dazu in der Lage ist, an die DNA zu binden. 

Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht (s. Tabelle 

5).  

3.2.5.1 Durchführung der RT-qPCR 

Zur Durchführung der PCR wurden neben dem oben genannten GoTaq® qPCR Master Mix eine 

Auswahl bestimmter Primer und die vorher isolierte und umgeschriebene cDNA (vgl. 3.2.4) 

benötigt. Alle Primer und die entstandenen Transkripte präsentierten hierbei Gene, die bei der 

Regulation der Autophagie eine wichtige Rolle spielen. Die für die Reaktion benötigten 

Reagenzien wurden vor ihrer Nutzung bei -20°C und während der Durchführung des 

Experiments auf Eis gelagert. 

Die PCR wurde auf einer 96-Well PCR Platte (STARLAB International GmbH, Hamburg, 

Deutschland) durchgeführt. Die einzelnen Wells wurden mit einem Gesamtvolumen von 20 µl 

ausgefüllt, welches sich wie folgt zusammensetzte: 

- 10 µl GoTaq® qPCR Master Mix  

- 7 µl Nuclease-freies H2O 

- 2 µl Primer 

- 1 µl cDNA Probe (bzw. 1 µl Standardreihe oder 1 µl H2O) 

Die cDNA Probe wurde hierbei als letztes hinzugegeben. Zusätzlich wurde pro verwendetem 

Primer eine Standardreihe angefertigt. Hierzu wurden 5 µl einer unbehandelten Probe mit 5 µl 
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Nuclease freiem H2O durch kurzes Vortexen und Zentrifugieren vermischt. So entstanden 10 

µl einer 1:2 verdünnten Probe. Aus dieser ersten Verdünnung wurden erneut 5 µl entnommen 

und in ein neues Tube gegeben, in welchem ebenfalls 5 µl Nuclease-freies H2O vorgelegt 

waren. Nach vermischen des Inhalts entstand so eine 1:4 verdünnte Probe. So wurde 

weiterverfahren, bis eine Standardreihe mit folgenden Verdünnungen entstanden war: 1:2, 

1:4, 1:8, 1:16, 1:32. Aus jeder Verdünnung wurde 1 µl in fünf aufeinanderfolgende Wells 

pipettiert. Anschließend wurde in ein sechstes Well 1 µl Nuclease-freies H2O pipettiert, um 

einen Leerwert als Reinheitskontrolle zu bestimmen. 

Die 96-Well PCR Platte wurde mit einer Klebefolie (STARLAB International GmbH, Hamburg, 

Deutschland) verschlossen und 1 Minute lang bei einer Geschwindigkeit von 1.000 rpm 

zentrifugiert, damit sich alle Proben am Boden der Wells sammeln.  

Die PCR-Platte wurde daraufhin in den entsprechenden Cycler (C1000TM Thermal Cycler Model 

No.: CFX96TM Optics Module) gestellt und die PCR nach dem folgenden Protokoll inkubiert: 

Tabelle 5: Zyklen der RT-qPCR (Optimized Cycling Conditions for qPCR, Bio-Rad CFX96TM Real-Time PCR Systems) 

Phase Anzahl der Zyklen Dauer pro Zyklus Temperatur 

Aktivierung der GoTaq Polymerase 1 2min 95°C 

Denaturierung 

Anlagerung der Primer und Synthese der 

DNA-Stränge 

40 15s 

60s 

95°C 

60°C 

Dissoziation / Erstellung Schmelzkurve 1 0,5°C/s 60-95°C 

 

Die gespeicherten Daten wurden mit dem Bio-Rad CFX-Manager ausgewertet und gegenüber 

GAPDH normalisiert, anschließend erfolgte die Auswertung der Rohdaten mit der Software 

Rest2009. 

3.2.6 Prinzip der Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure -Assay 

Zur Quantifizierung von Proteinmengen steht unter anderem das hier genutzte Pierce® BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, United States) zur Verfügung. 

Das Prinzip des Kits beruht drauf, dass Proteine im alkalischen Medium Cu2+ zu Cu1+ reduzieren 

können, welches mit zwei Molekülen BCA einen lilafarbenen Komplex bilden kann. Dieser 

Komplex besitzt eine starke Absorption bei 562 nm, welche quasi linear mit der enthaltenen 

Proteinkonzentration ist (Proteinbestimmung 2018). Die Verfärbung der zu untersuchenden 

Proben wird hierbei mit einer Standardreihe, bestehend aus Proben mit einer bekannten 

Protein-Konzentration, verglichen. 
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3.2.6.1 Durchführung der Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsäure -Assay 

Bei der Proteinbestimmung wurde nach dem Protokoll gearbeitet, welches dem Pierce® BCA 

Protein Assay Kit zugehörig ist. Das Kit wurde vor der Benutzung bei Raumtemperatur 

aufbewahrt. 

Für die Isolierung und Bestimmung von Proteinen aus Monolayern mussten zunächst 

Zellpellets der genutzten Zellreihen gesammelt werden. Das Prinzip, wie auch die 

Behandlungen der Zellen entspricht eins zu eins dem unter 3.2.3.1 „Aussäen der Zellen“ und 

3.2.3.2 „Ablösen und Ernten der Zellen“ beschriebenen Prinzip.  Allerdings wurden hier zwei 

zusätzliche Proben gesammelt, welche mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin behandelt 

wurden. Die Konzentration von Bafilomycin betrug hierbei 100 pM (Di Fazio et al. 2016). 

Die Isolierung der Proteine und die Proteinbestimmung verlief bei allen Zellpellets gleich und 

ist im Folgenden exemplarisch dargestellt: 

Die Zellpellets, welche vorher bei -20°C gelagert wurden, wurden zunächst auf Eis aufgetaut, 

anschließend erfolgte die Zugabe von 30-100 µl Jie‘s Puffer (die genaue Menge war abhängig 

von der Größe der Zellpellets) und ein Auflösen der einzelnen Zellpellets durch wiederholtes 

auf- und abpipettieren. Nach einer Inkubation auf Eis für 30 Minuten wurden die Zellen und 

Puffer enthaltenden Tubes bei einer Temperatur von 4°C und einer Geschwindigkeit von 

14.000 rpm für 30 Minuten zentrifugiert. Die Überstände der einzelnen Proben wurden 

anschließend in ein frisches 1,5 ml Tube überführt und konnten bis zur Proteinbestimmung und 

bis zur Durchführung des Western Blots bei -20°C gelagert werden. 

Zur Proteinbestimmung wurden 5 µl der Proben zunächst in neuen 0,5 ml Tubes, durch Zugabe 

von 20 µl Jie‘s Puffer, im Verhältnis 1:5 verdünnt. Außerdem wurde nach dem beiliegenden 

Protokoll mit einer Albumin Standard Ampulle eine Standardreihe nach Folgendem Schema 

angesetzt: 

- Standard A: 0 µl Verdünnungslösung + 300 µL Stocklösung  BSA Konzentration: 

2000 µg/mL 

- Standard B: 125 µL Verdünnungslösung + 375 µL Stocklösung  BSA Konzentration: 

1500 µg/mL 

- Standard C: 325 µL Verdünnungslösung + 325 µL Stocklösung  BSA Konzentration: 

1000 µg/mL 

- Standard D: 175 µL Verdünnungslösung + 175 µL Standard B  BSA Konzentration: 750 

µg/mL 
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- Standard E: 325 µL Verdünnungslösung + 325 µL Standard C  BSA Konzentration: 500 

µg/mL 

- Standard F: 325 µL Verdünnungslösung + 325 µL Standard E  BSA Konzentration: 250 

µg/mL 

- Standard G: 325 µL Verdünnungslösung + 325 µL  Standard F  BSA Konzentration: 

125 µg/mL 

- Standard H: 400 µL Verdünnungslösung + 100 µL v. Standard G  BSA Konzentration 

25 µg/mL 

- Standard I: 400 µL Verdünnungslösung+ 0 µl Stocklösung  Blank   

Die weitere Proteinbestimmung wurde auf einer 96-Well Platte durchgeführt. Zunächst wurde, 

nach erstelltem Plattenschema, pro Well 10 µl der Standardreihe in Doppelbestimmung 

vorgelegt. Anschließend wurden die Verdünnungen der zu untersuchenden Proben ebenfalls 

in Doppelbestimmung aufgetragen, um von allen Proben ein vergleichbares Duplikat zu 

erhalten. In jedes Well wurden hiernach 200 µl Working Reagent hinzugegeben, dieser bestand 

aus dem Reagent A (BCA) und Reagent B (Kupferlösung, beide Reagenzien lagen dem Kit bei) 

und wurde im Verhältnis 50:1 (A:B) angesetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C 

erfolgte die Proteinbestimmung mittels des Emax precision microplate reader bei einer 

Wellenlänge von 570 nm. 

3.2.7 Prinzip des Western Blots 

Western Blots dienen dazu, spezifische Proteine aus einer Ansammlung von Proteinen, welche 

aus Zellen isoliert wurden, zu identifizieren. Dies erfolgt über Antikörper, welche spezifisch an 

das gesuchte Protein binden (Mahmood und Yang 2012). 

3.2.7.1 Durchführung des Western Blots 

1. Auftrennung der Proteine via Gelelektrophorese  

Bei der Auftrennung der Proteine via Gelelektrophorese wurden die Mini-PROTEAN TGX Statin-

Free Gels (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, United States) genutzt und sich an das 

beiliegende Protokoll gehalten. 

Die vorher gesammelten Proteinproben (genaues Vorgehen vgl. 3.2.6.1) wurden zunächst auf 

Eis aufgetaut. Parallel wurde ein Mix vorbereitet, welcher zu 95 % aus 4 x Laemmli Sample 

Buffer und zu 5 % aus 2-Mercaptothanol bestand.  

Insgesamt wurde eine Proteinkonzentration von 30 µg/µl benötigt, sodass die vorbereiteten 

Proben in einem neuen 0,5 µl Tube mit Nuclease-freiem H2O entsprechend verdünnt wurden, 

das Endvolumen betrug hierbei 10 µl. Anschließend erfolgt eine Zugabe von 2,5 µl des Laemmli-
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ß-Mercaptoethanol-Mixes, sodass ein Endvolumen von 12,5 µl entstand. Alle Proben wurden 

kurz gemischt und dann sofort wieder auf Eis gelagert. Anschließend wurden die Proben bei 

95°C für 10 Minuten erhitzt, kurz zentrifugiert und wieder sofort auf Eis gelagert. 

Parallel wurde die Elektrophoreseapparatur (Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, CA, United States) vorbereitet: Hierzu wurde zunächst ein Laufpuffer hergestellt, 

welcher 900 ml Mili-Q-Wasser und 100 ml 10 x Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, CA, United States) enthielt. Die Elektrophoreseapparatur bestand aus einer 

inneren und einer äußeren Kammer, wobei man die innere Kammer in die äußere einsetzte 

und zunächst nur erstere mit dem Laufpuffer füllte, um ihre Dichtigkeit zu überprüfen. Die 

Wände der inneren Kammern waren hierbei zwei eingesetzte Mini-PROTEAN TGX Statin-Free 

Gele, welche zu diesem Zeitpunkt noch von einer Plastikhülle umschlossen waren. Von den 

Gelen musste man zunächst einen Kamm entfernen, um nach Vorbereitung der Kammern die 

Proben auftragen zu können. Die nun vorhandenen Taschen wurden mit Laufpuffer gespült, 

um evtl. vorhandene Luftblasen zu entfernen. Anschließend wurde auch die äußere Kammer 

mit Laufpuffer gefüllt. 

Das Auftragen der Proben erfolgte mit Hilfe einer Pipette. In die erste Tasche wurden 5 µl 

MagicMarkTM XP Western Standard (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

United States) aufgetragen und in die elfte Tasche 5 µl ProSieve®Quad ColorTM Proteine 

Marker, 4.6-300 kDa (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) - beide 

Reagenzien stellen einen Proteinmarker dar. Hiernach erfolgte das Auftragen der 

vorbereiteten Proben. Die freien Taschen wurden mit 2,5 µl des 4x-Laemmli-2-

Mercaptoethanol-Mixes aufgefüllt. Anschließend wurde die Elektrophoreseapparatur mit 

einem Deckel verschlossen, über diesem wurde eine Spannung von 200 V für eine Dauer von 

30-40 Minuten angelegt. 

2. Blotting der aufgetrennten Proteine 

Das Blotten der in der Elektrophorese aufgetrennten Proteine erfolgte mit Hilfe des Trans-Blot 

Turbos (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, United States) und des Trans-Blot Turbo 

Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, United States). Bei der Durchführung 

wurde sich an das dem Transfer Pack beiliegende Protokoll gehalten. 

Nach Durchführung der Elektrophorese wurden die Gele aus der inneren Kammer der 

Elektrophoreseapparatur herausgenommen. Ein Filterpapierstapel, inkl. Blotting Membran, 

wurde mit Hilfe einer Pinzette in die Mitte der Kassette des Trans-Blot-Turbos gelegt. Auf der 

Membran wurde nun vorsichtig ein Gel platziert. Auf dieses wurde anschließend ein zweiter 
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Stapel aus Filterpapieren gelegt. Die Kassette wurde fest verschlossen und zurück in den Trans-

Blot Turbo gestellt. Hier wurde nun zur Durchführung des Blotting-Prozesses für 30 Minuten 

eine Spannung von 25 Volt angelegt. 

Um anschließend den Erfolg des Blottens zu kontrollieren, wurde die Membran mit Red Alert 

Solution (1,44ml Red Alert + 13 ml Nuclease-freies H2O) angefärbt, wobei sich die 

aufgetrennten Proteine nach Abwaschen des überschüssigen Red Alerts mit H2O als rote 

Banden zeigten.  

3. Blocking 

Anschließend erfolgte das Blockieren der Membran in 4% BSA in TBST, welches vorher frisch 

angesetzt worden war. Dieses wurde folgendermaßen hergestellt: Zunächst wurde eine 

Pufferlösung TBS in 10-facher Konzentration angesetzt (Zusammensetzung s. 3.1.6). 100 ml der 

10 x TBS-Lösung wurden anschließend mit 900 ml Wasser verdünnt und auf einen pH von 7,4 

titriert. Hiernach erfolgte die Zugabe von 1 ml Tween® 20 (Chemsolute®, Th.Geyer, Renningen, 

Deutschland) und die Durchmischung der Reagenzien mit Hilfe des Magnetrührers. 

Anschließend wurden 2 g Albumin Fraktion V (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) in 50 ml TBST gelöst. Ein kleiner Anteil der angesetzten Lösung (ca. 3-10 ml) 

wurde zum Blockieren der Membranen in einen 50 ml Falcon gegeben, in welchem auch eine 

vorher angefertigte Membran bzw. einzelnen Membranbestandteile vorsichtig platziert 

wurden. Hiernach erfolgte auf dem Rollmischer für eine Stunde die Inkubation der Membran. 

4. Primärer Antikörper 

Der primäre Antikörper wurde nach Vorlage des jeweils beiliegenden Datenblattes in 4 % BSA 

in TBST in einem bestimmten Verhältnis verdünnt. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden alle 

Antikörper bei -20°C aufbewahrt. Anschließend wurde die inzwischen geblockte Membran in 

dem verdünnten primären Antikörper über Nacht bei 4°C auf einem Rollenmischer inkubiert. 

Dies erfolgte erneut in einem 50 ml Falcon. Das Volumen des verdünnten Antikörpers betrug, 

je nach Größe der Membran, 2-5 ml. 

5. Waschen der Membran und sekundärer Antikörper 

Am nächsten Tag wurde die Membran 3x für 10 Minuten auf einem Shaker in TBST gewaschen. 

Hiernach erfolgte auf dem Rollenmischer und bei Raumtemperatur die einstündige Inkubation 

im sekundären Antikörper, welcher vorher im Verhältnis 1:5000 mit 4 % BSA in TBST verdünnt 

wurde. Wichtig war hierbei, abhängig von den Eigenschaften des primären Antikörpers, 

entweder den goat-anti mouse oder den goat-anti rabbit Antikörper zu nutzen. Die Antikörper 

wurden bis zu ihrer Benutzung bei 4°C aufbewahrt. 
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6. Waschen der Membran und Detektion 

Nach der Inkubation im sekundären Antikörper erfolgte ein erneutes Waschen der Membran, 

welches 3 x für 5 Minuten in TBST und 1 x für 5 Minuten in TBS durchgeführt wurde. Nun konnte 

die Auswertung der Membran in einer Dunkelkammer (Fusion, Peqlab Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland) erfolgen. Hierzu wurde eine SuperSignal® West Pico-Lösung (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States) im Verhältnis 1:1 vorbereitet. Diese bewirkt 

durch die Oxidation von Luminol in Anwesenheit von HRP (Meerrettichperoxidase) die 

Entstehung eines Lumineszenzsignals, mit dessen Hilfe die Detektion von Proteinen möglich 

ist. Das frisch angesetzte Substrat wurde auf die Membran gegeben, welche vorher in die Mitte 

der Dunkelkammer gelegt worden war. Das Signal konnte nach einer individuellen 

Belichtungszeit mit Hilfe einer Kamera aufgenommen werden, die genaue Belichtungszeit war 

dabei von dem verwendeten primären Antikörper abhängig. Die Quantifizierung der 

Proteindetektion erfolgte mit Hilfe der Software Fusion image capture und Bio-1D analysis 

System.  

7. Nachweis Proteinmenge 

Um nachzuweisen, dass zu Beginn des Versuches überall die gleiche Menge an Protein 

aufgetragen worden war, fand anschließend die Inkubation der verwendeten Membranen in 

GAPDH oder β-Actin statt. Hierzu musste die Membran zunächst für 15 Minuten in RestoreTM 

PLUS Western Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, United States) 

gestrippt, anschließend erneut in TBST gewaschen und für eine Stunde in 4 % BSA in TBST 

geblockt werden. Hiernach erfolgte bei Raumtemperatur die Inkubation der Membran in 

GAPDH (Verdünnung 1:1000) bzw. β-Actin (Verdünnung 1:3000) für 45-60 Minuten und die 

Inkubation im sekundären Antikörper (Verdünnung 1:5000) für 60 Minuten. Anschließend 

wurde eine erneute Detektion der Proteine durchgeführt. 

3.2.8 Statistische Analyse 

Das Sammeln und Auswerten der Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2016 (Microsoft 

Office, Microsoft Corporation, Redmond, WA, United States). Die Errechnung der Signifikanz 

erfolgte, wenn möglich, anhand des T-Tests für gepaarte Stichproben. Ein p-Wert < 0,05 wurde 

als signifikant angesehen.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse der Zellviabilitätsmessung via RealTime-Glo™ 

Die Bestimmung der Zellviabilität erfolgte via RealTime-Glo™ an Sphäroiden der etablierten 

Zelllinie C643. Sinn dieser Untersuchung war, die effektiven Konzentrationen der genutzten 

Substanzen Atezolizumab (PD-L1-Inhibitor), Panobinostat (HDACi) und Sorafenib (TKI) für die 

weiterführenden Untersuchungen zu bestimmen.  

4.1.1 Zellviabilitätsmessung bei singulärer Behandlung von Sphäroiden der Zelllinie 

C643 (Versuchsreihe 1) 

In der ersten Versuchsreihe erfolgte zunächst die singuläre Behandlung der Sphäroide, die im 

folgenden beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. 

Bei der Behandlung der Sphäroide der Zelllinie C643 mit Panobinostat in 4 Konzentrationen 

(1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM) zeigte sich eine effektive Hemmung der Viabilität nach 48h ab 

einer Konzentration von 10 nM. Bei einer Konzentration von 1 nM war keine signifikante 

(*p < 0,05) Hemmung des Wachstums zu beobachten (s. Abbildung 7). 

Die ebenfalls durchgeführte Behandlung mit 3 Konzentrationen Sorafenib (1 µM, 10 µM, 

100 µM) zeigte schon ab einer Konzentration von 1 µM und einer Behandlungsdauer von 3h 

einen signifikanten (*p < 0,05) Effekt auf die Viabilität der Sphäroide. Für die gesamte Dauer 

der Messung war ab hier keine ansteigende Viabilität der Zellen mehr zu beobachten (vgl. 

Abbildung 7). 

Atezolizumab schließlich zeigte in den 4 genutzten Konzentrationen (100 ng/ml, 200 ng/ml, 

500 ng/ml, 1 µg/ml) ähnlich wie Sorafenib schon nach 3 Stunden einen direkten negativen 

Effekt auf die Zellviabilität. Dieser war besonders stark bei einer Konzentration von 1 µg/ml, 

während er sich bei den drei niedrigeren Konzentrationen in einem ähnlichen und geringeren 

Bereich bewegte. Für die Konzentration von 1 µg/ml war über den Zeitraum des Experiments 

kein Anstieg der Viabilität mehr zu messen, bei der Behandlung mit 100 ng/ml, 200 ng/ml und 

500 ng/ml konnte hingegen noch ein leichter Anstieg der Viabilität beobachtet werden, 

welcher für alle drei Konzentrationen in einem ähnlichen Bereich lag. Hierbei zeigte sich im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zunächst eine signifikante (*p < 0,05) Reduktion der 

Viabilität im Zeitraum von 3h bis 56h, anschließend zeigte sich jedoch eine Annäherung der 

Zellviabilität an die unbehandelte Kontrolle. Diese Ergebnisse sind ebenfalls in Abbildung 7 

dargestellt. 
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Abbildung 7: Echtzeit Zellviabilitätsanalyse von Sphäroiden der Zelllinie C643 (singuläre Behandlung): Die 

Sphäroide wurden auf einer 96-Well Platte etabliert und nach einer Inkubationszeit von 96h mit Atezolizumab, 

Panobinostat und Sorafenib in den genannten Konzentrationen behandelt. Nach 2 weiteren Stunden erfolgte die 

Zugabe der NanoLuc® luciferase und des MT Cell Viability Substrate, anschließend erfolgte die regelmäßige Messung 

des Lumineszenz-Signals, dessen Stärke ein Maß für die Viabilität der Zellen ist. Gezeigt werden der Mittelwert +/- 

Standardabweichung der Analyse in dreifacher Ausführung pro Behandlung. * : Signifikante Werte (p < 0,05). 

Da das Ziel dieser Arbeit war, nicht nur die Auswirkungen einer singulären Behandlung, 

sondern auch die einer Kombinationsbehandlung zu untersuchen, mussten nun die 

Konzentrationen für die weiteren Untersuchungen festgelegt werden. Bei Panobinostat war im 

Gegensatz zu Sorafenib und Atezolizumab erst nach 48h und bei einer Konzentration von 

10 nM eine Einschränkung der Viabilität zu beobachten. Da aber nicht klar war, wie die Zellen 

auf die Kombination von Panobinostat mit Atezolizumab reagieren würden, wurde 

beschlossen, für die Kombinationsbehandlung sowohl eine Konzentration von 1 nM, wie auch 

10 nM zu nutzen. Bei Sorafenib hingegen war schon ab einer Konzentration von 1 µM eine 

signifikante (*p < 0,05) Einschränkung der Zellviabilität zu beobachten, sodass für die weiteren 

Versuche eine Konzentration von 1 µM genutzt wurde. Bei Atezolizumab war für alle genutzten 

Konzentrationen zunächst eine Hemmung der Viabilität zu beobachten, welche bei einer 

Konzentration von 1 µg/ml besonders stark ausfiel. Um diese direkte und stark ausgeprägte 

Reduzierung der Zellviabilität zu vermeiden, aber gleichzeitig nach Möglichkeit eine effektive 

Hemmung der Viabilität zu gewährleisten, wurde für die folgenden Experimente eine 

Konzentration von 500 ng/ml gewählt.  
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4.1.2 Zellviabilitätsmessung bei kombinierter Behandlung von Sphäroiden der Zelllinie 

C643 (Versuchsreihe 2) 

Anschließend an die singuläre Behandlung der Sphäroide erfolgte eine kombinierte 

Behandlung der Sphäroide der Zelllinie C643.  

Wie in Abbildung 8 dargestellt, zeigte die singuläre Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab 

hier im Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe keine signifikante (*p < 0,05) Hemmung der 

Viabilität, ebenso wie die Behandlung mit 1 nM Panobinostat. Die Kombinationsbehandlung 

führte hingegen zu einer gering ausgeprägten Reduktion der Viabilität, allerdings erfolgte ab 

48h ein Annähern der Messwerte an die der unbehandelten Kontrolle. Im Vergleich zu den 

singulären Behandlungen zeigte die Kombination der beiden Substanzen keinen signifikanten 

(*p < 0,05) Unterschied. 

Für die Behandlung mit 10 nM Panobinostat und der Kombination aus 10 nM Panobinostat und 

500 ng/ml Atezolizumab konnte nach 3h eine geringe Beeinflussung der Zellviabilität 

beobachtet werden, anschließend war hier eine weitere, signifikante (*p < 0,05) Reduktion der 

Viabilität messbar. Im direkten Vergleich zur singulären Behandlung mit 10 nM Panobinostat 

zeigte sich bei der Kombination kein signifikanter (*p < 0,05) Effekt, während hingegen im 

Vergleich zur singulären Behandlung mit Atezolizumab eine signifikante (*p < 0,05) Reduktion 

der Zellviabilität gezeigt werden konnte (s. Abbildung 8). 

1 µM Sorafenib bewirkte, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, eine signifikante 

(*p < 0,05) Reduktion der Viabilität. Ebenso verhielt es sich bei der Kombination mit 500 ng/ml 

Atezolizumab, wobei hier allerdings zu einzelnen Zeitpunkten keine signifikante (*p < 0,05) 

Abweichung gemessen werden konnte. Im direkten Vergleich der Kombinationsbehandlung 

mit den singulären Behandlungen konnte kein signifikanter (*p < 0,05) Unterschied festgestellt 

werden. Einzig nach 96h konnte die Kombination aus Atezolizumab und Sorafenib, im Vergleich 

zur singulären Behandlung mit Atezolizumab, eine signifikante (*p < 0,05)  Reduktion der 

Zellviabilität erreichen (vgl. Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Echtzeit Zellviabilitätsanalyse von Sphäroiden der Zelllinie C643 (Kombinationsbehandlung): Die 

Sphäroide wurden auf einer 96-Well Platte etabliert und nach einer Inkubationszeit von 96h mit Atezolizumab, 

Panobinostat und Sorafenib in den genannten Konzentrationen behandelt. Nach 2 weiteren Stunden erfolgte die 

Zugabe der NanoLuc® luciferase und des MT Cell Viability Substrate, anschließend erfolgte die regelmäßige Messung 

des Lumineszenz-Signals, dessen Stärke ein Maß für die Viabilität der Zellen ist. Gezeigt werden der Mittelwert +/- 

Standardabweichung der Analyse in dreifacher Ausführung pro Behandlung.*: Signifikante Werte (p < 0,05). 

4.1.3 Untersuchung der synergetischen Wirkung der Kombinationsbehandlungen 

Die Kombinationen aus 500 ng/ml Atezolizumab mit 1 nM Panobinostat bzw. 1 µM Sorafenib 

zeigten (im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) zu einzelnen Zeitpunkten eine geringe, aber 

signifikante (*p < 0,05) Reduktion der Zellviabilität. Die Kombination aus 500 ng/ml 

Atezolizumab mit 10 nM Panobinostat konnte hingegen, verglichen mit der unbehandelten 

Kontrolle, eine deutliche Reduktion der Zellviabilität bewirken.  

Um herauszufinden, ob die eingesetzten Substanzen in Kombination eine synergetische 

Wirkung zeigen, wurde anschließend der Combination Index berechnet. Die Formel lautet: CI 

(Combination Index) = D3 / D1*D2. (D3 = Stärke Lumineszenzsignal Kombinationsbehandlung, 

D1 bzw. D2 = Stärke Lumineszenzsignal singuläre Behandlung). Ein Wert < 1 spricht hierbei für 

einen synergetischen Effekt (Chou und Talalay 1984). 
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Abbildung 9: Combination Index (CI) der kombinierten Behandlung der Sphäroide von C643: Dargestellt ist der 

Kombinationsindex nach Behandlung der Sphäroide von C643 mit einer Kombination aus 500 ng/ml Atezolizumab + 

1 nM / 10 nM Panobinostat bzw. + 1 µM Sorafenib. Ein Wert < 1 spricht hierbei für einen synergetischen Effekt. 

Wie man Abbildung 9 entnehmen kann, konnte für alle genutzten Kombinationen und zu allen 

Zeitpunkten ein Kombinationsindex berechnet werden, welcher kleiner ist als 1. Folglich 

bewirkte die Kombination von 500 ng/ml Atezolizumab mit 1 nM / 10 nM Panobinostat bzw. 

1 µM Sorafenib über einen synergistischen Effekt eine Reduktion der Zellviabilität der 

Sphäroide. 

4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellviabilitätsmessung mittels RealTime-

Glo™ 

Da die Etablierung von Sphäroiden für die Primärkulturen nicht erfolgreich war (vgl. 3.2.1.4), 

konnte die Zellviabilitätsmessung via Real Time GloTM  nicht für Sphäroide aller Zelllinien 

durchgeführt werden. Die Ergebnisse der Sphäroide der etablierten Zelllinie C643 stehen damit 

exemplarisch für die in dieser Arbeit genutzten Primärkulturen. 

Die oben aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass alle genutzten Substanzen, abhängig von der 

eingesetzten Konzentration, die Viabilität der Sphäroide von C643 beeinflussen können.  

Atezolizumab zeigte bei einer Konzentration von 500 ng/ml zwar nur zu einzelnen Zeitpunkten 

eine signifikante (*p < 0,05) Einschränkung der Zellviabilität, dennoch wurde diese 

Konzentration für die folgenden Versuche genutzt, da bei einer Konzentration von 1 µg/ml die 

Viabilität der Zellen schon nach 3h stark gehemmt wurde und anschließend kein Anstieg der 

Viabilität mehr beobachtet werden konnte (s. Versuchsreihe 1). 
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Panobinostat zeigte ab einer Konzentration von 10 nM eine Einschränkung der Zellviabilität, 

sodass diese Konzentration für die nachfolgenden Versuche genutzt wurde (sowohl für die 

singuläre Behandlung, als auch für die Kombination mit Atezolizumab). 

Sorafenib hingegen beeinflusste ab einer Konzentration von 1 µM die Viabilität der Zellen, 

weshalb diese Konzentration bei den nachfolgenden Experimenten eingesetzt wurde (sowohl 

für die singuläre, als auch für die Kombinationsbehandlung). 

Obwohl die Etablierung von Sphäroiden für die Zelllinie C643 erfolgreich war, wurden alle im 

Folgenden vorgestellten RT-qPCRs und Western Blots mit Monolayern der untersuchten 

Zelllinien und Primärkulturen durchgeführt. Dies dient einer besseren Vergleichbarkeit der 

dargestellten Ergebnisse. 

4.2 Beeinflussung der Ultrastruktur der Sphäroide durch die Behandlung mit 

Atezolizumab, Panobinostat und Sorafenib 

Parallel zur Messung der Zellviabilität erfolgte täglich zum gleichen Zeitpunkt die Aufnahme 

eines mikroskopischen Bildes der Sphäroide, um beurteilen zu können, wie die eingesetzten 

Behandlungen die Ultrastruktur der Sphäroide beeinflussen. Dargestellt sind im Folgenden 

exemplarisch die Aufnahmen, die während der singulären und kombinierten Behandlung mit 

den einzelnen Substanzen entstanden (Versuchsreihe 2, vgl. 4.1.2). 

Die Aufnahme der Sphäroide erfolgte 3h, 27h, 51h, 75h und 99h nach Behandlung. Im 

Folgenden sind nur die erste Aufnahme (nach 3h) und die letzte Aufnahme (nach 99h) je eines 

Sphäroiden dargestellt. 

4.2.1 Ultrastruktur der unbehandelten Sphäroide 

 3h 99h 

Unbehandelte 

Kontrolle 

  

Abbildung 10: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide einer unbehandelten Kontrolle: Die Bilder wurden mit 

Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 400 µm. Die ursprüngliche Größe der 

Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der Aufnahme nach 3h (erste Aufnahme) und 

nach 99h (letzte Aufnahme). 

Die unbehandelten Sphäroide der Zelllinie C643, welche in diesem Versuchsaufbau als 

Kontrolle dienten, zeigten einen Durchmesser von etwa 600 µm (in diesem Beispiel betrug der 
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Durchmesser der unbehandelten Kontrolle 554,14 µm) und sowohl nach 3h, als auch nach 99h 

eine gut definierte, äußere Membran, die allzeit intakt war. Am letzten Tag betrug der 

Durchmesser hier 641,12 µm, es war also eine Größenzunahme zu beobachten (s. Abbildung 

10). 

4.2.2 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab 

 3h 99h 

500 ng/ml 

Atezolizumab 

  

Abbildung 11: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab: Die 

Bilder wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 400 µm. Die 

ursprüngliche Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der Aufnahme nach 

3h (erste Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Durch die Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab konnte, wie in Abbildung 11 dargestellt, 

keine Veränderung der 3D Struktur der Sphäroide festgestellt werden. Außerdem konnte auch 

hier am zuletzt gemessenen Zeitpunkt eine Zunahme der Größe des Sphäroids und eine gut 

definierte, äußere Membran beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen sich gut mit den 

unter 4.1.2 gewonnen Ergebnissen zur Zellviabilität vereinbaren: Es konnte, im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle, keine Abnahme der Viabilität der Sphäroide gemessen werden. 

4.2.3 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 1 nM Panobinostat 

 3h 99h 

1 nM Panobinostat  

  

Abbildung 12: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 1 nM Panobinostat: Die Bilder 

wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 400 µm. Die ursprüngliche 

Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der Aufnahme nach 3h (erste 

Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Die Behandlung mit 1 nM Panobinostat induzierte eine von der Mitte ausgehende, inkomplette 

Verdunkelung der Sphäroide, welche sich gut durch den Vergleich der Bilder der Sphäroide 

nach 3h und nach 99h darstellen lässt (vgl. Abbildung 12). Die Außenmembran des Sphäroids 
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ist allerdings nach 99h noch gut zu erkennen und es konnte eine Zunahme des Durchmessers 

des Sphäroids beobachtet werden.  

4.2.4 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 

1 nM Panobinostat 

 3h 99h 

500 ng/ml 

Atezolizumab +  

1 nM Panobinostat  
  

Abbildung 13: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 

1 nM Panobinostat: Die Bilder wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab 

beträgt 400 µm. Die ursprüngliche Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung 

der Aufnahme nach 3h (erste Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Wie in Abbildung 13 dargestellt, zeigte die Kombination aus 500 ng/ml Atezolizumab und 1 nM 

Panobinostat sehr ähnliche Ergebnisse, wie die singuläre Behandlung mit 1 nM Panobinostat. 

Auch hier konnte eine unvollständige Verdunkelung der Sphäroide festgestellt werden. 

Ebenfalls gleich wie nach der singulären Behandlung, ist die gut erhaltene äußere Membran 

und die Größenzunahme im Vergleich zwischen erster und letzter Aufnahme. Insgesamt zeigte 

sich, sowohl für die singuläre, als auch für die kombinierte Behandlung mit 1 nM Panobinostat, 

eine Vereinbarung der beschriebenen Ergebnisse mit den Ergebnissen der 

Zellviabilitätsmessung, bei welcher ebenfalls nur eine leichte Verminderung der Viabilität der 

Sphäroide festgestellt werden konnte. 

4.2.5 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 10 nM Panobinostat 

 3h 99h 

10 nM Panobinostat 

  

Abbildung 14: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 10 nM Panobinostat: Die Bilder 

wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 400 µm. Die ursprüngliche 

Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der Aufnahme nach 3h (erste 

Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Durch die Behandlung mit 10 nM Panobinostat zeigte sich nach 99h eine komplette 

Verdunkelung der Sphäroide. Die äußere Membran ist stellenweise nicht mehr gut zu 
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erkennen, außerdem nahm der Durchmesser der Sphäroide über die Zeit kontinuierlich ab. Die 

beschriebenen Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Dies und der Verlust der 

Grundstruktur ist gut mit den Ergebnissen der Zellviabilitätsmessung unter 4.1.2 vereinbar, da 

auch hier nach 96h eine signifikant reduzierte Viabilität der Sphäroide beobachtet werden 

konnte. 

4.2.6 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 

10 nM Panobinostat 

 3h 99h 

500 ng/ml 

Atezolizumab + 

10 nM Panobinostat  

  

Abbildung 15: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab +  

10 nM Panobinostat: Die Bilder wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab 

beträgt 400 µm. Die ursprüngliche Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung 

der Aufnahme nach 3h (erste Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Wie man Abbildung 15 entnehmen kann, waren die Ergebnisse nach Kombination von 

500 ng/ml Atezolizumab mit 10 nM Panobinostat ähnlich wie nach der alleinigen Behandlung 

mit 10 nM Panobinostat, sodass hier ebenfalls eine nahezu vollständige Verdunkelung der 

Sphäroide und eine Abnahme des Durchmessers nach 99h beobachtet werden konnte. Dies ist 

vereinbar mit der durch die Ergebnisse des RealTime-Glo™ gezeigten Abnahme der 

Zellviabilität. 

4.2.7 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 1 µM Sorafenib 

 3h 99h 

1 µM Sorafenib  

  

Abbildung 16: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 1 µM Sorafenib: Die Bilder 

wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 400 µm. Die ursprüngliche 

Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µm. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der Aufnahme nach 3h (erste 

Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 
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Die Behandlung mit 1 µM Sorafenib zeigte, ähnlich wie die Behandlung mit 500 ng/ml 

Atezolizumab, keine Veränderung der Feinstruktur der Sphäroide (s. Abbildung 16). Auch nach 

99h war die äußere Membran der Sphäroide als gut definierte Struktur zu erkennen. Der 

Durchmesser der Sphäroide veränderte sich nicht wesentlich. 

4.2.8 Ultrastruktur der Sphäroide nach Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 

1 µM Sorafenib 

 3h 99h 

500 ng/ml 

Atezolizumab + 

1 µM Sorafenib  

  

Abbildung 17: Darstellung der 3D Struktur der Sphäroide nach der Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 

1 µM Sorafenib: Die Bilder wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops aufgenommen. Der Maßstab beträgt 

400 µm. Die ursprüngliche Größe der Sphäroide betrug etwa 600 µM. Exemplarisch erfolgt die Darstellung der 

Aufnahme nach 3h (erste Aufnahme) und nach 99h (letzte Aufnahme). 

Auch die Kombination aus 500 ng/ml Atezolizumab mit 1 µM Sorafenib zeigte, wie die singuläre 

Behandlung mit den beiden Substanzen, keinen wesentlichen Einfluss auf die Struktur der 

Sphäroide (vgl. Abbildung 17). Die äußere Membran war auch 99h nach Behandlung vollständig 

erhalten. Der Durchmesser der Sphäroide blieb, wie nach der Behandlung mit 1 µM Sorafenib, 

auf einem stabilen Niveau. Diese Ergebnisse für die singuläre und kombinierte Behandlung 

unterstützen ebenfalls die parallel gewonnenen Ergebnisse für die Zellviabilität der Sphäroide, 

da für diese, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, nur eine leichte Reduktion der Viabilität 

festgestellt werden konnte. 

4.3 Ergebnisse der qRT-PCR 

Durch Anwendung der qRT-PCR wurde bei den Zelllinien C643 und Nthy-ori 3-1, sowie bei den 

drei Primärkulturen, die Expression verschiedener Gene bestimmt, welche eine wichtige Rolle 

bei der Autophagie spielen (s. 2.4). Zu diesen Genen gehörten UVRAG, SQSTM1, TFEB, BECN1, 

MAP1LC3B, PRKAA1 und PRKAA2. GAPDH wurde als Haushaltsgen genutzt. Zur Darstellung der 

Ergebnisse wurden diese relativ zur unbehandelten Kontrollprobe dargestellt, welche als 1,0 

gesetzt wurde. 

Alle Zelllinien wurden vorher zunächst mit den per RealTime-Glo™ bestimmten Konzentration 

von 500 ng/ml Atezolizumab, 10 nM Panobinostat, 1 µM Sorafenib und den Kombinationen 

aus Atezolizumab mit Panobinostat bzw. mit Sorafenib für 48h behandelt. Der Zeitpunkt von 
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48h wurde gewählt, um einen zytotoxischen Effekt der Substanzen zu gewährleisten, 

gleichzeitig aber auch eine adäquate Isolierung von RNA und Proteinen zu ermöglichen. 

Zur übersichtlichen Darstellung wurden die Ergebnisse der Zelllinie C643 und die der 

Primärkulturen zusammengefasst und mit Hilfe eines Box-Whisker-Plots dargestellt, wobei die 

Darstellung abhängig von der eingesetzten Behandlung erfolgt. 

4.3.1 Expression der Autophagiemarker nach der Behandlung mit 500 ng/ml 

Atezolizumab 

Wie man dem Box-Whisker-Plot in Abbildung 18 entnehmen kann, führte die Behandlung mit 

500 ng/ml Atezolizumab zu einer signifikanten Hochregulierung von UVRAG, SQSTM1 und 

TFEB. Für die Transkripte von BECN1, MAP1LC3B, PRKAA1 und PRKAA2 konnte hingegen keine 

signifikante Beeinflussung durch die hier eingesetzte Behandlung gezeigt werden. 

 

Abbildung 18: Box-Whisker-Plot der RT-qPCR der Zelllinie C643 und der drei Primärkulturen nach der Behandlung 

mit 500 ng/ml Atezolizumab und einer Behandlungsdauer von 48h: Die Expression wurde gegen GAPDH 

normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ gegenüber den unbehandelten Kontrollen. *: Signifikante Werte. 

4.3.2 Expression der Autophagiemarker nach der Behandlung mit 10 nM Panobinostat 

Die Behandlung mit 10 nM Panobinostat zeigte nach 48h eine signifikante Hochregulierung der 

Gene UVRAG, SQSTM1, TFEB, MAP1LC3B, PRKAA1 und PRKAA2 (s. Abbildung 19). Einzig für 

BECN1 konnte nach der Behandlung mit Panobinostat keine Hochregulierung des Transkripts 

beobachtet werden. 
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Abbildung 19: Box-Whisker-Plot der RT-qPCR der Zelllinie C643 und der drei Primärkulturen nach der Behandlung 

mit 10 nM Panobinostat und einer Behandlungsdauer von 48h: Die Expression wurde gegen GAPDH normalisiert. 

Die Ergebnisse sind relativ gegenüber den unbehandelten Kontrollen. *: Signifikante Werte. 

4.3.3 Expression der Autophagiemarker nach der Behandlung mit 1 µM Sorafenib 

Nach der Behandlung mit 1 µM Sorafenib für 48h konnte, wie man in Abbildung 20 sehen kann, 

eine signifikante Hochregulierung von UVRAG, SQSTM1, TFEB, BECN1 und PRKAA2 festgestellt 

werden. Hingegen blieb die Expression der Gene MAP1LC3B und PRKAA1 auch nach der 

Behandlung mit Sorafenib stabil. 

 

Abbildung 20: Box-Whisker-Plot der RT-qPCR der Zelllinie C643 und der drei Primärkulturen nach der Behandlung 

mit 1 µM Sorafenib und einer Behandlungsdauer von 48h: Die Expression wurde gegen GAPDH normalisiert. Die 

Ergebnisse sind relativ gegenüber den unbehandelten Kontrollen. *: Signifikante Werte. 

4.3.4 Expression der Autophagiemarker nach der Behandlung mit 500 ng/ml 

Atezolizumab + 10 nM Panobinostat 

Wie man Abbildung 21 entnehmen kann, konnte nach der kombinierten Behandlung mit 

Atezolizumab und Panobinostat lediglich eine signifikante Hochregulierung der Transkripte von 
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TFEB und PRKAA2 nachgewiesen werden. Hingegen zeigte sich für UVRAG, SQSTM1, BECN1, 

MAP1LC3B und PRKAA1 keine Veränderung der Genexpression.  

 

Abbildung 21: Box-Whisker-Plot der RT-qPCR der Zelllinie C643 und der drei Primärkulturen nach der Behandlung 

mit 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat und einer Behandlungsdauer von 48h: Die Expression wurde 

gegen GAPDH normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ gegenüber den unbehandelten Kontrollen. *: Signifikante 

Werte. 

4.3.5 Expression der Autophagiemarker nach der Behandlung mit 500 ng/ml 

Atezolizumab + 1 µM Sorafenib 

Nach der 48h dauernden Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib konnte 

nur für TFEB eine signifikante Hochregulierung der Expression des Transkripts nachgewiesen 

werden. Im Gegensatz dazu blieb die Expression von UVRAG, SQSTM1, BECN1, MAP1LC3B, 

PRKAA1 und PRKAA2 stabil. Die genannten Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. 

 

Abbildung 22: Box-Whisker-Plot der RT-qPCR der Zelllinie C643 und der drei Primärkulturen nach der Behandlung 

mit 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib und einer Behandlungsdauer von 48h: Die Expression wurde gegen 

GAPDH normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ gegenüber den unbehandelten Kontrollen. *: Signifikante Werte. 
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4.4 Ergebnisse der Western Blots 

Durch die vorher dargestellten Ergebnisse der RT-qPCR konnte gezeigt werden, in welchem 

Maße die singulären und kombinierten Behandlungen mit Atezolizumab, Panobinostat und 

Sorafenib die für die Autophagie relevanten Gene auf Transkriptions-Ebene beeinflussen. Um 

aber auch die Beeinflussung auf Proteinebene beurteilen zu können, wurden anschließend 

Western Blots durchgeführt, für welche die Zellen ebenfalls mit den im RealTime-Glo™ 

ermittelten Konzentrationen für 48h behandelt wurden. Hierbei wurde die Expression der 

Autophagie relevanten Proteine Beclin (zugehöriges Gen: BECN1), UVRAG (zugehöriges Gen: 

UVRAG), p62 (zugehöriges Gen: SQSTM1), LC3B (zugehöriges Gen: MAP1LC3B), AMPKα 

(zugehöriges Gen: PRKAA1, PRKAA2) und P-AMPKα (phosphorylierte und damit aktive Form 

von AMPK) untersucht. Durch die Behandlung mit dem Autophagie-Inhibitor Bafilomycin 

konnte durch einen Vergleich der Ergebnisse festgestellt werden, ob die Behandlung mit 

Atezolizumab, Panobinostat und Sorafenib die Autophagie in den behandelten Zelllinien bzw. 

Primärkulturen inhibiert oder induziert. 

Für die vorliegende Arbeit wurde die Proteinexpression der oben genannten Proteine in der 

Zelllinie C643, den drei Primärkulturen des ATCs, und in der Kontrollzelllinie Nthy-ori 3-1 

untersucht. Für alle Zelllinien (einschließlich der Kontrolle) konnte durch die Behandlung mit 

Atezolizumab, Panobinostat und Sorafenib eine ähnliche Beeinflussung der einzelnen 

Autophagie relevanten Proteine festgestellt werden. Zur Vereinfachung erfolgt im Folgenden 

nur die Darstellung der Western Blots der Primärkulturen Patient 2 und Patient 3, welche 

exemplarisch für die Ergebnisse aller untersuchten Zelllinien stehen. Die Ergebnisse der 

Zelllinien C643, Patient 1 und Nthy-ori 3-1 können dem Anhang entnommen werden.  

Zur Darstellung der Resultate erfolgt zunächst die bildliche Darstellung der Western Blot 

Membranen (vgl. Abbildung 23 und Abbildung 25), anschließend erfolgt eine statistische 

Darstellung (s. hierzu Abbildung 24 und Abbildung 26). Die Farbintensität der Banden der 

untersuchten Proteine wurde hierzu über die Messung der Farbdichte mit der Farbintensität 

der β-Actin-/GAPDH-Bande verglichen (= Densitometrie), um so die Stärke der Expression mit 

der aufgetragenen Proteinmenge in Relation zu setzten. Anschließend erfolgte ein Vergleich 

zwischen den behandelten und den unbehandelten Zellen, um so ermitteln zu können, ob die 

Ergebnisse signifikant (*p < 0,05) sind. 

Im Anschluss sind in Abbildung 27 und Abbildung 28 die Ergebnisse für das Protein PD-L1 

dargestellt. Ziel war es, die basale Expression des Proteins in unbehandelten Kontrollzellen aller 

genutzten Zelllinien festzustellen und zu untersuchen, inwiefern die Behandlung mit dem 
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PD-L1-Inhibitor Atezolizumab, dem HDACi Panobinostat, dem TKI Sorafenib und dem 

Autophagie-Inhibitor Bafilomycin Einfluss auf die Expression des Proteins PD-L1 nimmt. 

4.4.1 Expression der Autophagiemarker in der Primärkultur Patient 2 

 

Abbildung 23: Western Blot Membranen der Primärkultur Patient 2: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 

2 = 500 ng/ml Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM 

Sorafenib, 6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. GAPDH (37 kDa) diente als 

Kontrolle. 

Wie man Abbildung 23 und Abbildung 24 entnehmen kann, konnte bei der Primärkultur 

Patient 2 nach Behandlung mit Atezolizumab für nahezu alle Proteine eine erhöhte Expression 

festgestellt werden, mit Ausnahme von LC3B-II, welches nach Behandlung auf einem stabilen 

Level blieb.  

Die Behandlungen mit Panobinostat und der Kombination aus Atezolizumab und Panobinostat 

führten zu untereinander vergleichbaren Ergebnissen. In beiden Fällen kam es zu einer 

erniedrigten Proteinexpression von LC3B-I, LC3B-II und P-AMPKα. Nach singulärer Behandlung 

mit Panobinostat war kein Proteinnachweis von LC3B-II mehr möglich. Durch die singuläre 

Behandlung mit Panobinostat konnte außerdem eine erniedrigte Expression von p62 erreicht 

werden, dieses Protein blieb nach der Kombinationsbehandlung auf einem stabilen Level. 

Ebenso verhielt es sich nach beiden Behandlungen für das Protein Beclin. AMPKα zeigte nach 

der Kombinationsbehandlung ebenfalls ein stabiles Proteinlevel, nach der singulären 

Behandlung mit Panobinostat war hingegen ein erhöhtes Proteinlevel nachweisbar. Einzig das 

Protein UVRAG zeigte nach beiden Behandlungen eine verstärkte Proteinexpression. Auffällig 

ist außerdem, dass die Expression der Proteine UVRAG, LC3B-I, LC3B-II und P-AMPKα nach 

singulärer Behandlung mit Panobinostat signifikant (*p < 0,05) niedriger ausfiel, als nach der 

Kombination mit Atezolizumab. 
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Auch die Ergebnisse der singulären Behandlung mit Sorafenib ähneln den Ergebnissen, die nach 

der Kombinationsbehandlung bestehend aus Atezolizumab und Sorafenib festgestellt werden 

konnten. In beiden Fällen konnten für die Proteine UVRAG, Beclin und AMPKα eine erhöhte 

Proteinexpression festgestellt werden, gleiches galt für das Protein LC3B-I nach kombinierter 

Behandlung. Hingegen zeigten LC3B-I und LC3B-II nach singulärer Behandlung mit Sorafenib 

eine erniedrigte Proteinexpression, wie auch p62 (nach singulärer und kombinierter 

Behandlung). P-AMPKα blieb nach beiden Behandlungen auf einem stabilen Proteinlevel, 

ebenso wie LC3B-II nach kombinierter Behandlung. 

Die Behandlung mit Bafilomycin führte schlussendlich zu einer erhöhten Proteinexpression 

aller Proteine, mit Ausnahme des Proteins P-AMPKα, welches eine gleichbleibende Expression 

zeigte. Es ist außerdem auffällig, dass die Expression nahezu aller Proteine nach Behandlung 

mit Bafilomycin signifikant (*p < 0,05) höher war, als nach Behandlung mit Panobinostat 

(Ausnahmen: UVRAG und P-AMPKα). 

 

Abbildung 24: Densitometrie der Proteinexpression in der Primärkultur Patient 2: Die Zellen wurden für 48h mit 

Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

und die Standardabweichung dreier unabhängiger Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, 

welche den untersuchten Proteinen entsprechen, wurde relativ zu der Intensität von GAPDH gesetzt. Anschließend 

erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der behandelten Zellen und der Proteinexpression der 

unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05). 
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4.4.2 Expression der Autophagiemarker in der Primärkultur Patient 3 

 

Abbildung 25: Western Blot Membranen der Primärkultur Patient 3: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 

2 = 500 ng/ml Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM 

Sorafenib, 6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. GAPDH (37 kDa) diente als 

Kontrolle. 

Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen, dass eine Behandlung mit Atezolizumab in den Zellen 

der Primärkultur Patient 3, wie auch schon bei der Primärkultur Patient 2, eine Hochregulierung 

der Proteine UVRAG, p62, LC3B-I und AMPKα bewirkte, während hingegen die Proteine Beclin 

und LC3B-II auf einem stabilen Level blieben. Einzig für das Protein P-AMPKα zeigte sich eine 

verminderte Proteinexpression. 

Die Behandlung mit Panobinostat führte, ebenso wie die Kombination mit Atezolizumab, zu 

einer Runterregulation nahezu aller untersuchten Proteine, wie es auch bei den Zellen des 

Patienten 2 beobachtet werden konnte. In allen Fällen wurde ein vermindertes Proteinlevel 

der Proteine LC3B-II und P-AMPKα beobachtet, LC3B-II war in den Zellen des Patienten 3 nach 

singulärer Behandlung mit Panobinostat nicht mehr nachweisbar. In der Primärkultur Patient 3 

wurde außerdem, nach singulärer und kombinierter Behandlung, eine erniedrigte Expression 

von p62 und Beclin festgestellt. Die Proteinexpression von LC3B-I und AMPKα wurde hingegen 

durch die Behandlungen nicht signifikant (*p < 0,05) beeinflusst. Das Protein UVRAG war nach 

der singulären Behandlung mit Panobinostat nicht mehr nachweisbar, nach 

Kombinationsbehandlung zeigte sich hingegen ein stabiles Proteinlevel. Auffällig ist erneut, 

dass die Proteinexpression aller Proteine nach singulärer Behandlung mit Panobinostat 

signifikant (*p < 0,05) niedriger war, als nach der Kombinationsbehandlung mit 

Atezolizumab + Panobinostat. 
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Auch die singuläre Behandlung mit Sorafenib zeigte ähnliche Ergebnisse wie die Kombination 

aus Atezolizumab und Sorafenib. Wie schon bei der Primärkultur Patient 2, konnte nach 

singulärer und kombinierter Behandlung eine erhöhte Proteinexpression der Proteine UVRAG, 

Beclin und AMPKα festgestellt werden. Einzig für das Protein p62 konnte in beiden Primärkultur 

eine verminderte Proteinexpression nachgewiesen werden. Ausnahme war p62 in Patient 3 

nach kombinierter Behandlung, hier zeigte sich das Proteinlevel stabil. Die Zellen der 

Primärkultur Patient 3 zeigten ansonsten, nach singulärer und nach kombinierter Behandlung, 

ein stabiles oder erhöhtes Proteinlevel. Ähnliches war auch in den Zellen des Patienten 2 

beobachtet worden. In der Primärkultur Patient 3 konnte, neben UVRAG, Beclin und AMPKα, 

ein erhöhtes Proteinlevel der Proteine LC3B-I, P-AMPKα (nach singulärer) und LC3B-II (nach 

kombinierter Behandlung) festgestellt werden.  

Abschließend führte die Behandlung mit Bafilomycin zu einem verminderten Proteinnachweis 

der Proteine p62, Beclin, LC3B-II und P-AMPKα, die Proteine LC3B-I und AMPKα blieben 

hingegen auf einem stabilen Level. Das Protein UVRAG zeigte, im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle, eine erhöhte Proteinexpression. Erneut ist zu bemerken, dass die Proteinexpression 

nach Behandlung mit Bafilomycin signifikant (*p < 0,05) höher ausfiel, als nach Behandlung mit 

Panobinostat (Ausnahme: LC3B-I). 

 

Abbildung 26: Densitometrie der Proteinexpression in der Primärkultur Patient 3: Die Zellen wurden für 48h mit 

Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

und die Standardabweichung dreier unabhängiger Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, 

welche den untersuchten Proteinen entsprechen, wurde relativ zu der Intensität von GAPDH gesetzt. Anschließend 

erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der behandelten Zellen und der Proteinexpression der 

unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05). 
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4.4.3 Expression des Proteins PD-L1 

Nach Untersuchung der für die Autophagie relevanten Proteine erfolgte abschließend noch die 

Untersuchung des Proteins PD-L1, um festzustellen, inwiefern die basale PD-L1-Expression von 

den Behandlungen mit Atezolizumab, Panobinostat, Sorafenib und den Kombinationen dieser 

Substanzen beeinflusst wird. Die Darstellung der Proteinexpression von PD-L1 erfolgt in 

Abbildung 27 und Abbildung 28. 

 

Abbildung 27: Western Blot Membranen der Expression des Proteins PD-L1: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 

2 = 500 ng/ml Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM 

Sorafenib, 6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. Dargestellt sind die Ergebnisse 

für das Protein PD-L1 (55 kDa). β-Actin (44 kDa) bzw. GAPDH (37 kDa) dienten als Kontrolle. 

In allen untersuchten Zelllinien konnte in der unbehandelten Kontrolle die Expression von 

PD-L1 nachgewiesen werden. 

Die Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab beeinflusste nur in der Primärkultur des Patienten 

1 die basale Expression von PD-L1 und führte zu einer Erhöhung des Proteinlevels. In allen 

anderen Zelllinien/Primärkulturen blieb das Proteinlevel stabil. Gleiche Ergebnisse zeigten sich 

auch nach der Behandlung mit 10 nM Panobinostat. Die Kombination der beiden bereits 

genannten Substanzen hingegen führte zu einer Erhöhung der Expression des Proteins PD-L1 

in den Primärkultur Patient 1 und 3, während die Expression in den Zellen von C643, Patient 2 

und Nthy-ori 3-1 stabil blieb. 
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Die Behandlung mit 1 µM Sorafenib führte zu einem erhöhten Proteinlevel von PD-L1 in den 

Zellen der Primärkultur des Patienten 1, gleiches war nach der Kombination mit 500 ng/ml 

Atezolizumab festzustellen. Hingegen zeigte die Primärkultur Patient 3 nach der kombinierten 

Behandlung eine Verringerung der Expression. In den etablierten Zelllinien und in der 

Primärkultur des Patienten 2 wurde die Expression nicht beeinflusst. 

Bafilomycin konnte in der Zelllinie C643 und in der Primärkultur Patient 1 eine vermehrte 

Expression des Proteins PD-L1 bewirken, hingegen blieb die Expression in den Primärkulturen 

Patient 2, Patient 3 und in der Zelllinie Nthy-ori 3-1 unbeeinflusst. 

 

Abbildung 28: Densitometrie der Proteinexpression des Proteins PD-L1: Die Zellen aller untersuchten 

Zelllinien/Primärkulturen wurden für 48h mit Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren 

Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung dreier unabhängiger 

Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, welche PD-L1 entsprechen, wurde relativ zu der 

Intensität von β-Actin bzw. GAPDH gesetzt. Anschließend erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der 

behandelten Zellen und der Proteinexpression der unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05).  
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5 Diskussion 

Die Entdeckung verschiedener Mutationen und Tumormarker, welche Signalwege in den 

Tumorzellen des ATCs beeinflussen können, wie auch die Etablierung der Immunmodulation 

als Therapieansatz, ermöglichen neue Konzepte zur Entwicklung einer gezielten und effektiven 

Therapie. In diesem Zusammenhang konnte durch die Arbeit von Wächter et al. bereits 

demonstriert werden, dass die einzelnen Primärkulturen verschiedener ATC-Patienten sehr 

unterschiedlich auf die Behandlung mit bestimmten Therapeutika reagieren und so die 

Entwicklung individueller Therapiekonzepte ein wichtiger Ansatz zur Behandlung des ATCs 

darstellt (Wächter et al. 2018b). Diese Ergebnisse können durch die hier vorliegende Arbeit 

weiter bestätigt werden. 

In den letzten Jahren gab es bereits viele neue Ansätze zur Behandlung des ATCs. Einen 

vielversprechenden neuen Therapieansatz stellen hierbei Multi-Kinase-Inhibitoren dar. So 

konnte zum Beispiel der TKI Lenvatinib in klinischen Studien eine effektive Wirksamkeit mit gut 

tolerierbaren Nebenwirkungen bei der Behandlung von ATC-Patienten aufweisen 

(Schlumberger et al. 2015). Auch für Sorafenib konnte eine Aktivität gegen Zellen des ATCs in 

vitro und in vivo nachgewiesen werden (Leo et al. 2020). Sorafenib ist in der Lage, die 

Proliferation der Zellen in verschiedenen Zelllinien des ATCS zu hemmen und das Apoptose-

Level zu erhöhen (Kim et al. 2007).  

Einen weiteren wichtigen Ansatz stellt die Therapie mit HDACis dar, welche bisher allerdings 

nur in vitro untersucht wurde. Die Behandlung von Zellen des ATCs mit HDACis führt hierbei 

durch epigenetische Modifikationen zu einer Re-Expression des SLC5A5 Transkripts und dem 

zugehörigen NIS-Protein und damit zu einer erhöhten Aufnahme von radioaktivem Iod 

(Wächter et al. 2018a).  

Neben den bereits genannten Therapieprinzipien spielt aber auch die Therapie mit Checkpoint-

Inhibitoren eine zunehmend wichtige Rolle. In diesem Zusammenhang haben sich vor allem 

PD-1/PD-L1-Inhibitoren hervorgetan, welche als alleinige Therapie oder in Kombination mit 

TKIs oder BRAF-Inhibitoren einen vielversprechenden Therapieansatz darstellen (Brauner et al. 

2016; Ferrari et al. 2020; Iyer et al. 2018). Hierbei konnte sich bereits Pembrolizumab als 

wichtige therapeutische Substanz hervortun, wobei besonders die Kombination von 

Pembrolizumab mit einem TKI (zum Beispiel Lenvatinib) eine effektive Therapie des ATCs zu 

ermöglichen scheint (Dierks et al. 2021; Iyer et al. 2018). Die genauen molekularen 

Mechanismen sind allerdings bisher nicht bekannt. 
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In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwiefern die Behandlung mit dem HDACi 

Panobinostat, dem TKI Sorafenib und dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab die Zellviabilität von 

Zellen des ATCs beeinflusst. Zur Messung der Zellviabilität wurde hierbei eine Echtzeitanalyse 

via RealTime-GloTM genutzt. Da das Lumineszenzsignal mit der Nummer vitaler Zellen korreliert, 

ist diese Methode laut Hersteller gut für Studien zur Zytotoxizität verschiedener Substanzen 

geeignet (RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay Technical Manual 2022). Sie wurde deshalb 

beispielsweise auch von Weicht et al. genutzt, welche unter anderem die Viabilität von 

Osteosarkomzellen nach Behandlung mit einem Ornithin-Decarboxylase-Hemmer 

untersuchten (Weicht et al. 2018). 

Die Messung der Zellviabilität wurde anschließend für eine Kombinationsbehandlung, 

bestehend aus Atezolizumab und Panobinostat bzw. Atezolizumab und Sorafenib, 

durchgeführt. Außerdem wurde beobachtet, inwiefern die oben genannten Therapeutika bzw. 

deren Kombinationen die Ultrastruktur von Sphäroiden des ATCs beeinflussen können. 

Hiernach erfolgte die Analyse verschiedener Autophagie-relevanter Marker auf Gen- und 

Proteinebene. Von besonderem Interesse war in diesem Zusammenhang, inwiefern die oben 

genannten Behandlungen die Autophagie in Zellen des ATCs beeinflussen können und ob diese 

Beeinflussung einen potenziellen Therapieansatz bei der individualisierten Behandlung des 

ATCs darstellt. Außerdem galt es festzustellen, inwiefern durch eine Kombinationstherapie 

eine Beeinflussung der Wirksamkeit der einzelnen therapeutischen Substanzen möglich ist. Für 

die genannten Untersuchungen standen die etablierte ATC-Zelllinie C643, drei ATC-

Primärkulturen und die etablierte, humane Thyreozyten-Zelllinie Nthy-ori 3-1 zur Verfügung, 

welche als Kontrolle diente.  

5.1 Beeinflussung der Zellviabilität durch die zielgerichtete Behandlung mit 

PD-L1-Inhibitoren, HDACis und TKIs und durch die synergetische Wirkung 

einer Kombinationstherapie 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beeinflussung der Zellviabilität durch den PD-L1-Inhibitor 

Atezolizumab, den HDACi Panobinostat und den TKI Sorafenib in Mono- und 

Kombinationstherapie an Sphäroiden der etablierten ATC-Zelllinie C643 untersucht.  

Hierbei konnte herausgefunden werden, dass Atezolizumab ab einer Konzentration von 

1 µg/ml die Zellviabilität schon nach kürzester Zeit stark beeinflusst, wobei eine genaue 

Ursache aus den vorliegenden Daten nicht ersichtlich ist. Am ehesten kann von einer 

ausgeprägten zytotoxischen Wirkung der Substanz auf die Sphäroide ausgegangen werden. Es 

konnte zum Beispiel auch in Zellen des Osteosarkoms demonstriert werden, dass 

Atezolizumab, abhängig von der eingesetzten Dosis, die Zellproliferation bzw. –viabilität der 
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untersuchten Zellen unterschiedlich stark beeinflusst (Liu et al. 2021). Eine zielführende 

Isolierung und Untersuchung von mRNA und Proteinen wäre bei einer derart negativen 

Beeinflussung der Zellviabilität nicht möglich gewesen, sodass für die vorliegenden 

Experimente eine Konzentration von 500 ng/ml Atezolizumab gewählt wurde, welche ebenfalls 

zu einer leichten Reduzierung der Viabilität führte. 

Der HDACi Panobinostat hingegen zeigte schon bei einer Konzentration von 10 nM eine 

signifikante (p < 0,05) Reduktion der Zellviabilität. Des Weiteren konnte eine deutliche 

Beeinträchtigung der Ultrastruktur der Sphäroide von C643 beobachtet werden. Dies bestätigt 

die Beobachtung von Wächter et al., dass Panobinostat schon bei einer Konzentration von 

10 nM eine sehr starke Wirkpotenz hat, welche im Vergleich mit anderen HDACis am höchsten 

ausfiel (Wächter et al. 2018a; Wächter et al. 2018b). Aber auch bei anderen Tumoren konnte 

eine effektive Hemmung des Zellwachstums durch Panobinostat festgestellt werden, so zum 

Beispiel in Zellen des Synovialsarkoms und Chondrosarkoms oder in Zelllinien des kolorektalen 

Karzinoms (Bernhart et al. 2017; Wilson et al. 2013). 

Die Kombination aus Atezolizumab und Panobinostat zeigte zwar im Vergleich zur singulären 

Behandlung mit Panobinostat keinen signifikanten (p < 0,05) Unterschied bei der Reduktion 

der Zellviabilität, sehr wohl aber im Vergleich zur singulären Behandlung mit Atezolizumab. Mit 

Hilfe der Berechnung des Kombinationsindexes konnte außerdem eine synergetische Wirkung 

der beiden Substanzen nachgewiesen werden (s. 4.1.3). Des Weiteren konnte beobachtet 

werden, dass die dreidimensionale Struktur der Sphäroide von C643 durch die kombinierte 

Behandlung mit Atezolizumab und Panobinostat stark angegriffen wurde, während dies nach 

der singulären Behandlung mit Atezolizumab nicht der Fall war. Zu den genannten Ergebnissen 

passt die von Woods et al. in Melanom-Zellen getätigte Beobachtung, dass HDACis dazu in der 

Lage sind, PD-L1 hochzuregulieren. Außerdem führte in dieser Arbeit die Kombination eines 

HDACis mit einer PD-1-Blockade zu einer verstärkten Wirkung der beiden Substrate und auf 

diese Weise zu einer verzögerten Tumorprogression und einem verlängertem 

Gesamtüberleben im Mausmodell (Woods et al. 2015). Eine Kombination aus epigenetisch-

basierten Therapien mit einer immunmodulierenden Therapie könnte also ein 

vielversprechender Ansatz sein, um einer vorbestehende oder sich entwickelnde Resistenz bei 

der Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren entgegen zu wirken (Perrier et al. 2020). 

Besonders eine Kombination aus HDACis mit anderen Therapeutika stellt also einen 

vielversprechenden neunen Ansatz bei der klinischen Behandlung von Karzinomen dar (Bose 

et al. 2014), sodass dieser Ansatz auch bei der Untersuchung neuer Kombinationstherapien für 

das ATC berücksichtigt werden sollte. 



 

77 

Der TKI Sorafenib hingegen zeigte ab einer Konzentration von 1 µM eine Beeinflussung der 

Zellviabilität der Sphäroide von C643, es musste also eine deutlich höhere Konzentration 

gewählt werden, als bei der Behandlung mit Panobinostat. Dies passt zu der Beobachtung von 

Wächter et al., dass Panobinostat verglichen mit TKIs eine höhere Wirkpotenz bei der 

Behandlung von ATCs zeigt (Wächter et al. 2018b). In dieser Studie konnte erst bei einer 

Konzentration von 100 µM ein zytotoxischer Effekt in allen untersuchten ATC-Primärkulturen 

nachgewiesen werden, allerdings erfolgte hier die Untersuchung der Viabilität mit Hilfe des 

xCELLigence RTCA SP system (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) an Monolayern 

der genutzten Primärkulturen, sodass ein direkter Vergleich der Ergebnisse nur eingeschränkt 

möglich ist (Wächter et al. 2018b). Passend zu der eher geringen Beeinflussung der Viabilität 

blieb nach der Behandlung mit 1 µM Sorafenib die Ultrastruktur der Sphäroide und die äußere 

Membran intakt. Zwar konnte nachgewiesen werden, dass Sorafenib in Zellen des ATCs einen 

Zellzyklus-Arrest bewirken und das Wachstum endothelialer Zellen über verschiedene 

humorale Faktoren inhibieren kann (Broecker-Preuss et al. 2015; Ishihara et al. 2019), klinische 

Phase-II-Studien zeigten jedoch bisher keinen klaren therapeutischen Effekt bei der 

Behandlung des ATCs (Savvides et al. 2013). Nach aktueller Studienlage scheint die alleinige 

Therapie mit Sorafenib also nur eine untergeordnete Rolle bei der Behandlung des ATCs zu 

spielen, jedoch stellt eine Kombination mit anderen therapeutischen Substanzen 

möglicherweise einen effizienten Therapieansatz dar (Leo et al. 2020). 

Hierzu passend zeigte die Kombination aus 500 ng/ml Atezolizumab und 1 µM Sorafenib zwar 

eine geringe, aber signifikante (p < 0,05) Reduktion der Zellviabilität. Die Morphologie der 

Sphäroide konnte hingegen nicht beeinflusst werden, so blieb zum Beispiel die Außenmembran 

auch nach einer Behandlungsdauer von 96 Stunden weiter intakt. Wie im vorherigen Absatz 

bereits beschrieben, konnten Wächter et al. bei ihren Untersuchungen erst bei einer 

Konzentration von 100 µM Sorafenib einen zytotoxischen Effekt auf Zellen des ATCs feststellen 

(Wächter et al. 2018b). Hieraus könnte man die Hypothese ableiten, dass eine Konzentration 

von 1 µM Sorafenib, auch in Kombination mit Atezolizumab, nicht ausreicht, um die 

Morphologie der Sphäroide zu beeinflussen. Ob diese an Monolayern getätigte Beobachtung 

auf Sphäroide übertragen werden kann und ob bei einer höheren Konzentration eine 

Beeinflussung der Ultrastruktur des Sphäroids möglich wäre, könnte in weiteren Experimenten 

untersucht werden.   

Zu bemerken ist allerdings, dass mit Hilfe des Kombinationsindexes eine synergetische Wirkung 

der genutzten Substanzen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse passen zu der 

tierexperimentellen Studie von Gunda et al., welche bei der Therapie des ATCs einen 

synergetischen Effekt bei der Kombination des Multikinase-Inhibitors Lenvatinib mit einer Anti-
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PD-1/PD-L1-Therapie feststellen konnte. Dieser beruhte auf einer Beeinflussung der 

Immunzellen in der Mikroumgebung des Tumors und führte sowohl zu einer erheblichen 

Tumorreduktion, wie auch zu einer Verdopplung des Überlebens der untersuchten Mäuse 

(Gunda et al. 2019). Aber nicht nur beim ATC konnte eine antitumorale Aktivität durch die 

Kombination von Lenvatinib mit einem PD-1/PDL-1-Inhibitor festgestellt werden, sondern zum 

Beispiel auch bei der Therapie des fortgeschrittenen Endometriumkarzinoms. Hier zeigte sich 

in einer Phase-Ib/Phase-II-Studie von Makker et al. eine gute antitumorale Aktivität bei 

Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Endometriumkarzinom, diese Ergebnisse werden in 

einer aktuell laufenden Phase-III-Studien weiter untersucht (Makker et al. 2020).  Alles in allem 

stellt also auch die Kombination aus TKIs mit PD-1/PD-L1-Inhibitoren einen vielversprechenden 

Ansatz bei der Therapie des ATCS dar, welcher auch schon in klinischen Studien evaluiert 

wurde, zum Beispiel von Iyer et al. oder Dierks et al. (Dierks et al. 2021; Iyer et al. 2018) (vgl. 

2.3.3). 

Wie bereits unter 2.1.4 dargestellt, sollte bei jedem ATC-Patienten eine molekulargenetische 

Untersuchung des Tumors erfolgen, um die Möglichkeiten für individuelle/zielgerichtete 

Therapien zu prüfen (Bible et al. 2021). Hierbei ergibt sich unter Berücksichtigung aktueller 

Daten, welche vor allem in Form von Fallberichten und kleinen Fallserien vorliegen, ein neuer 

und wichtiger Stellenwert der zielgerichteten Therapien auch als neoadjuvante 

Therapiekonzepte. Wegweisende Arbeiten wurden unter anderem von Wang et al. und 

Cabanillas et al. (vgl. 2.3.3) veröffentlicht. Auch McCrary et al. untersuchten vier ATC Patienten 

mit lokoregional fortgeschrittener Erkrankung, zwei der Patienten zeigten eine BRAFV600E 

Mutation. Diese Patienten erhielten eine neoadjuvante Therapie mit Dabrafenib und 

Trametinib, während hingegen die Patienten, bei welchen ein BRAFV600E-Wildtyp vorlag, eine 

neoadjuvante Therapie mit Pembrolizumab und Lenvatinib erhielten. Alle Patienten zeigten ein 

klinisches Ansprechen auf die Therapie mit einer Reduktion der Tumorlast, bei einem Patienten 

konnte durch die neoadjuvante Therapie ein primär irresektables Karzinom vollständig 

entfernt werden (McCrary et al. 2022). Der mögliche Einsatz multimodaler, zielgerichteter 

Therapiekonzepte als neoadjuvante Therapie stellt somit einen wichtigen Ansatz zur 

Behandlung des ATCs dar und sollte folglich in weiteren klinischen Studien untersucht werden. 

5.2 Die Rolle der Autophagie bei der Reduktion der Zellviabilität und sich daraus 

ergebende Therapieansätze 

Ziel dieser Studie war es, die molekularen Mechanismen in Zellen des ATCs zu untersuchen, die 

durch die Behandlung mit Atezolizumab, Panobinostat und Sorafenib beeinflusst werden. Ein 

besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Beeinflussung der Autophagie gelegt. 
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Der Stellenwert der Autophagie als therapeutischer Ansatzpunkt zur Behandlung des ATCs ist 

bisher nicht abschließend geklärt. Allerdings wurde bereits herausgefunden, dass die 

Expression von Autophagie-relevanten Proteinen abhängig ist vom vorliegenden Subtyp des 

SD-CAs - dies wiederum impliziert, dass die Regulation der Autophagie ein potenzielles 

therapeutisches Ziel bei der Behandlung des ATCs darstellt (Kim et al. 2017). So wies zum 

Beispiel die Arbeitsgruppe von Milošević et al. nach, dass eine Therapie mit dem dualen mTOR 

Kinase-Inhibitor Vistusertib Zellen des ATCs für eine Therapie mit dem Zytostatikum Paclitaxel 

sensibilisieren konnte, indem die Proliferation der Zellen gehemmt und die Autophagie 

induziert wurde (Milošević et al. 2018). Im Gegensatz hierzu zeigte die Arbeitsgruppe von Feng 

et al., dass die Inhibition der Autophagie den antitumoralen Effekt einer Therapie mit dem 

VEGFR2-Inhibitor Apatinib verstärkte (Feng et al. 2018). Dies verdeutlicht erneut die ggf. 

zweischneidige Doppelrolle der Autophagie bei der Therapie verschiedener Tumoren (vgl. 

2.4.1). 

Dass die Autophagie in dieser Studie eine wichtige Rolle bei der Reduktion der Zellviabilität der 

Zellen des ATCs spielt, konnte durch die signifikante (p < 0,05) Überexpression der 

Autophagie-relevanten Gene nach der Behandlung mit Atezolizumab, Panobinostat und 

Sorafenib festgestellt werden. Die genau Wirkweise und die gegenseitige Beeinflussung der 

einzelnen Therapeutika konnte durch die Untersuchung der Autophagie-Marker auf 

Proteinebene weiter aufgeschlüsselt werden. 

Besonders bemerkenswert ist hierbei die Beeinflussung der Autophagie durch die singuläre 

Behandlung mit 10 nM Panobinostat. Diese führte sowohl bei den etablierten Zelllinien C643 

(ATC) und Nthy-ori 3-1 (follikuläre epitheliale Schilddrüsenzellen), als auch bei den Zellen der 

drei Primärkulturen, zu einer signifikanten Reduktion des Proteinlevels nahezu aller 

untersuchten Autophagiemarker, wobei teilweise gar kein Nachweis des zu untersuchenden 

Proteins mehr möglich war. Gleichzeitig kam es nach der singulären Behandlung mit 

Panobinostat zu einer Überexpression nahezu aller Autophagie-relevanten Gene (Ausnahme: 

BECN1). Die Ergebnisse deuten auf einen stark wirksamen Autophagie-Prozess hin, welcher 

den Zelltod der betroffenen Zellen durch eine vorherige Therapie mit dem HDACi Panobinostat 

induzieren kann. Dieser Effekt von Panobinostat konnte bereits für andere Tumorzellen 

beschrieben werden - unter anderem für Zellen des kolorektalen Karzinoms (Gandesiri et al. 

2012), des hepatozellulären Karzinoms (Di Fazio et al. 2016), der neuroendokrinen Tumoren 

des Pankreas (Matrood et al. 2020), des Osteosarkoms (Wirries et al. 2018) und für Zellen des 

Nebennierenrindenkarzinoms (Di Fazio et al. 2022).  
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Durch die Behandlung mit Atezolizumab oder Sorafenib bzw. mit einer Kombination der 

Substanzen konnte hingegen keine derart ausgeprägte Induktion der Autophagie beobachtet 

werden. Bei den Ergebnissen der qRT-PCR zeigte sich, dass nach einer 

Kombinationsbehandlung mit Atezolizumab und Sorafenib nahezu alle Autophagie-relevanten 

Gene eine stabile Expression aufwiesen (Ausnahme: TFEB). Nach der Behandlung mit 

Atezolizumab zeigten des Weiteren die Gene BECN1, MAP1LC3B, PRKAA1 und PRKAA2 eine 

stabile Expression. Vergleicht man außerdem das nach den Behandlungen ermittelte 

Proteinlevel mit der Proteinexpression, die nach der Behandlung mit dem Autophagie-Inhibitor 

Bafilomycin detektiert werden konnte, fällt auf, dass eine gewisse Vergleichbarkeit der 

Expression möglich ist. Diese lag zumeist signifikant höher als nach der Behandlung mit 

Panobinostat. Auch diese Beobachtung unterstreicht den starken Effekt von Panobinostat bei 

der Induktion der Autophagie. 

In anderen Tumorzellen konnte hingegen eine Induktion der Autophagie nach der Behandlung 

mit TKIs festgestellt werden, unter anderem in den Zellen des NSCLCs. Hier führte die gezielte 

Therapie mit EGFR-TKIs zu einem erhöhten Autophagie-Level, welches wiederum einen 

Schutzmechanismus darstellte, um das Überleben der Tumorzellen zu sichern. Über eine 

Inhibition der Autophagie wurde wiederum der wachstumsinhibierende Effekt der TKIs wieder 

verstärkt (Han et al. 2011). Ähnliches konnte bei der Behandlung von Zellen des HCCs 

festgestellt werden, wo die Therapie mit Sorafenib über das Oberflächenmolekül CD24 zu einer 

Aktivierung der Autophagie und damit zu einer Resistenz gegenüber der Therapie mit dem TKI 

führte (Lu et al. 2018). Auch die Blockade des PD-1/PD-L1 Signalweges konnte das 

Autophagielevel in Tumorzellen erhöhen, was wiederum, zum Beispiel über das Recycling von 

Nährstoffen, das Überleben der Tumorzellen sichern kann (Hanahan und Weinberg 2011; 

Robainas et al. 2017). Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet wurde, dass die Kombinationen 

eines Autophagieinhibitors mit einem PD-1/PD-L1-Inhibitor einen neuen Therapieansatz bei 

der Behandlung verschiedener Tumoren darstellen könnte (Robainas et al. 2017; Starobinets 

et al. 2016). Inwiefern ähnliche Beobachtungen auch bei der Behandlung des ATCs gemacht 

werden können, kann nur durch weitere Grundlagenforschung bezüglich der Interaktion 

zwischen Autophagie und der Therapie mit TKIs und Immunmodulatoren festgestellt werden.  

Neben den Effekten der singulären Behandlung mit Atezolizumab und Panobinostat, welche in 

den vorherigen Absätzen bereits dargelegt wurden, wurde auch für diese beiden Substanzen 

die Auswirkung einer Kombinationstherapie auf die Expression der Autophagie-relevanten 

Gene und Proteine untersucht. Besonders auffällig war hierbei die Beobachtung, dass nach der 

Behandlung der ATC-Zellen mit der Kombination aus Atezolizumab und Panobinostat 

bestimmte Proteine, deren Nachweis nach der singulären Behandlung mit Panobinostat nicht 
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mehr gelang, nach der Kombinationsbehandlung wieder nachgewiesen werden konnten 

(Beispiele: LC3B-I in Patient 1, LC3B-II in Patient 1, 2 und 3, AMPKα in Patient 1). Der Großteil 

der anderen Proteinmarker zeigte nach der Kombinationsbehandlung aus Atezolizumab und 

Panobinostat ein höheres Proteinlevel, als es nach der singulären Behandlung mit Panobinostat 

der Fall gewesen war. Hingegen konnte, im Vergleich zur singulären Behandlung mit 

Atezolizumab, nach der Kombinationsbehandlung oftmals eine niedrigere Expression der 

Autophagie-relevanten Proteine festgestellt werden. Gleichzeitig fällt auf Genebene auf, dass 

nach einer Kombinationsbehandlung fast alle Autophagie-relevanten Gene auf einem stabilen 

Level blieben (Ausnahme: TFEB, PRKAA2). Aus diesen Daten kann folglich geschlossen werden, 

dass Atezolizumab den Autophagie-induzierenden Effekt von Panobinostat auf eine 

hemmende Weise beeinflusst. Trotz dieser inhibierenden Wirkung auf die Autophagie konnte 

in der Messung der Zellviabilität via RealTime-GloTM eine deutliche Einschränkung der 

Zellviabilität nach der kombinierten Behandlung mit Atezolizumab und Panobinostat 

festgestellt werden. Auch die dreidimensionale Struktur der Sphäroide zeigte eine deutliche 

Verdunkelung der zentralen Zone des Sphäroids und eine Verkleinerung des Durchmessers, 

dies deutet ebenfalls auf eine Reduktion der Zellviabilität hin. Man kann also die Hypothese 

aufstellen, dass der Autophagie-induzierende Effekt von Panobinostat den hier festgestellten 

Autophagie-inhibierenden Effekt von Atezolizumab überwinden kann. Dies wiederum führt, 

neben anderen Mechanismen, zu einer stark ausgeprägten Reduktion der Zellviabilität der 

untersuchten ATC-Zellen. Die Kombination aus einem HDACi mit einem PD-L1-Inhibitor stellt 

also einen potenziellen Ansatz bei der Therapie des ATCs dar. Die aufgeführten Beobachtungen 

bestätigen erneut die Wichtigkeit kombinierter und individualisierter Therapieansätze, welche 

dazu in der Lage sind, die molekularen Mechanismen der Tumorzellen zu beeinflussen. 

Außerdem bestätigen diese Ergebnisse HDACis als einen wichtigen und vor allem in 

Kombination wirksamen Therapieansatz. 

5.3 Reduktion der Zellviabilität über ein Zusammenspiel von Autophagie und 

Apoptose 

Wie im vorherigen Absatz aufgeführt, führte die Behandlung mit Atezolizumab und Sorafenib 

nicht zu einer Induktion der Autophagie. Trotzdem konnte nach der Behandlung mit den 

beiden Substanzen eine geringe, aber signifikante (p < 0,05) Reduktion der Zellviabilität 

nachgewiesen werden. Ein möglicher Erklärungsansatz hierfür wäre eine durch die Behandlung 

ausgelöste Induktion der Apoptose.  

Der aktuellen Studienlage ist zu entnehmen, dass Sorafenib in anderen soliden Tumoren, wie 

zum Beispiel dem HCC und dem Nierenzellkarzinom, eine Inhibition der Tumorzellproliferation 
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über eine Aktivierung der Apoptose bewirkte (Chang et al. 2007; Llovet et al. 2008; Liu et al. 

2006). Und auch bei der Behandlung von Zellen des ATCs konnte durch den Einsatz 

verschiedener TKIs ein erhöhtes Apoptose-Level beobachtet werden, welches zu einer 

Verminderung der Zellproliferation und zu einer Reduktion der Tumormasse führte (Ferrari et 

al. 2018; Ferrari et al. 2019; Jin et al. 2017).   

Bezüglich Atezolizumab lässt sich festhalten, dass zum Beispiel in Zellen des Osteosarkoms ein 

Apoptose-induzierender Effekt nach der Behandlung mit dem PD-L1-Inhibitor Atezolizumab 

beobachtet wurde. Hierbei fand eine direkte, dosisabhängige Induktion der Apoptose in den 

Zellen des Osteosarkoms statt (Liu et al. 2021). 

Untersuchungen von Wächter et al., welche sich aktuell noch unter Review befinden, zeigen, 

dass Atezolizumab und Sorafenib auch in der etablierten ATC-Zelllinie C643 eine Expression der 

aktiven Form der Caspasen 8 und 3 induzieren konnten.  Panobinostat hingegen bewirkte eine 

Suppression der beiden Caspasen, ohne jedoch ihre Aktivität einzuschränken, welche auf 

einem stabilen Level blieb. Außerdem konnte, bezogen auf das Zusammenspiel zwischen 

Apoptose und Autophagie, bereits demonstriert werden, dass der Autophagie-Prozess durch 

Caspasen inhibiert werden kann (Tsapras und Nezis 2017). Dies könnte eine Begründung für 

die Ausbleibende Induktion der Autophagie nach Behandlung mit Atezolizumab und Sorafenib 

darstellen, welche in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde. 

Des Weiteren unterstreichen die aufgeführten Daten das hohe Potenzial einer 

Kombinationstherapie aus Atezolizumab und Panobinostat. Panobinostat kann in Kombination 

den inhibitorischen Effekt von Atezolizumab auf die Autophagie überwinden, gleichzeitig kann 

durch die Kombination die Aktivität der Caspasen gesteigert werden. Dieser Mechanismen 

wiederum kann die Proliferation und Viabilität der Tumorzellen reduzieren.  

Betreff eines Zusammenspiels zwischen Apoptose und Autophagie wurden bereits 

verschiedene Erkenntnisse erlangt. Allgemein gesprochen stellt sich dieses Zusammenspiel als 

sehr komplex dar, da Autophagie, wie unter 2.4 aufgeführt, zum einen ein wichtiger 

Mechanismus ist, um in stressigen Situationen das Überleben der Zellen zu sichern (und hierbei 

die Apoptose zu unterdrücken), zum anderen stellt Autophagie aber auch einen alternativen 

Weg des Zelltods dar (Maiuri et al. 2007). 

Wie in diesem Kapitel bereits erwähnt, konnte in Zellen des Osteosarkoms eine dosisabhängige 

Aktivierung der Apoptose durch Atezolizumab in Osteosarkom-Zellen nachgewiesen werden 

(Liu et al. 2021). Gleichzeitig führte in dieser Arbeit die Behandlung mit Atezolizumab zu einer 

Aktivierung der Autophagie, wobei diese allerdings einen Schutzmechanismus für die 
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Tumorzellen darzustellen schien und den proapoptotischen Effekt von Atezolizumab inhibierte. 

Eine Blockade der Autophagie führte hingegen zu einer Steigerung des proapoptotischen 

Effekts des verwendeten PD-L1-Inhibitors (Liu et al. 2021). Ähnliche Erkenntnisse konnten für 

Zellen des ATCs gemacht werden. Auch hier führte eine Behandlung mit dem VEGFR-2-Inhibitor 

Apatinib zu einer Steigerung von Apoptose und Autophagie, außerdem konnte durch eine 

Blockade der Autophagie die Apoptose in den Zellen des ATCs gesteigert werden. Hieraus 

wurde geschlossen, dass eine Inhibition der Autophagie zu einer Verstärkung des anti-

proliferativen Effekts von Apatinib führen kann (Feng et al. 2018). 

Die zuletzt genannten Ergebnisse stehen damit im Gegensatz zu den in dieser Studie gewonnen 

Erkenntnissen, nach welchen eine Induktion der Autophagie zu einer Reduzierung der 

Zellviabilität führte. Allerdings gilt es zu berücksichtigen, dass zum einen andere 

Substanzklassen bei der Behandlung der ATC-Zellen verwendet wurden, zum anderen 

unterschieden sich, bis auf die Zelllinie C643, auch die in den Arbeiten untersuchten Zelllinien. 

Hier gilt es, erneut zu betonen, dass die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse zu großen 

Teilen auf die Untersuchung von Primärkulturen zurück zu führen sind. Diese lagen zum Teil in 

bereits hohen Passagen vor und wurden schon häufig aufgetaut und wieder eingefroren. Des 

Weiteren ist nicht sicher auszuschließen, dass das Ursprungsgewebe, aus welchem die Zellen 

gewonnen wurden, nur aus Zellen des ATCs bestand. Auch die Tatsache, dass eine Bildung von 

Sphäroiden mit Zellen der Primärkulturen nicht möglich war, zeigt bestehende Unterschiede 

zu der etablierten ATC-Zelllinie C643. 

Man kann in diesem Zusammenhang die Hypothese aufstellen, dass die hier genutzten 

Primärkulturen des ATCs, aufgrund sich unterscheidender molekulargenetischer 

Eigenschaften, unterschiedlich auf die Induktion bzw. Inhibition der Autophagie reagieren. Wie 

genau Apoptose und Autophagie in Zellen des ATCs interagieren, ist folglich nicht abschließend 

zu klären. Die in dieser Studie gewonnen Erkenntnisse zur Beeinflussung der Zellviabilität über 

eine Induktion der Autophagie können allerdings eine wichtige Grundlage für weitere 

Untersuchungen bieten. 

5.4 Auswirkung der antitumoralen Therapie auf die Expression von PD-L1 

Es wurde bereits erwähnt, dass Zellen des ATCs eine höhere Expression von PD-L1 aufweisen, 

als die Zellen differenzierter SD-CAs (Ahn et al. 2021). Dies passt zu der Beobachtung von Dell‘ 

Aquila et al., dass die PD-L1-Expression auf Tumorzellen mit der Malignität der Tumoren 

assoziiert sein kann (Dell'Aquila et al. 2020). Gleichzeitig ist die PD-L1-Expression ein 

potenzieller Biomarker für die Reaktion von verschiedenen Tumoren auf die Behandlung mit 

PD-1- oder PD-L1-Antikörpern (Page et al. 2014). 
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Eine PD-L1-Expression kann in 20-30% aller ATCs nachgewiesen werden  (Ahn et al. 2017; Wu 

et al. 2015; Zwaenepoel et al. 2017) (vgl. 2.3.2). Bemerkenswert in der Studie von Ahn et al. ist, 

dass in den zwei ATCs, welche eine positive PD-L1-Expression aufwiesen, 80-90% der 

Tumorzellen positiv für PD-L1 waren (Ahn et al. 2017). Dass eine Immuntherapie gegen PD-L1 

einen potenziellen Therapieansatz zur Behandlung des ATCs darstellt, konnte bereits in 

vorherigen Studien belegt werden (Cantara et al. 2019; Zwaenepoel et al. 2017). 

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von PD-L1 bestimmt. Die via Western 

Blot bestimmte PD-L1-Expression der hier untersuchten Zelllinien/Primärkulturen ist unter 

4.4.3 dargestellt. Der CPS bezüglich der Expression von PD-L1 kann Tabelle 2 entnommen 

werden. 

Während die etablierten Zelllinien C643 und Nthy-ori 3-1 auch nach der Behandlung mit 

Atezolizumab, Panobinostat und Sorafenib bzw. nach der Kombinationsbehandlung ein 

stabiles PD-L1-Level zeigten, kann bei den drei untersuchten Primärkulturen, zumindest 

teilweise, eine Beeinflussung der Proteinexpression nachgewiesen werden.  

Auffällig ist, dass die Zellen des Patienten 2 in der unbehandelten Kontrolle die höchste 

Expression von PD-L1 zeigten, diese veränderte sich allerdings nach der Behandlung mit den 

eingesetzten Therapeutika nicht. Die Primärkultur Patient 1 zeigte hingegen die niedrigste 

Expression von PD-L1, welche allerdings nach der singulären und kombinierten Behandlung mit 

den eingesetzten Therapeutika signifikant (p < 0,05) erhöht wurde. Die Primärkultur Patient 3, 

deren Proteinlevel zwischen dem von Patient 1 und Patient 2 lag, zeigte hingegen nur nach den 

Kombinationsbehandlungen eine veränderte Expression von PD-L1. Hierbei war eine erhöhte 

Expression nach der Behandlung mit Atezolizumab und Panobinostat festzustellen, die 

Kombination aus Atezolizumab und Sorafenib hingegen bewirkte eine Verringerung der 

Expression. 

Auch die Arbeitsgruppe von Hegedűs et al. konnte in Zelllinien des ATCs eine erhöhte 

Expression von PD-L1 nach der Behandlung mit einem HDACi nachweisen (Hegedűs et al. 2020). 

Dies war unter anderem auch für die Zellen der Primärkultur des Patienten 1 festzustellen, 

sowohl nach singulärer Behandlung mit dem HDACi Panobinostat, wie auch nach der 

Kombination mit Atezolizumab. Auffällig ist, dass sowohl die Primärkultur Patient 1, wie auch 

die in der Arbeit von Hegedűs untersuchten Zelllinien, eine BRAFV600E-Mutation aufwiesen 

(Hegedűs et al. 2020). 

Bezogen auf HDACis konnte auch in Zellen des multiplen Myeloms nach der Behandlung mit 

dem HDACi Panobinostat ein erhöhtes Proteinlevel von PD-L1 festgestellt werden, wobei unter 



 

85 

anderem Histonacetylierung eine Rolle spielte (Iwasa et al. 2019). Ähnliches ließ sich für Zellen 

des kolorektalen Karzinoms nach Behandlung mit dem HDACi Romidepsin nachweisen (Shi et 

al. 2020). Hierbei ist zu berücksichtigen, dass die erhöhte Expression von PD-L1 zunächst die 

antitumorale Aktivität von T-Zellen runterreguliert und so die Tumorzellen vor der 

körpereigenen Immunabwehr schützt. Gleichzeitig kann die durch HDACi-induzierte 

Hochregulation von PD-L1 die Infiltration von T-Zellen erhöhen, wie auch die Präsentation von 

Antigenen. Diese Mechanismen wiederum erhöhen den Effekt einer Immuntherapie mit 

PD-1/PD-L1-Inhibitoren (Shi et al. 2020). Eine Erhöhung des Proteinlevels von PD-L1 durch den 

Einsatz von Kombinationstherapien, welche in der hier vorgestellten Arbeit bei zwei der drei 

untersuchten Primärkulturen festgestellt werden konnte, stellt somit einen möglichen 

Therapieansatz bei der Behandlung des ATCs dar, da auf diesem Weg die Tumorzellen für die 

Behandlung mit PD-L1-Inhibitoren sensibilisiert werden können.  

Eine Erhöhung des PD-L1-Levels konnte außerdem auch in Tumor-infiltrierenden Immunzellen 

des HCCs nach Behandlung mit dem TKI Sorafenib nachgewiesen werden (Lu et al. 2019). Auch 

für die Zellen der Primärkultur Patient 1 war dies nach der Behandlung mit Sorafenib zu 

beobachten. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Erhöhung der Expression von PD-L1 

nach einer Kombinationsbehandlung ist also am ehesten auf den Effekt von Panobinostat und 

Sorafenib zurück zu führen. Des Weiteren konnte Gunda et al. konnte mit Hilfe eines 

Mausmodells bereits einen synergetischen Effekt des KI Lenvatinib mit einer Anti-PD-1/PD-L1-

Therapie nachweisen (Gunda et al. 2019) (vgl. 5.1). 

5.5 Ausblick 

Ein möglicher Ansatz, um ein effektives Therapieansprechen und die Entstehung von 

Resistenzen bei der Behandlung des hochaggressiven ATC zu vermeiden, stellt die Kombination 

verschiedener therapeutisch wirksamer Substanzen dar, welche unterschiedliche Signalwege 

angreifen. Dementsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit eine synergistische Wirkung 

verschiedener Therapeutika nachgewiesen werden, welche potenziell dazu in der Lage ist, die 

Aggressivität der Tumorzellen des ATCs zu überwinden und den Zelltod zu induzieren. 

Um die molekulargenetischen Auswirkungen der einzelnen Substanzen und ihrer 

Kombinationen zu verstehen, bedarf es weiterer Forschung, für welche diese Arbeit einen 

Grundstein darstellen kann. Besonders aufschlussreich könnte es hierbei sein, die Rolle der 

Autophagie und der Apoptose in Zellen des ATCs weiter zu untersuchen. In dieser Arbeit führte 

beispielsweise die Induktion der Autophagie durch den HDACi Panobinostat zu einer negativen 

Beeinflussung der Zellviabilität, gleichzeitig konnte Panobinostat den Autophagie-

inhibierenden Effekt von Atezolizumab überwinden. Diese Beobachtungen ermutigen zu 
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weiteren Untersuchungen der zugrundeliegenden Mechanismen an in vitro und in vivo 

Modellen.  

Ein weiterer potenzieller Baustein stellt die Untersuchung der Mikroumgebung des Tumors 

und der hier vorkommenden Makrophagen dar. Es ist bereits bekannt, das tumor-assoziierte 

Makrophagen PD-L1 exprimieren und damit zu einer immunsuppressiven Wirkung der 

Mikroumgebung der Tumoren beitragen. Die Therapie mit PD-L1-Inhibitoren kann wiederum 

die antitumorale Aktivität der Makrophagen re-induzieren (Hartley et al. 2018). Eine 

Untersuchung dieses Mechanismus in Zellen des ATCs könnte helfen, die Wirkweise der PD-L1-

Inhibitoren weiter zu verstehen. 
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6 Zusammenfassung 

6.1 Deutsche Zusammenfassung 

Das anaplastische Schilddrüsenkarzinom (ATC) zählt zu den aggressivsten und tödlichsten 

Tumorerkrankungen überhaupt. Gründe hierfür sind unter anderem das hohe 

Metastasierungspotenzial und das Fehlen effektiver Therapiekonzepte. Hieraus ergibt sich die 

Notwendigkeit, zielgerichtete und multimodale Therapien zu etablieren und die 

molekulargenetischen Mechanismen in Zellen des ATCs weiter zu entschlüsseln, um eine 

effektive und individualisierte Behandlung zu ermöglichen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern der PD-L1-Inhibitor Atezolizumab, der 

Histondeacetylaseinhibitor (HDACi) Panobinostat und der Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) 

Sorafenib die Zellviabilität von Zellen des ATCs beeinflussen können. Des Weiteren wurde mit 

Hilfe von qRT-PCR und Western Blot analysiert, inwiefern die Behandlung der Zellen die 

Expression der Autophagiemarker UVRAG, p62, Beclin, LC3B-I, LC3B-II, AMPKα und P-AMPKα 

auf Gen- bzw. Proteineben beeinflusst und welche Rolle die Autophagie, als alternativer Weg 

des Zelltodes, bei der Behandlung der einzelnen Zelllinien spielt. Zuletzt wurde die mögliche 

Beeinflussung des Proteinlevels von PD-L1 untersucht. Für die Durchführung stand zum einen 

die etablierte Zelllinie C643, zum anderen die Zelllinien dreier humaner Primärkulturen zur 

Verfügung. Als Kontrollzelllinie wurde die etablierte, humane Zelllinie Nthy-ori 3-1 genutzt. 

Mit Hilfe einer Zellviabilitätsmessung via RealTime-GloTM konnte demonstriert werden, dass 

der HDACi Panobinostat schon bei einer Konzentration von 10 nM eine signifikante (p < 0,05) 

Reduktion der Zellviabilität in Sphäroiden der etablierten Zelllinie C643 bewirken kann, 

während dies nach der Behandlung mit 500 ng/ml Atezolizumab und 1 µM Sorafenib nur 

eingeschränkt beobachtet werden konnte. Interessanterweise zeigte die Kombination von 

Atezolizumab mit Panobinostat bzw. Sorafenib einen synergistischen Effekt, wobei vor allem 

die zuerst genannte Kombination zu einer Reduktion der Zellviabilität führte. Bei der 

mikroskopischen Untersuchung von Sphäroiden führte die singuläre Behandlung mit 

Panobinostat, wie auch die Kombination mit Atezolizumab, zu einer Verdunkelung der 

Sphäroide und zu einem Verlust der Grundstruktur. 

Außerdem konnte beobachtet werden, dass eine singuläre Behandlung mit den genannten 

Substanzen zu einer Überexpression einiger Gene führte, die für die Autophagie relevant sind. 

Eine Kombinationsbehandlung induzierte in zwei der untersuchten Transkripte eine erhöhte 

Expression.  Hingegen war auf Proteinebene nach der Behandlung mit Panobinostat fast kein 

Nachweis der Autophagie-relevanten Proteine mehr möglich, dies spricht für einen stark 
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wirksamen Autophagieprozess, welcher letztendlich zu einer Einschränkung der Zellviabilität 

und zum Zelltod der behandelten Zellen führte. Bemerkenswert ist allerdings, dass nach der 

Kombinationsbehandlung mit Atezolizumab und Panobinostat, im Vergleich zur singulären 

Behandlung mit Panobinostat, eine erhöhten Expression der Autophagie-relevanten Proteine 

beobachten werden konnte. Dies weist auf einen Autophagie-inhibierenden Effekt von 

Atezolizumab hin. Trotzdem konnte auch nach der Kombinationsbehandlung mit Atezolizumab 

und Panobinostat eine deutliche Einschränkung der Zellviabilität festgestellt werden, was 

darauf hindeutet, dass der Autophagie-induzierende Effekt von Panobinostat den Autophagie-

inhibierenden Effekt von Atezolizumab überwindet und so den Zelltod der behandelten Zellen 

bewirkt. Derartige Beobachtungen konnten für die singuläre Behandlung mit Atezolizumab und 

Sorafenib bzw. deren Kombination nicht gemacht werden. Die Einschränkung der Zellviabilität 

nach der Behandlung mit den zuletzt genannten Substanzen ist also nicht auf eine Induktion 

der Autophagie zurück zu führen. Des Weiteren konnte eine potenzielle Erhöhung der 

PD-L1-Expression der Tumorzellen nach Behandlung mit Panobinostat und Sorafenib 

beobachtet werden, dies wiederum könnte die Tumorzellen für eine Behandlung mit dem 

PD-L1-Inhibitor Atezolizumab weiter sensibilisieren. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen das hohe Potenzial kombinierter und synergetisch 

wirkender Therapiekonzepte, wobei vor allem die Kombination des PD-L1-Inhibitors 

Atezolizumab mit dem HDACi Panobinostat ein wirksames Therapiekonzept bei der 

Behandlung des ATCs darstellen könnte. Weitere Untersuchungen werden benötigt, um die 

genauen Rollen von PD-L1 und Autophagie in Zellen des ATCs zu entschlüsseln, um auf diese 

Weise durch gezielte Therapiekonzepte eine effektive Behandlung dieser tödlichen 

Tumorerkrankung zu ermöglichen. 

6.2 Abstract 

Anaplastic thyroid carcinoma (ATC) is one of the most aggressive and deadliest malignancies 

because of its high metastatic potential and the lack of effective therapy. Therefore, it is 

strongly needed to identify targeted and multimodal effective therapies based on its aberrant 

molecular background.  

In the present study the cell viability of ATC cells was investigated after the treatment with the 

PD-L1 inhibitor atezolizumab, the HDACi panobinostat and the TKI Sorafenib. Furthermore, 

RT-qPCR and Western Blot were used to modulation of the transcripts and proteins related to 

the autophagic genes UVRAG, SQSTM1, TFEB, BECN1, MAP1LC3B, PRKAA1_1 and PRKAA 2_1. 

Finally, the protein level of PD-L1 was analysed. The established ATC cell line C643 and three 
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PDTTs were used as ATC model for this study. Thyroid follicular epithelial immortalized cells 

Nthy-ori 3-1 were used as control.  

The viability of C643 spheroids was detected by the use of the Real Time GloTM kit. 

Panobinostat caused a significant reduction of cell viability at 10 nM concentration. The 

treatment with 500 ng/ml of atezolizumab und 1 µM of sorafenib showed only a slight 

reduction of cell viability. Interestingly, the combination of 500 ng/ml of atezolizumab with 

10 nM of panobinostat or 1 µM of sorafenib showed a synergic effect; especially the 

combination of atezolizumab and panobinostat caused a significant reduction of cell viability. 

Besides, the treatment with panobinostat alone and in combination with atezolizumab caused 

a darkening of the spheroid and a complete loss of its structure. 

Furthermore, the solo administration of atezolizumab, panobinostat and sorafenib caused an 

over-expression of most of the autophagy transcripts, while the combination of atezolizumab 

with panobinostat or sorafenib caused a significant change in the expression of two autophagy 

transcripts. However, the solo administration with panobinostat caused a significant down-

regulation of the protein level of nearly all autophagy markers, which confirmed a strong 

ongoing autophagy process leading to cell death. Interestingly, after treatment with the 

combination of atezolizumab and panobinostat a higher protein level of the autophagy 

proteins could be detected, compared to the solo administration with panobinostat. These 

results indicate an inhibitory effect on autophagy process exerted by atezolizumab. 

Nonetheless, the combination of atezolizumab and panobinostat led to a significant reduction 

of cell viability. These findings indicated that the combination with panobinostat resulted 

effective by overcoming the inhibitory effect exerted by atezolizumab on autophagy process, 

which caused a reduction of cell proliferation and finally decay. However, similar findings could 

not be observed after administration with atezolizumab and sorafenib or after the combination 

of the two compounds, therefore a reduction of cell viability is not caused by an induction of 

autophagy process. Another important finding was the potential upregulation of PD-L1 after 

treatment with panobinostat and sorafenib, supporting the possibility to sensitize ATC cells to 

a therapy with the PD-L1 inhibitor atezolizumab. 

The results made in this study show the high potential of using combined treatment. The 

combination of the PD-L1 inhibitor atezolizumab and the HDACi panobinostat could be an 

effective therapeutic concept for patients affected by ATC. Further investigations are needed 

to verify the role of PD-L1 and autophagy in vivo.  
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8 Anhang 

8.1 Western Blot Ergebnisse der Zelllinie C643, der Primärkultur Patient 1 und 

der Zelllinie Nthy-ori 3-1 

8.1.1 Expression der Autophagiemarker in der Zelllinie C643 

 

Abbildung 29: Western Blot Membranen der Zelllinie C643: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 2 = 500 ng/ml 

Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM Sorafenib, 

6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. β-Actin (44 kDa) diente als Kontrolle. 

 

Abbildung 30: Densitometrie der Proteinexpression in der Zelllinie C643: Die Zellen wurden für 48h mit 

Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

und die Standardabweichung dreier unabhängiger Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, 

welche den untersuchten Proteinen entsprechen, wurde relativ zu der Intensität von β-Actin gesetzt. Anschließend 

erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der behandelten Zellen und der Proteinexpression der 

unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05). 
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8.1.2 Expression der Autophagiemarker der Primärkultur Patient 1 

 

Abbildung 31: Western Blot Membranen der Primärkultur Patient 1: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 

2 = 500 ng/ml Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM 

Sorafenib, 6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. β-Actin (44 kDa) diente als 

Kontrolle. 

 

Abbildung 32: Densitometrie der Proteinexpression in der Primärkultur Patient 1: Die Zellen wurden für 48h mit 

Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

und die Standardabweichung dreier unabhängiger Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, 

welche den untersuchten Proteinen entsprechen, wurde relativ zu der Intensität von β-Actin gesetzt. Anschließend 

erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der behandelten Zellen und der Proteinexpression der 

unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05). 
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8.1.3 Expression der Autophagiemarker in der Zelllinie Nthy-ori 3-1 

 

Abbildung 33: Western Blot Membranen der Zelllinie Nthy-ori 3-1: 1 = unbehandelte Kontrollprobe, 2 = 500 ng/ml 

Atezolizumab, 3 = 10 nM Panobinostat, 4 = 500 ng/ml Atezolizumab + 10 nM Panobinostat, 5 = 1 µM Sorafenib, 

6 = 500 ng/ml Atezolizumab + 1 µM Sorafenib, 7 = 100 pM Bafilomycin. β-Actin (44 kDa) diente als Kontrolle. 

 

 

Abbildung 34: Densitometrie der Proteinexpression in der Zelllinie Nthy-ori 3-1: Die Zellen wurden für 48h mit 

Atezolizumab, Panobinostat oder Sorafenib bzw. deren Kombinationen behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte 

und die Standardabweichung dreier unabhängiger Aufnahmen der Membranen. Die Farbintensität der Banden, 

welche den untersuchten Proteinen entsprechen, wurde relativ zu der Intensität von β-Actin gesetzt. Anschließend 

erfolgte der Vergleich zwischen der Proteinexpression der behandelten Zellen und der Proteinexpression der 

unbehandelten Kontrolle. *: Signifikante Werte (p < 0,05).  
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