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1 Zusammenfassung 
Die Autophagie ist ein zytoprotektiver, für die zelluläre Homöostase essentieller Mechanismus. 

Sie ist in allen Zellen konstitutiv aktiv und dient dem Abbau schädlicher Zellbestandteile wie 

z. B. dem gealterter dysfunktionaler Organellen oder dem aberranter Proteinaggregate. Darüber 

hinaus handelt es sich um einen adaptiven Stress-induzierten Mechanismus, mit dem Zellen 

unter anderem auf Hunger oder DNA-Schäden reagieren. Sie spielt daher eine bedeutende 

physiologische, aber auch pathophysiologische Rolle: Eine fehlerhafte Autophagie kann zur 

Entstehung verschiedener - insbesondere neurodegenerativer und maligner - Krankheiten 

beitragen. Während eine defekte Autophagie also einerseits an der neoplastischen 

Transformation beteiligt sein kann, unterstützt die Autophagie andrerseits aber auch 

Krebszellen, Stress zu begegnen, z. B. indem sie sie vor den zytotoxischen Folgen der 

Chemotherapie schützt. Basierend auf dieser Erkenntnis werden bereits klinische Studien 

vorgenommen, in denen die Kombination von Zytostatika mit dem Autophagie-Inhibitor 

Chloroquin an Krebspatienten getestet wird. Andere Studien allerdings zeigen, dass die 

Aktivierung der Autophagie auch zum Krebszelltod führen kann, womit ihre Inhibierung 

gänzlich kontraindiziert wäre. Die Gründe, warum die Autophagie den Krebszelltod sowohl 

hemmen als auch verstärken kann, sind bislang allenfalls ansatzweise verstanden. Um eines 

Tages therapeutische Erfolge durch die Autophagie-Modulation erzielen zu können, ist mithin 

noch viel Grundlagenforschung erforderlich.   

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war es, einen Beitrag zur Klärung der komplexen Rolle der 

Autophagie in Neoplasien zu leisten. Erstmalig wurde hier die konstitutive Autophagie-

Aktivität in Krebszellen, und zwar in der Leukämie-Zelllinie MOLM-13, hinsichtlich des 

Zusammenhangs mit zellbiologischen Aspekten wie Zellzyklus, Metabolismus und 

Chemosensibilität untersucht. Dafür wurde eine vor kurzem Arbeitsgruppen-intern entwickelte 

Methode optimiert, die es erlaubt, Zellen nach ihrer autophagozytotischen Aktivität zu sortieren 

und für Anschlussversuche weiterzukultivieren. Auf Basis des Autophagosomen-spezifischen 

Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID wurden die Zellen mit einem FACS (Fluorescence Activated 

Cell Sorting)-Sortiergerät in drei Populationen mit unterschiedlicher Autophagie-Aktivität 

fraktioniert; die drei Fraktionen wurden im Weiteren als AutLO, AutME und AutHI bezeichnet. 

Die Cyto-ID-basierte Zellsortierung wurde mit Standardverfahren zum Nachweis der 

Autophagieaktivierung auf Proteinebene mittels Western Blot und auf Transkriptionsebene 

mittels Real-Time RT-PCR geprüft: Die Autophagie-Marker microtubule associated protein 2 

light chain 3 (LC3B-II) und unc-51-like autophagy-activating kinase 1 (ULK1) erwiesen sich 
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in der AutLO-Fraktion als jeweils am niedrigsten und in der AutHI-Fraktion als jeweils am 

höchsten exprimiert. Dies validierte die Methode der Autophagie-spezifischen Zellsortierung.  

Eine potentielle Interaktion von Autophagie und Zellzyklus wurde mit Hilfe von 

Kombinationsbehandlungen mit dem Autophagie-Inhibitor 3-Methyladenin und dem 

Autophagie-Aktivator Etoposid, einem Zellzyklus-beeinflussenden Zytostatikum, untersucht. 

3-Methyladenin unterband den Etoposid-induzierten Zellzyklusarrest, was einen ersten 

Hinweis auf einen Zusammenhang von Autophagie und Zellzyklus gab. Dieser Zusammenhang 

bestätigte sich in Zellzyklusanalysen von Cyto-ID-sortierten Zellen: Die AutLO-Zellen befanden 

sich weit überwiegend in der G1-Phase des Zellzyklus, während die AutHI-Fraktion von Zellen 

in der G2/M-Phase dominiert wurde. Expressionsanalysen mittels Western Blot und Real-Time 

RT-PCR bestätigten diesen Befund: Standardmarker für die G2/M-Phase, nämlich Cyclin B1 

und phosphoryliertes Histon H3 (pS10H3) wie auch die mRNAs von Cyclin B1 und von der 

Polo-Like-Kinase 1, erwiesen sich als viel häufiger in der AutHI- als in der AutLO-Fraktion. 

Diese Ergebnisse zeigen eine differentielle Regulation der Autophagie-Aktivität während des 

Durchlaufens des Zellzyklus. Die Cyto-ID-sortierten Zellen unterschieden sich außerdem in 

ihrem Metabolismus, der mittels des Seahorse XF96 analysiert wurde. Mit steigender 

Autophagie-Aktivität nahmen der mitochondriale Metabolismus und die Glykolyse-Aktivität 

signifikant zu. Zuletzt wurde erstmalig mithilfe der Autophagie-spezifischen Zellsortierung der 

Einfluss der konstitutiven Autophagie auf die Wirkung von Zytostatika untersucht. Dabei zeigte 

sich, dass unterschiedliche Autophagie-Aktivitäten die Sensibilität der Zellen gegenüber vier 

verschiedenen Zytostatika, nämlich Cytarabin, Etoposid, Vincristin und Campthotecin, nicht 

beeinflussten.  

Im Rahmen dieser Dissertation konnten wir eine neue Methode in der Grundlagenforschung an 

konstitutiver Autophagie, nämlich die Autophagie-spezifische Zellsortierung, validieren und 

optimieren. Mithilfe dieser Methode gelang es uns Klarheit in das widersprüchliche Feld der 

Erkenntnisse über das Zusammenspiel zwischen Autophagie und Zellzyklus zu bringen. Wir 

konnten eine differentielle Regulation der Autophagie im Zellzyklus nachweisen, die sich durch 

eine Koexistenz signifikant erhöht exprimierter G2/M-spezifischer und Autophagie-

spezifischer Marker sowohl auf Protein- als auch Transkriptionsebene zeigte. Somit kommen 

wir dem Ziel näher, den Autophagie-Prozess eines Tages gut genug zu verstehen, um ihn für 

therapeutische Zwecke modulieren zu können. 



 

3 
 

2 Einleitung 

2.1 Akute Leukämien  

2.1.1 Epidemiologie und Prognose 

Im Jahr 2018 erkrankten circa 3,91 Millionen Menschen in Europa neu an Krebs und circa 1,93 

Millionen Europäer starben im selben Jahr daran (Ferlay et al. 2018). Eine Hochrechnung über 

die Inzidenz und die Mortalität von 25 Tumorarten in 40 europäischen Ländern ergab, dass die 

häufigste Tumorart Brustkrebs, gefolgt von Darmkrebs, Lungenkrebs, und Prostatakrebs ist. 

Die Hälfte aller Krebserkrankungen europaweit wurden von diesen vier Tumoren abgedeckt 

(Ferlay et al. 2018). Laut dem „Bericht zum Krebsgeschehen 2016 in Deutschland“, 

veröffentlicht vom Robert-Koch-Institut, nahmen die Leukämien, akute und chronische, bei den 

Frauen 2,5 % und bei den Männern 3 % aller Neuerkrankungen an bösartigen Neubildungen 

ein. Betrachtet man nur die akuten Leukämien, so erkrankten circa 80 % an einer akuten 

myeloischen Leukämie (AML) und nur 20 % an einer akuten lymphatischen Leukämie (ALL). 

Von allen Menschen, die an einer ALL erkrankten, sind 45 % unter 15 Jahre alt. Das mediane 

Neuerkrankungsalter betrug bei der ALL 20 Jahre, wohingegen es bei der AML bei 72 Jahren 

lag. Es ist deutlich zu erkennen, dass die ALL vor allem im Kindesalter auftritt. In Zahlen sind 

25 % aller Krebserkrankungen im Kindesalter Akute lymphatische Leukämien. Betrachtet man 

die Verteilung von ALL zu AML bei Patienten unter 15 Jahren im Vergleich zu Patienten über 

15 Jahren, so drehen sich die prozentualen Anteile sogar um, womit von allen akuten 

Leukämien circa 80 % auf die ALL entfallen und nur 20 % auf die AML. Nicht nur die 

Verteilung ist eine andere, sondern auch die damit verbundene 5-Jahres-Überlebensrate. Diese 

beträgt bei Kindern (< 15 Jahre) für die ALL 92 % und für die AML 74 % in Deutschland 

(Kraywinkel und Spix 2017). Bei erwachsenen Patienten gilt: je höher das Alter zum Zeitpunkt 

der Diagnosestellung, desto schlechter ist die Prognose und damit geringer das 5-Jahres-

Überleben. Beispielsweise beträgt diese für die ALL 30 % und für die AML 34 % für Patienten, 

die zwischen dem 55. und dem 64. Lebensjahr erkranken (Kraywinkel und Spix 2017).  

2.1.2 Definition und Ätiologie 

Unter der Leukämie versteht man eine Krebserkrankung des blutbildenden Systems. Es handelt 

sich hierbei um die unkontrollierte, klonale Vermehrung von hämatopoetischen Stamm-

/Vorläuferzellen, die als Blasten im Knochenmark, aber auch im peripheren Blut oder nach 

Infiltration extramedullärer Organe, zu finden sind. Diese malignen Zellen sind in ihrer 

Funktion beeinträchtigt. Durch die Akkumulation der Blasten im Knochenmark wird zudem 
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die normale Hämatopoese gestört, wodurch es zur Insuffizienz des Knochenmarks kommt. Als 

Resultat kann es zum Auftreten einer Anämie, Thrombozytopenie oder Granulozytopenie 

kommen, woraus sich die Hauptsymptome der Leukämie ableiten lassen. Die Herkunft der 

Blasten, also je nachdem ob eine Zelle der myeloischen oder lymphatischen Reihe neoplastisch 

transformiert ist, entscheidet, ob es sich um eine AML oder eine ALL handelt. In der 

vorliegenden Arbeit wurde an der AML, die eine weitaus schlechtere Prognose im Kindesalter 

hat, geforscht.  

Für die akkurate Diagnostik, die richtige prognostische Einschätzung und die Entwicklung 

zielgerichteter Therapien ist eine genetisch-basierende Klassifikation der AML unerlässlich 

(Watts und Nimer 2018). Die akute promyelozytische Leukämie oder die chronisch myeloische 

Leukämie, ebenfalls Neoplasien myeloischen Ursprungs, können mittlerweile durch Diagnose 

der Hauptmutation, welche jeweils zu einer Akkumulation eines onkogenen Fusionsproteins in 

der Zelle führt, sehr gut behandelt werden. Die Ursache für die Mutation per se ist meist 

unbekannt, erwiesen ist lediglich, dass ein paralleles Auftreten mehrerer DNA-Sequenz-

Mutationen und epigenetischer Modifikationen eine entscheidende Rolle spielt (Watts und 

Nimer 2018). Chromosomale Anomalien (Down-Syndrom, Fanconi-Anämie), angeborene 

Immundefekte, Keimbahnmutationen und die Exposition von Karzinogenen wie Benzol oder 

ionisierende Strahlung sind bekannte prädisponierende Faktoren (Buffler et al. 2005, Moassass 

et al. 2018). 

2.1.3 Klassifikationen und Prognosefaktoren 

Ursprünglich wurden die akuten Leukämien anhand der FAB-Klassifikation (French-

American-British Klassifikation) eingeteilt. Die AML konnte aufgrund ihrer 

zytomorphologischen Charakteristika, also je nach Ursprung der Leukämiezellen, in acht 

Untergruppen eingeteilt werden (M0-M7). Berücksichtigt wurden hierfür beispielsweise der 

Differenzierungsgrad der Blasten, das Vorhandensein von Auer-Stäbchen oder mögliche 

zytogenetische Aberrationen. Im klinischen Alltag wurde diese Einteilung von der WHO-

Klassifikation (2016) abgelöst, die vor allem zyto- und molekulargenetische Kriterien mit 

einbezieht. Darunter werden Aspekte wie das Bestehen eines Zusammenhangs mit einem 

vorherig diagnostizierten myelodysplastischen Syndrom, einer Trisomie 21 oder einer 

vorausgegangenen Chemotherapie oder Radiatio berücksichtigt. Das Augenmerk liegt auf 

spezifischen genetischen Aberrationen, die entscheidend für die Prognosestellung sind. Nach 

der ELN (European LeukemiaNet) Klassifikation kann die AML anhand der genetischen 

Aberrationen in günstig (t (8;21), Inversion inv (16) etc.), intermediär I + II (t (9;21), Wildtyp-
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NPM1 ohne FLT3-ITD etc.) und ungünstig (komplexe Aberrationen (> 3), Deletion von 

Chromosom 5 und 7 etc.) eingeteilt werden (Mrozek et al. 2012). Diese Einteilung erlaubt es, 

eine Aussage über das 5-Jahres-Überleben zu treffen. Neben den genetischen Veränderungen 

gilt auch das Alter bei Erstdiagnose als entscheidender Prognosefaktor, wobei gilt: je älter der 

Patient (> 60 Jahre), desto geringer die Chance auf eine komplette Remission (CR) und desto 

höher das Risiko eines Rezidivs. Daneben sind eine Leukozytenzahl von über 100.000/µl und 

eine therapierefraktäre AML negative Prognosefaktoren. 

2.1.4 Therapie  

Durch den Zugang zu modernen molekulargenetischen Verfahren konnte insbesondere die 

Therapie kindlicher AML-Patienten in den letzten Jahren deutlich verbessert werden. 

Beispielsweise konnten mittels Next Generation Sequencing einige Mutationen in den AML-

Blasten der Patienten ausfindig gemacht werden, die zu neuen Ansätzen in der Entwicklung 

gezielter Therapien beitrugen (Watts und Nimer 2018). Allgemein muss bei der Therapie von 

AML zwischen jungen, nicht komorbiden und alten oder komorbiden Patienten unterschieden 

werden. Ziel jeder Induktionstherapie ist das Erreichen der CR. Die CR definiert sich durch 

einen Blastenanteil von < 5 % im Knochenmark, ein Ausbleiben einer extramedullären 

Manifestation und das Ausbleiben von Auerstäbchen und eine Thrombozytenzahl von 

> 100.000/µl und einer Neutrophilenzahl von > 1000/µl. Bei jungen (< 60 Jahre) Patienten 

kommt es im Gegensatz zu alten Patienten bereits bei einer Verzögerung des Beginns der 

Therapie von mehr als fünf Tagen nach Diagnosesicherung zu einer Verschlechterung der 

Prognose und der Therapieergebnisse (Sekeres et al. 2009). Im Folgenden wird beispielhaft das 

Therapieregime für junge AML-Patienten beschrieben. Die Induktionstherapie für junge AML-

Patienten besteht aus dem „7 + 3“-Regime, worunter man eine 7-tägige kontinuierliche 

Behandlung mit Cytarabin kombiniert mit einem Anthracyclin, d. h. Daunorubicin, Idarubicin 

oder Mitoxantron, von Tag 1-3, versteht (Dombret und Gardin 2016). Zusätzlich wird bei 

zytogenetischer Sicherung einer FLT3-Mutation, wobei es sich um eine aktivierende Mutation 

der Signaltransduktion handelt (Watts und Nimer 2018), von Tag 18-21 der Induktionstherapie 

Midostaurin gegeben. Midostaurin ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der zum einen mutierte 

Formen von FLT3 direkt inhibiert und zum anderen zusätzliche Kinasen, die direkt eine Rolle 

bei der Dysregulation von Signalwegen in der AML spielen, ebenfalls inhibiert (Manley et al. 

2018). Bei Patienten mit CR schließt an die Induktionstherapie die Konsolidierungstherapie an, 

um die CR zu festigen und einen Rückfall der AML zu verhindern. Je nach Risikoprofil der 

AML und Allgemeinzustand des Patienten wird entweder Patienten mit günstiger Prognose 
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hochdosiertes Cytarabin verabreicht oder bei Patienten mit ungünstiger Prognose eine allogene 

Stammzelltransplantation durchgeführt (Dohner et al. 2017). Unter Berücksichtigung einer 

vorliegenden FLT3-IDT- oder FLT3-KIT-Mutation wird die Chemokonsolidierung modifiziert 

oder eine Stammzelltransplantation vorgenommen (Cornelissen et al. 2012). Sollte es nach 

abgeschlossener Konsolidierungstherapie zu einem Rezidiv kommen, wird erneut intermediär 

bis hochdosiert Cytarabin als Reinduktiontstherapie eingesetzt. Für die anschließende 

Konsolidierung ist eine allogene Stammzelltransplantation Mittel der Wahl. Ein festes Regime 

jedoch gibt es nicht. Die Rezidivtherapie wird für jeden Patienten individuell entschieden. Es 

bestehen neben Midostaurin einige weitere neue Therapieansätze, die bereits verschiedene 

Phasen der klinischen Studien durchlaufen (Watts und Nimer 2018). Eine Verbesserung der 

Prognose junger AML-Patienten wurde trotz des beibehaltenen „7+3“-Regimes vermerkt. 

Diese ließ sich vor allem auf die verbesserte Supportivtherapie zurückführen (Othus et al. 

2014). 

Interessanterweise wurde in den letzten Jahrzehnten neben der Zugänglichkeit zur 

Untersuchung des genetischen Materials von AML-Zellen auch ein weiterer zellulärer 

Mechanismus zum Vorschein gebracht, der sich eventuell als neues Therapieziel anbieten 

könnte. Dabei handelt es sich um die Autophagie, einen Prozess, der im Folgenden genauer 

beschrieben und Schwerpunkt dieser Dissertation sein wird. Das Erforschen dieses 

intrazellulären Mechanismus steht momentan im Mittelpunkt der zellbiologischen Forschung, 

seit bekannt wurde, dass Störungen des physiologischen Autophagie-Prozesses ursächlich für 

eine Vielzahl von Erkrankungen sind (Levine und Kroemer 2008).   

2.2 Autophagie 

Christian de Duve beschrieb 1963 erstmalig den Prozess der Autophagie (griechisch: 

Selbstverdauung) (Harnett et al. 2017). Darunter verstand er den Transport intrazellulären 

Materials zum Lysosom zur dortigen Degradierung. In den darauffolgenden Jahren 

konzentrierte sich die Forschung vor allem auf die Aktivierung der Autophagie durch 

Nährstoffmangel. Der biochemische Prozess dahinter konnte aber erst in jüngster Zeit durch 

die Arbeit des Forschers Yoshinori Ohsumi besser verstanden werden. Er beschrieb ausführlich 

den Prozess der Autophagie in Hefezellen und machte 15 Autophagie-relevante (im Folgenden 

Atg) Proteine ausfindig. Dafür wurde ihm 2016 der Nobelpreis für Physiologie und Medizin 

verliehen (Ke 2017). Aufgrund seiner Entdeckung wurde das Feld der Autophagie neu 

aufgerollt und es wurden massive Erfolge im Verständnis der Funktion, des molekularen 

Mechanismus und des sich daraus ergebenden therapeutisch relevanten Angriffspunkts 
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verzeichnet. Autophagie-Mechanismen wie die Mikroautophagie, bei der Bestandteile des 

Zytosols durch Membraninvagination ins Lysosom eingeschlossen werden, und die Chaperon-

vermittelte Autophagie, die HSC70-markierte Proteine durch Bindung an einen auf 

zytosolischer Seite des Lysosoms gelegenen Rezeptor (LAMP2α) ebenfalls direkt zum Abbau 

ins Lysosom schleust, wurden entdeckt (Montecucco et al. 2015). Die Makroautophagie, der 

besterforschte Autophagie-Prozess (im Folgenden Autophagie), beschreibt einen katabolen 

intrazellulären Mechanismus, der auf basalem Niveau zur zellulären Homöostase beiträgt und 

durch Zellstressoren wie Nahrungsmangel, ROS-Akkumulation, Infektionen oder auch DNA-

Schäden zusätzlich induziert werden kann (Dikic und Elazar 2018a). Es handelt sich um eine 

Art zellprotektive „Selbstverdauung“. Die Zelle wird dabei sowohl von alten, funktionslosen 

Zellorganellen (vor allem Mitochondrien) als auch anderen zytoplasmatischen Bestandteilen 

wie fehlgefalteten oder aggregierten Proteinen befreit. Die Zelle versucht durch den Prozess 

der Autophagie ihr Überleben zu sichern. Dies geschieht zum einen durch die Versorgung der 

Zelle mit den energiereichen Abbauprodukten des degradierten Materials, zum anderen durch 

die Eliminierung des zellschädigenden intrazellulär akkumulierten Materials (Rabinowitz und 

White 2010). Auch wenn physiologische Level der Autophagie für die Aufrechterhaltung der 

zellulären Homöostase essentiell sind, können durch verschiedenste Zellstress-induzierende 

Umstände unkontrolliert hohe Level an Autophagie existieren und darüber zum Autophagie-

abhängigen Zelltod führen (Liu und Levine 2015). Zudem existiert auch eine Form eines 

Autophagie-abhängigen nicht-apoptotischen Zelltods, der als Autosis bezeichnet wird und auch 

durch Autophagie-stimulierende Faktoren wie Nährstoffmangel oder Hypoxie induziert werden 

kann (Liu und Levine 2015). Je nach Kontext kann die Autophagie eine Zelle vor dem Zelltod 

schützen oder diesen initiieren (Li et al. 2017). Eine tiefgründige Erforschung dessen steht 

momentan im Raum, da vor allem in Hinblick auf die Therapie von bestimmten Krankheiten 

mittels Autophagie-Modulatoren die Interaktion der Autophagie mit dem Zelltod bekannt sein 

sollte (Yonekawa und Thorburn 2013). Die Dysfunktion dieses lebensnotwendigen 

Mechanismus trägt maßgeblich zur Entstehung verschiedener Krankheiten bei (Levine und 

Kroemer 2008).  

2.2.1 Zellulärer Mechanismus der Autophagie 

Der Prozess der Bildung des Phagophors bis zum Abbau des enthaltenen Materials wird als 

autophagic flux bezeichnet und beschreibt einen dynamischen, mehrstufigen Prozess (Dikic 

und Elazar 2018a). Dieser lässt sich grob in fünf Abschnitte gliedern: die Induktion, gefolgt 

von der Phagophoren-Bildung, der Phagophoren-Expansion, der Reifung und Fusion zum 
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an der ULK1-bindenden Domäne inhibiert, wodurch dann, durch fehlende Inhibition, die 

Autophagie induziert wird (Parzych und Klionsky 2014). Die Initiationskinase ULK1, die im 

Zustand von Nährstoffreichtum durch Phosphorylierung inaktiviert und mit Atg13 an mTORC1 

gebunden vorliegt, kann nun von mTORC1 dissoziieren. Es folgt die Autophosphorylierung 

von ULK1, die anschließend Atg13 und FIP200 aktiviert (Dikic und Elazar 2018a). Die AMPK 

(5‘ AMP-activated protein kinase), die zellulären ATP-Mangel detektiert, kann sowohl über die 

Inhibition von mTORC1 Autophagie-induzierend wirken als auch unabhängig davon über die 

direkte Phosphorylierung von ULK1 und Hauptbestandteile des PI3KC3-Komplex-1, VPS34 

und Beclin1, die für die Phagophoren-Bildung zuständig sind, induzierend wirken (Kim et al. 

2011). Daneben wurden kürzlich auch weitere Trankriptionsregulatoren entdeckt, die die 

Autophagie auf genetischer Ebene regulieren (Dikic und Elazar 2018a).  

2. Bildung des Phagophors: Die Entstehung des Phagophors findet an der PAS am 

endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Die Membran-Abschnitte der PAS sind reich an 

Posphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P), durch das Protein ZFYVE1 (Zink-Finger FYVE 

domain-containing protein 1) markiert und werden als „Omegasom“ bezeichnet (Abada und 

Elazar 2014). Forschungsergebnisse zeigten, dass zell- und kontextabhängig ER-

Mitochondrien (Hamasaki et al. 2013), ER-Plasmamembranen (Graef et al. 2013), Golgi-

Komplexe (van der Vaart et al. 2010), Plasmamembranen (Moreau et al. 2011) und recycelnde 

Endosomen (Puri et al. 2013) als mögliche PAS dienen und eventuell Membranbestandteile zur 

Formation der Isolationsmembran beisteuern. Die eigentliche Formation des Phagophors stellt 

sich als sehr komplexer Prozess dar und ist noch wenig verstanden. Es wird angenommen, dass 

die PAS-Bildung die Aktivierung des Initiationskomplexes ULK1, des PI3KC3-Komplex-1, 

der aus der Klasse III PI3K Vps34 (vacuolar protein sorting 34), Beclin 1, Atg14, AMBRA1 

(activating molecule in Beclin 1-regulated autophagy protein 1) und dem p115 (general 

vesicular transport factor) besteht und die simultane Aktivierung der Phosphatidylinositol-

Synthase beinhaltet (Dikic und Elazar 2018a). Um die Membranexpansion zu unterstützen, 

werden womöglich weitere Lipide und Proteine über Vesikel des sekretorischen Wegs, die Atg9 

als Transmembranprotein besitzen, an die PAS geliefert (He et al. 2008). Der PI3KC3-

Komplex-1 phosphoryliert Phosphatidylinositol zu PI3P. Die PI3P-Anreicherung am 

Omegasom rekrutiert über PI3P Effektorproteine (wie WIPI2 und DCFP1) Atg16L1, das an der 

Bildung des dimeren Atg12-Atg5-Atg16L1-Komplex beteiligt ist (Abada und Elazar 2014). 

Diesem Schritt geht die Aktivierung von Atg12 durch Atg7 und die anschließende Konjugation 

an Atg5 durch Atg10 voraus (Hamasaki et al. 2013).  
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3. Expansion des Phagophors: Mit der Rekrutierung des Atg12-Atg5-Atg16L1-Komplexes 

beginnt bereits die Ausdehnung der Phagophorenmembran und das Einschließen des 

intrazellulären Materials (Dikic und Elazar 2018a). Die Ubiquitin-like Atg8-Proteine (LC3-

Familie) spielen hierbei eine besonders große Rolle (Slobodkin und Elazar 2013). Die humane 

LC3-Familie besteht aus drei Hauptmitgliedern: LC3A, LC3B und LC3C, wobei vor allem die 

Detektion der LC3B-Proteine der Autophagie-Nachweismethode dient (Koukourakis et al. 

2015). Pro-Atg8/Pro-LC3 wird durch Atg4, eine Cysteinprotease, gespalten. Das entstandene 

LC3-I-Molekül (microtubule associated protein 1 light chain 3) wird durch Atg7 aktiviert und 

anschließend durch Atg3 über den C-Terminus an membrangebundenes 

Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert (Hamasaki et al. 2013). Dafür muss Atg3 zuerst 

spezifisch durch den Atg12-Atg5-Komplex, der zuvor rekrutiert wurde, aktiviert werden. Aus 

löslichem LC3-I entsteht letztendlich membrangebundenes LC3-II (Dikic und Elazar 2018a). 

Membrangebundenes LC3-II begünstigt die Expansion des Phagophors und womöglich auch 

das Schließen des Phagophors. Neben der Beteiligung an der Bildung des Phagophors haben 

die Proteine der LC3-Familie in der selektiven Autophagie die Funktion spezifisch durch 

Rezeptoren markiertes Abbaumaterial in das Phagophor einzuschließen. Ein bekannter 

Rezeptor ist p62/Sequestrom 1 (SQSTM1), der polyubiquitinierte Proteinaggregate bindet und 

diese zur PAS transportiert (Lamark et al. 2017). Um den Prozess der Expansion zu regulieren, 

kann Atg4, das zur Entstehung von LC3-I geführt hat, auch das membrangebundene LC3-II 

wieder von PE abspalten, wodurch der Prozess der Expansion gestoppt wird (Dikic und Elazar 

2018a). Dieser Mechanismus wird streng reguliert, um die physiologische Funktion von LC3-

II während der gewünschten Expansion nicht zu gefährden, gleichzeitig aber die übermäßige 

Expansion zu verhindern (Scherz-Shouval et al. 2007). Wie die Funktion von Atg4 reguliert 

wird, ist unklar. Es besteht  die Vermutung, dass Atg4 womöglich durch ULK-1 reguliert wird 

(Pengo et al. 2017).  

4. Reifung des Autophagosoms und Fusion mit dem Lysosom:  

Die Expansion des Phagophors endet mit der Fusion der Isolationsmembran. Das Vesikel, das 

das abzubauende Material enthält, reift, bildet eine doppelte Biomembran aus und wird als 

Autophagosom bezeichnet (Yin et al. 2016). Vorbereitend für die Fusion mit dem Lysosom 

müssen zuerst noch an das Autophagosom gebundene Atgs dissoziieren. Es folgt die 

Rekrutierung von Proteinen, sogenannte microtubule-based kinesin motors, die für den 

Transport und die Fusion mit dem Lysosom notwendig sind. Auf der 

Autophagosomenmembran finden sich hierfür syntaxin 17 und SNAP29 (synaptosomal-

associated protein 29), auf der Lysosomenmembran VAMP8 (vesicle associated membran 
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protein 8) (Diao et al. 2015). Neueste Forschungsergebnisse zeigten, dass die Beteiligung post-

translationaler Modifikationen, wie Phosphorylierungen der LC3-Proteine, womöglich 

ebenfalls eine Rolle bei der Autophagosomen-Reifung und der Fusion mit dem Lysosom 

spielen könnte (Dikic und Elazar 2018a). Durch die Fusion mit dem Lysosom wird sowohl das 

abzubauende Material als auch die Membran durch lysosomale Hydrolasen abgebaut (Yin et 

al. 2016). Im letzten Schritt des Autophagie-Prozesses werden die lysosomal entstandenen 

Makromoleküle durch die Aktivität von Permeasen wie Atg22 ins Zytosol freigesetzt (Yang et 

al. 2006). Die Endprodukte können zur Energieproduktion verwendet werden und das 

Überleben der Zelle sichern. 

2.2.2 Dysfunktion der Autophagie als Ursache verschiedener Pathologien: Schwerpunkt 
Tumorentstehung und Progression 

Die zytoprotektive Funktion der Autophagie besteht vor allem in ihrem Beitrag zur 

Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase (Abada und Elazar 2014). Vor allem die basale 

Autophagie, also die autophagozytotische Aktivität, die jede Zelle besitzt, ohne dass spezifische 

Stressstimuli vorliegen, ist von besonderer Bedeutung (Glick et al. 2010). Dies impliziert, dass 

bei Störungen der Autophagie-Aktivität aufgrund chemischer, genetischer oder altersbedingter 

Umstände ein Auftreten von diversen Pathologien nicht unwahrscheinlich ist. Nachgewiesen 

wurde dieses Phänomen unter anderem bei der Entstehung und Progression von 

neurodegenerativen Erkrankungen (wie z. B. Morbus Alzheimer) und Erkrankungen des 

Immunsystems (rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus) (Levine und Kroemer 2008). Die 

Beteiligung an der Entstehung von Tumorerkrankungen rückte in den letzten Jahren immer 

weiter in den Vordergrund (Wilde et al. 2018). Anlässlich meiner Forschung an AML-Zellen 

wird dieser Zusammenhang im Folgenden genauer beleuchtet. 

Durch die Beseitigung von akkumulierten, aggregierten Proteinen, die beispielsweise als 

Produkte von Genmutationen entstanden sind, nimmt die Autophagie womöglich eine 

tumorsuppressive Rolle ein (Wilde et al. 2018). Auch durch die Beseitigung von defekten 

Mitochondrien, die zu einer massiven intrazellulären Akkumulation von ROS führen können, 

die wiederum nachgewiesen karzinogen wirken, zeichnet sich die Autophagie als 

tumorsuppressiver Prozess aus (Chen et al. 2017). In Mausmodellen und Tumorzelllinien 

konnte gezeigt werden, dass bei Ausschalten des BECN1-Gens, das für Beclin 1 codiert, die 

autophagozytotische Aktivität ab- und die Zellproliferation zunahm, was implizierte, dass es 

sich bei BECN1 womöglich um ein Tumorsuppressorgen handelt (Qu et al. 2003). Beclin 1 ist 

mit Vps34 maßgeblich an der Bildung des Phagophors beteiligt. Auch weitere Mutationen, wie 

beispielsweise Mutationen des Gens für BIF-1, einem Protein, das mit Beclin 1 an der 
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Phagophoren-Bildung beteiligt ist, wurden untersucht. BIF-1 Knockout-Mäuse zeigten eine 

gestörte Autophagosomen-Bildung und eine gesteigerte Tumorinzidenzrate (Takahashi et al. 

2007). Mortensen et al. (2011) zeigten, dass aus einer Deletion von Atg7 im hämatopoetischen 

Kompartiment in Mäusen ein Stillstand der Autophagie in hämatopoetischen Stamm- und 

Progenitorzellen resultierte, was durch intrazelluläre Akkumulation geschädigter 

Mitochondrien, erhöhte ROS-Level und vermehrte DNA-Schädigung nachgewiesen wurde. 

Die Folge der gestörten Autophagie war neben einer gravierenden Zytopenie und dem 

Ausbleiben einer physiologischen Hämatopoese vor allem das vermehrte Auftreten von 

abnormalen myeolischen Zellen. Diese Studien zeigen, dass bei ausbleibender oder gestörter 

Autophagie und dem damit verbundenen Wegfallen des zytoprotektiven Mechanismus das 

Risiko einer Tumorentstehung stark ansteigt.   

Es wurde aber auch gezeigt, dass Tumorzellen erhöht autophagozytotisch aktiv sind (Wilde et 

al. 2018). Ihre erhöhte Autophagie-Aktivität ermöglicht ihnen, therapieinduziertem Zellstress 

standzuhalten und bietet die Möglichkeit metabolischer Plastizität bei Nährstoffmangel 

(beispielsweise durch schnelles Tumorwachstum) (Yun und Lee 2018). In fortgeschrittenen 

Tumoren, vor allem RAS-mutierten Tumoren (Großteil der Pankreastumore), ist die 

Autophagie-Aktivität besonders gesteigert und ihre Inhibition in Mausmodellen führte zu einer 

reduzierten Proliferation und einer nachweisbaren Tumorregression (Perera et al. 2015). Die 

Idee der Hemmung der Autophagie als möglicher Angriffspunkt in Tumorzellen wurde bestärkt 

durch die Kenntnis, dass Zytostatika neben der zytotoxischen Wirkung auch oft eine 

Autophagie-induzierende Wirkung aufwiesen (Gao et al. 2011). Durch zeitgleiche Inhibition 

könnte eventuell der zytotoxische Effekt des Zytostatikums verstärkt und eine Therapie-

Resistenzbildung vermindert werden (Hu et al. 2012). Jedoch besteht auch die Möglichkeit, die 

Autophagie zu aktivieren, um eine tumorspezifische Immunantwort zu generieren (Galluzzi et 

al. 2017a). Grundlage hierfür ist die Erkenntnis, dass Zellen, die beim Zelltod 

autophagozytotisch aktiv waren, vermehrt ATP und high-mobility group box 1 protein B1 

(HMGB1) ins umliegende Tumorgewebe freisetzten und damit vor allem 

Immun-Effektor-Zellen anlockten (Dikic und Elazar 2018a).   

Die Autophagie-Aktivität wirkt sich nicht nur auf die Tumorzelle selbst, sondern auch auf die 

umliegende Tumormikroumgebung aus (Wilde et al. 2018). Dabei hängt die Autophagie eng 

mit der Biogenese und Sekretion von Exosomen zusammen. Exosomen transportieren 

Zellinhalte wie DNA oder non-coding RNAs aus der Zelle und leisten womöglich somit einen 

Beitrag zu der Entwicklung von Therapieresistenzen, Tumorwachstum und Modifikation der 

Mikroumgebung (Ruivo et al. 2017). Neben der lokalen Wirkung der Tumorzelle auf die 
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Umgebung kann die Autophagie-Aktivität einer gesunden Zelle möglicherweise einerseits vor 

Metastasierung schützen (Catalano et al. 2015), andererseits aber auch durch das Mitwirken 

beim remodelling von fokalen Adhäsionen Metastasierung begünstigen (Mowers et al. 2016).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich der Zusammenhang zwischen der Autophagie-

Aktivität und der Progression und Entstehung von Tumoren als besonders komplex darstellt. 

Autophagie kann zell- und kontextabhängig sowohl die Tumorprogression verhindern und 

induzieren als auch Metastasierung positiv und negativ beeinflussen (Dikic und Elazar 2018a). 

Um gezielt pharmakologisch in die Autophagie-Aktivität einer Zelle einzugreifen, muss die 

genetische Ausstattung der Tumorzelle, die Art der Tumorzelle, die Tumorumgebung und das 

Tumorstadium berücksichtigt werden. Ziel ist, den gewünschten Effekt der Autophagie-

Modulation zu erzielen, ohne die Krankheit zu verschlimmern.  

2.2.3 Pharmakologische Modulation der Autophagie  

Durch das zunehmende Verständnis des biochemischen Prozesses der Autophagie und der 

beteiligten Gene und Proteine rückt die Autophagie als mögliches Therapieziel in den 

Vordergrund (Galluzzi et al. 2017b). Es wurde in den letzten Jahren viel in die Entwicklung 

von Autophagie-modulierenden Substanzen investiert. Aufgrund der Komplexität existieren 

momentan pharmakologische Modulatoren, die meist nicht spezifisch sind (Galluzzi et al. 

2017b). Für den Einsatz dieser Substanzen muss deshalb genau investigiert werden, in welcher 

Konzentration, über welchen Zeitraum und unter welchen Umständen der Stoff zu applizieren 

ist, um off-target-Effekte zu vermeiden (Klionsky et al. 2016). Ziel ist es, letztendlich 

Wirkstoffe herzustellen, die in vivo hochspezifisch wirken und dabei nur geringfügige off-

target-Effekte zeigen. 

Die Autophagie als dynamischer mehrstufiger Prozess kann an verschiedenen Punkten 

gehemmt und aktiviert werden. Beispielhaft werden hier vier Substanzen, die an verschiedenen 

Punkten wirken und in der vorliegenden Arbeit benutzt wurden, beschrieben.  

SRT1720, ein synthetisch hergestellter Sirtuin-1-Aktivator (Villalba und Alcain 2012), wird 

als Autophagie-Aktivator eingesetzt (Gu et al. 2016, Luo et al. 2019, Lahusen und Deng 2015). 

Sirt1 (Sirtuin 1) ist eine NAD+-abhängige Proteindeacetylase, die maßgeblich an der Regulation 

der zellulären Lebensdauer beteiligt ist. Hauptsubstrate von Sirt1 sind neben p53, einem 

bekannten Tumorsuppressor, Histon-Proteine und Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, auch 

Komponenten der Autophagie-Maschinerie (Villalba und Alcain 2012, Lee et al. 2008). Lee et. 

al (2008) beschrieben, dass Sirt1 als NAD-abhängige Deacetylase die Autophagie-relevanten 

Proteine Atg5, Atg7 und Atg8 direkt deacetylierte und bei Abwesenheit von Sirt1 die Atgs 
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wiederum vermehrt acetyliert vorlagen (Lee et al. 2008). Bestärkt wurde die Relevanz von Sirt1 

in der Regulation der Autophagie durch den Vergleich von Sirt1(-/-)- und Atg5(-/-)-

Mausmodellen. Es zeigten sich Gemeinsamkeiten in der Akkumulation von geschädigten 

Organellen (vor allem Mitochondrien), der perinatalen Mortalität und der gestörten zellulären 

Energiehomöostase (Lee et al. 2008). Diese Ergebnisse ließen darauf schließen, dass Sirt1 auch 

in vivo eine wichtige Rolle bei der Regulation der Autophagie spielt. Durch SRT1720 wird die 

Aktivität von Sirt1 in vitro um circa 750 % gesteigert, es bindet dabei an der gleichen 

Molekülseite wie Resveratol, ein in der Natur vorkommender Sirt1-Aktivator, ist dabei aber 

viel kompetenter (Villalba und Alcain 2012).  

Etoposid, die vor allem als zytostatisch wirkend bekannte Substanz, wirkt ebenfalls 

Autophagie-induzierend (Xie et al. 2011). Etoposid ist ein Topoisomerase-IIα (Topo-IIα)-

Inhibitor (Jacob et al. 2013). Die Topo-IIα spielt eine fundamentale Rolle in biologischen 

Prozessen wie der DNA-Replikation, DNA-Transkription, DNA-Reparaturmechanismen und 

dem Chromatin-Remodelling. Sie ist dafür zuständig, durch physiologisches Einfügen von 

DNA-Doppelstrangbrüchen (DSB) anhand zwei nacheinander ablaufender 

Transesterfikationen die DNA zuerst zu entwinden und aufzulockern und mit der zweiten 

Esterreaktion wieder zu relegieren (Montecucco et al. 2015). Dabei bindet die Topo-IIα in der 

ersten Reaktion als kovalentes Addukt an die Phosphatgruppe des DNA-Rückgrads und bildet 

einen topoisomerase-cleaved DNA-Complex, einen kurzlebigen intermediären Komplex. 

Etoposid stabilisiert diesen und verhindert die Relegierung der davor gespaltenen DNA-Stränge 

(Montecucco et al. 2015). Dies führt zu toxischen DSB im Erbmaterial der Zelle, wodurch diese 

im Zellzyklus arretiert. Der Zellzyklusarrest dient der Aktivierung von DNA-

Reparaturmechanismen; scheitern diese, kommt es p53-vermittelt zum programmierten Zelltod 

(Woods und Turchi 2013). Der zytotoxische Effekt von Etoposid konnte auch in Zellen, die 

nicht proliferieren, nachgewiesen werden, wobei topoisomerase-cleaved DNA-Complex 

während der Gentranskription eingriff. Die Zelle wird meist in der S- bzw. G2-Phase des 

Zellzyklus arretiert (Montecucco et al. 2015). Der Zelltod kann jedoch auch über die Etoposid-

aktivierten Autophagie-pathways induziert werden. Nicht geklärt werden konnte, ob die 

Induktion der Autophagie durch Etoposid zum Zelltod beiträgt oder das Überleben der Zelle 

stärkt. Katayama et al. (2007) beobachteten eine Etoposid-induzierte Autophagiesteigerung mit 

Anstieg der ATP-Produktion in „Mulitple-Gliom“-Zellen. 3-Methyladenin (3-MA) inhibierte 

die Autophagie-induzierte ATP-Produktion und der nicht-apoptotische Zelltod nahm zu. Dieses 

Phänomen zeigte sich ebenfalls in HepG2-Zellen (Xie et al. 2011). Dies führte zu der Annahme, 

dass DNA-schädigende Substanzen wie Etoposid Autophagie-induzierend wirken.  
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3-Methyladenin, ein PI3K-Inhibitor und unspezifischer Autophagie-Inhibitor, beeinflusst die 

Initiation der Autophagie (durch Hemmung der Klasse III PI3-K) negativ und verhindert die 

Formation und Degradation der Autolysosomen (Pasquier 2016) (siehe Abbildung 1). Die PI3-

Kinasen lassen sich in drei Klassen einteilen. Im Prozess der Autophagie, vor allem bei der 

Initiation und der Reifung der Autophagosomen, spielt die Klasse III PI3K eine entscheidende 

Rolle. Jedoch hemmt 3-MA auch die Klasse I PI3K, die physiologisch durch ihre Produkte anti-

autophagozytotische Wirkung aufweist (Klionsky et al. 2016). Zudem wurde gezeigt, dass die 

Klasse I PI3K durch 3-MA langfristig und die Klasse II PI3K nur transient gehemmt wird (Wu 

et al. 2010). Demnach konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass 3-MA bei langfristiger 

Inkubation unter nährstoffreichen Bedingungen und suboptimaler Wahl der eingesetzten 

Konzentrationen einen pro-autophagozytotischen Effekt zeigt und unter nährstoffarmen 

Bedingungen einen anti-autophagozytotischen Effekt (Wu et al. 2010). 3-MA wird regelmäßig 

als Autophagie-Inhibitor in vitro verwendet. Ziel wäre es, einen Klasse III PI3K-Inhibitor 

einzusetzen, der möglichst wenige off-target-Effekte aufweist. Bei Verwendung von 3-MA 

müssen die Ergebnisse kritisch, unter Berücksichtigung der Inkubationszeiten und der 

eingesetzten Konzentrationen, beleuchtet werden (Klionsky et al. 2016).  

Chloroquin (CQ), eine lysosomal lokalisierte schwache Base, inhibiert die Autophagie als 

postsequestration-Inhibitor. CQ dringt als ungeladenes Molekül in das Lysosom ein, wird dort 

protoniert und führt zu einer Alkalisierung des lysosomalen Milieus (Steigerung des pHs) 

(Pasquier 2016). Damit verliert das Lysosom seine Funktion und der Inhalt des Autolysosoms 

kann nicht abgebaut werden (Redmann et al. 2017). Die Meinungen differieren, ob durch CQ 

bereits die Fusion von Autophagosom und Lysosom oder erst die Degradation im Autolysosom 

gestört ist (Mauthe et al. 2018). In vitro führt CQ zur Zunahme der Anzahl an Autophagie-

Kompartimenten, also aller Zwischenstufen vom Phagophor bis hin zum Autolysosom (siehe 

Abbildung 1). Zu beachten ist, dass auch CQ off-target-Effekte auf die Zelle hat und deshalb 

die Ergebnisse in Betracht der Umstände achtsam bewertet werden müssen. CQ wird in der 

Forschung vor allem zum Nachweis der Wirkung von Autophagie-Modulatoren eingesetzt 

(Klionsky et al. 2016). Kommt es beim Nachweis von Autophagie-Markern zu einer Steigerung 

nach Applikation des Modulators, kann das entweder Resultat einer Stimulierung des 

autophagic flux oder Resultat eines gehemmten Autophagosomen-Abbaus sein. Durch 

simultane Inkubation mit CQ lässt sich eine Autophagie-Aktivierung von einer Inhibition des 

Degradierungsprozesses diskriminieren. Bei Autophagie-Induktion steigen die Autophagie-

Marker unter CQ-Inkubation weiter an. Tun sie das unter CQ-Zugabe nicht, wird durch den 
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Modulator nicht der autophagic flux initiiert, sondern lediglich die Degradation der 

Autophagosomen blockiert (Klionsky et al. 2016).  

2.2.4 Nachweis der Autophagie-Aktivität mittels Cyto-ID Green® 

Da es sich bei der Autophagie um einen sehr komplexen mehrstufigen Prozess handelt, müssen 

verlässliche Nachweisverfahren etabliert werden, die diesen so gut wie möglich darstellen 

können. Zu den Standardmethoden zählen das Erkennen der Autophagosomen unter dem 

Elektronenmikroskop und das Einschleusen von transfizierten GFP-fusionierten LC3B-Genen, 

deren Genprodukt fluoreszenzmikroskopisch oder durchflusszytometrisch nachgewiesen 

werden kann (Klionsky et al. 2016). Ziel ist, den autophagic flux zu messen, der Auskunft über 

die Autophagie-Aktivität gibt. Eine neue Methode ergab sich aus der Entwicklung des 

Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID Green® (im Folgenden Cyto-ID). Dieser amphiphile, 

kationische Fluoreszenzfarbstoff lagert sich spezifisch in die Autophagosomen und nur 

minimal in Endosomen und Lysosomen ein (Chan et al. 2012). Guo et al. (2015) zeigte, dass 

Cyto-ID nicht nur Autophagie-Kompartimente einfärbt, sondern auch eine Abschätzung des 

autophagic flux zulässt. Gezeigt werden konnte dies durch den kombinierten Einsatz von 

Autophagie-Modulatoren. Dabei wurde die Autophagie in verschiedenen Zelllinien aktiviert 

und zeitgleich der Abbau der Autophagosomen durch CQ gehemmt. Dies resultierte in einer 

Zunahme der Cyto-ID-Fluoreszenz und bei zunehmender Inkubationszeit von CQ zeigte sich 

ebenfalls eine parallele Zunahme der Cyto-ID-Fluoreszenz. Cyto-ID kann 

Zelllinien-unspezifisch eingesetzt und mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen kombiniert werden, 

was eine gleichzeitige Aussage über verschiedene Eigenschaften der Zelle erlaubt. Ein weiterer 

Vorteil ist, dass jede Zelle als einzelne beurteilbar ist (Guo et al. 2015). In Hinblick auf die 

Notwendigkeit, die Autophagie-Aktivität zukünftig in vivo nachzuweisen, wird dieses 

Verfahren womöglich eine gesonderte Stellung einnehmen. 

2.2.5 Ausblick  

Momentan sind keine Autophagie-modulierenden Substanzen für die Therapie am Patienten 

erhältlich. Die Substanzen, die in klinischen Studien Verwendung finden, beispielsweise CQ 

(Verbaanderd et al. 2017), wurden zunächst für andere Zwecke entwickelt. Damit verbunden 

ist, dass die Substanzen nicht spezifisch die Autophagie beeinflussen, sondern auf viele weitere 

Stoffwechselwege einwirken. Um gezielt die Autophagie für die Behandlung eines Patienten 

zu beeinflussen, müssen noch einige Hindernisse überwunden werden. Zuallererst muss der 

Prozess der Autophagie auf genetischer wie auch molekularer Ebene besser verstanden und 

beschrieben werden. Dies erfordert die Entwicklung von Nachweismethoden, die sowohl in 
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Zellzyklus eintreten (Ingham und Schwartz 2017). Dieser hochkomplexe Prozess muss streng 

reguliert und kontrolliert ablaufen. 

2.3.1 Kontrolle und Regulation des Zellzyklus 

Als Antwort auf zellulären Stress bestehen innerhalb der Zelle Kontrollmechanismen in Form 

von regulatorischen Signalwegen, die als checkpoints bezeichnet werden (Barnum und 

O'Connell 2014). Kommt es in einer der Zellzyklusphasen zu zellulärem Schaden, können die 

Zellen an diesen Kontrollpunkten im Zellzyklus arretiert werden, um entweder 

Reparaturprogramme oder Signalwege, die den programmierten Zelltod hervorrufen, zu 

aktivieren. Diese Kontrollpunkte befinden sich am Ende der G1-Phase, am Übertritt der Zelle 

der G2- in die M-Phase und in der Metaphase (Sherr und Bartek 2017). Grundsätzlich wird der 

Zellzyklus vor allem durch unterschiedliche Cyclin-Konzentrationen gesteuert. Cycline 

regulieren allosterisch die Cyclin-abhängigen-Proteinkinasen (cyclin-dependent-kinases; 

CDKs), Serin/Threonin-Kinasen, die wiederum Schlüsselproteine, die für das Fortschreiten des 

Zellzyklus entscheidend sind, durch Phosphorylierung regulieren. In der G1-Phase wird durch 

externe Wachstumsstimulatoren die Ras-abhängige-Kinase-Kaskade aktiviert, die zu einer 

erhöhten Expression von D-Typ-Cyclinen führt (Foster 2008). Die D-Cycline interagieren mit 

und aktivieren CDK4/6. Das wichtigste Substrat des funktionellen Holoenzyms CDK4/6-

Cyclin D ist der Tumorsuppressor Retinoblastom-Protein (Rb) (Satyanarayana und Kaldis 

2009). Rb ist das G1-Schlüsselprotein und bildet den Restriktionspunkt (Bartek et al. 1996). 

Hier wird entschieden, ob die Zelle irreversibel in die S-Phase eintreten wird. Rb bindet im 

inaktiven Zustand den Transkriptionsfaktor E2F, welcher dadurch inaktiv bleibt und die Zelle 

in der G1-Phase verweilen lässt. Der Aktivierung von Rb durch CDK4/6-Cyclin D folgt in der 

späten G1-Phase die Phosphorylierung durch CDK2-Cyclin E, wodurch E2F dissoziiert und die 

Transkription der Zielgene für die Zellzyklusprogression (z. B.: Cyclin E und A) und die DNA-

Synthese induziert und der Übertritt in die S-Phase initiiert werden (Sherr und Bartek 2017). 

Für den Eintritt und das Durchlaufen der S-Phase sind erhöhte Cyclin A-Spiegel zuständig, die 

die CDK2 aktivieren und Schlüsselproteine der S-Phase, wie DNA-Replikationsproteine, 

phosphorylieren. Beim Übertritt der Zelle von der G2- in die M-Phase ist der Cyclin B-CDK1 

Komplex, auch Mitose-Promoting-Faktor genannt, von Bedeutung (Foster 2008). Dieser 

akkumuliert in der G2-Phase im inaktiven Zustand und wird von der CDC25C-Phosphatase 

durch Entfernung der inhibitorischen Phosphorylierung aktiviert. Nach vollendeter Mitose sinkt 

die Cyclin B-Konzentration durch proteolytische Degradation mittels des Anaphase-

Promoting-Faktors und die CDK1-Aktivität nimmt wieder ab (Stewart et al. 2003). 
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Serin/Threonin-Kinasen, die Aurora-Kinasen und die Familie der Polo-like-Kinasen (PLKs), 

haben eine regulatorische Funktion und sind nach Aktivierung vor allem für den Erhalt der 

Stabilität des Genoms bei der Zellteilung zuständig (Sherr und Bartek 2017). In menschlichen 

Zellen ist die Expression von fünf PLKs (PLK1-5) bekannt, wobei die PLK1 aufgrund ihres 

Einflusses auf den Eintritt und die Vollendung der Mitose, wie beispielsweise den Eintritt in 

die Anaphase oder das Ausrichten des Spindelapparats, eine Sonderrolle einnimmt (Lee et al. 

2014).  

Die Cyclinkonzentrationen werden durch gesteigerte Neusynthese (beispielsweise durch 

Wachstumsfaktoren), durch proteolytischen Abbau mittels Ubiquitinierung und laut neusten 

Forschungsergebnissen teilweise durch selektive Autophagie reguliert (Zheng et al. 2019). 

Neben den oszillierenden Cyclinkonzentrationen spielen CDK-Inhibitoren (CKIs) eine 

wichtige Rolle. Diesen gehören zwei Familien an, die INK4-Inhibitoren (p15, p16, p17, p18), 

die spezifisch CDK4/6 in der G1-Phase hemmen, und die CIP/KIP-Inhibitoren (p21, p27, p57), 

die CDK-Cyclin-Komplexe in verschiedenen Zellzyklusphasen inhibieren (Stewart et al. 2003). 

Der Tumorsuppressor p53, der vor allem am G1-checkpoint nach DNA-Schädigung zu einem 

Zellzyklusarrest führt, wirkt unter anderem über die Transkription des CIP-CKIs p21, welches 

den Cyclin E-CDK2 Komplex hemmt, und über die Transkription von p16, das den Cyclin D-

CDK4 Komplex hemmt (Adimoolam et al. 2001).  

2.3.2 Dysregulation des Zellzyklus und Tumorgenese  

Die Fähigkeit gesunder Zellen, den Zellzyklus nach Auftreten von DNA-Schädigung zu 

arretieren, ist essentiell, um die Intaktheit des Genoms zu garantieren. Tumorzellen 

proliferieren charakteristisch unkontrolliert und unabhängig von intra- und extrazellulären 

Stimuli (Gutschner und Diederichs 2012). Defekte Checkpoint-Signalwege und Störungen in 

Teilen der Zellzyklus-Maschinerie tragen durch die Dysregulation von Onkogenen (Ras etc.) 

und Tumorsuppressorgenen (p53, Rb etc.) zur Tumorentstehung oder -progression bei (Foster 

2008). Mutationen in Cyclin- oder CDK-Genen führen z. B. zu unphysiologisch erhöhten 

Cyclin-Konzentrationen und haben eine Umgehung der checkpoint-Mechanismen zur Folge. 

P53 wird als häufigste genetische Mutation in humanen Tumoren detektiert (Stewart et al. 

2003). Mutiertes p53 oder Mutationen in Proteinen, die die Expression, Lokalisation oder 

Aktivität von p53 modulieren, haben zur Folge, dass CKIs wie p21 in ihrer Funktion gestört 

sind und somit zum Verlust der proapoptotischen Funktion von p53 führen. Da die Zellen nach 

DNA-Schädigung nicht in der G1-Phase arretiert, repariert oder eliminiert werden, führt dies 



 

20 
 

zur Akkumulation onkogener Läsionen, die an die Tochterzellen weitergeben werden (Foster 

2008, Stewart et al. 2003)  

2.3.3 Zellzyklus und Autophagie  

Da es sich bei der Autophagie um einen Prozess handelt, der auf basalem Level in jeder Zelle 

stattfindet und vor allem durch Zellstress induziert wird, liegt nahe, dass die Zellstress-

induzierte Zellzyklusantwort eng mit der Autophagie korreliert (Mathiassen et al. 2017). 

In den letzten Jahren schritt die Erforschung des möglichen Zusammenhangs zwischen 

Autophagie und Zellzyklus immer weiter voran. Grundgedanke ist dabei, dass ein besseres 

Verständnis des Zusammenhangs vielleicht zur Entwicklung von Anti-Krebstherapien 

beitragen könnte, die wirksamer und verträglicher für den Patienten sind. Bislang sind die 

Korrelation zwischen Stress-induzierter Zellzyklusantwort und gleichzeitiger Autophagie-

Induktion, meist resultierend in einem G1-Arrest, und die Beteiligung selektiver Autophagie an 

der Zytokinese gut beschrieben (Mathiassen et al. 2017). Zunächst wurde angenommen, dass 

vor allem in der G1-/S-Phase die Autophagie erhöht aktiviert sei (Tasdemir et al. 2007). 

Kaminskyy et al. (2011) widerlegten dies und zeigten, dass die Autophagie gleichermaßen in 

allen Zellzyklusphasen aktiv ist. Die Widersprüchlichkeit basierte womöglich auf stark 

variierenden experimentellen Ansätzen und auch der methodischen Schwierigkeit, die 

Autophagie zu messen. Zudem konnte in beiden Fällen methodisch keine Diskriminierung 

zwischen der G2- und der M-Phase vorgenommen werden. Vor allem in Bezug auf die 

Autophagie-Aktivität in der M-Phase liegen noch keine einheitlichen Ergebnisse vor. Zuerst 

vermuteten sowohl Eskelinen et al. (2002) als auch Furuya et al. (2010), dass die Autophagie-

Aktivität in der M-Phase abnimmt. Ziyuhan Li et al. (2016) zeigten, dass sich die Autophagie-

Aktivität vor allem innerhalb der M-Phase zu verändern schien und in dieser definitiv existierte. 

Dabei wurden eine Krebszelllinie und drei nicht-maligne Zelllinien mit verschiedensten 

methodischen Ansätzen untersucht. Höchste Werte im autophagic flux wurden der S-Phase und 

der frühen M-Phase zugeordnet, niedrigere Werte der G1-Phase, der G2-Phase und der späten 

M-Phase (Li et al. 2016). Bisher ist vor allem der Zusammenhang der Autophagie und der 

Stress-induzierten Zellzyklusantwort via p53 gut erforscht. Dabei dient eine Aktivierung der 

Autophagie durch Zellzyklusregulatoren als Antwort auf DNA-Schäden, um zellschädigende 

Substanzen zu entfernen, energiereiche Substrate zu produzieren und womöglich die 

Mobilisation und Aktivierung von DNA-Reparatur-Komplexen zu bewerkstelligen (Zheng et 

al. 2019). Maßgeblich scheint die selektive Autophagie an der Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen und der Signalvermittlung der DNA-Damage-Response (DDR), einem 
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Signalnetzwerk, das unter anderem aus Zellzyklus-checkpoints, DNA-Schaden-Reparatur- und 

Toleranz-Signalwegen besteht, beteiligt zu sein (Zheng et al. 2019). Kenzelmann Broz et al. 

(2013) zeigten, dass p53 die Transkription einer Vielzahl Autophagie-relevanter Gene, vor 

allem als Antwort auf DNA-Schädigung, aktiviert. Es liegt nahe, dass Autophagie-Signalwege 

und p53-vermittelte Signalwege zusammenwirken, um gemeinsam ein möglichst effektives 

Zellzyklusprogramm als Reaktion auf Stressstimuli ablaufen zu lassen (Matthiasen et al. 2017). 

Es existieren viele Arbeiten, die die Regulation der Autophagie durch CDKs, CKIs oder 

checkpoint-Kinasen beschreiben, jedoch lässt sich die Vielzahl von Ergebnissen bis dato, 

aufgrund ihrer Widersprüchlichkeit, kaum zu definitiven Erkenntnissen vereinen (Zheng et al. 

2019). Es scheint, als wirkten CDKs und Aurora-Kinasen eher inhibierend auf die Autophagie, 

und CKIs, die vor allem durch DNA-Schäden oder andere wachstumsinhibierende Signale 

aktiviert werden und das Fortschreiten des Zellzykluss verlangsamen, eher Autophagie-

stimulierend. Zu beachten ist, dass dennoch zu vielen Zellzyklusproteinen, Kinasen oder auch 

PLKs Forschungsarbeiten existieren, die auch eine Autophagie-aktivierende Wirkung 

beschreiben (Zheng et al. 2019). Neuere Studien zeigen, dass vor allem die selektive 

Autophagie das fehlerfreie Ablaufen der DNA-Reparaturmechanismen und damit die Integrität 

des Erbmaterials sicherstellt, indem sie spezifische Zellzyklusproteine degradiert, bei der 

Zellteilung Einfluss nimmt und die DDR mit generiert (Zheng et al. 2019). Die Schwierigkeit 

der Untersuchung dieser Prozesse liegt in ihrer beider Komplexität und zudem in der 

mangelhaften Methodik, diese beiden Prozesse in Kombination zu betrachten. Ich versuchte 

erstmalig, unbehandelte MOLM-13-Zellen nach ihrer basalen Autophagie-Aktivität zu 

sortieren und eine Verbindung zum Zellzyklus herzustellen, ohne dabei die Zellen in 

irgendeiner Weise zu manipulieren. Zukünftig muss vor allem die Verknüpfung zwischen der 

Autophagie und dem Zellzyklus auf molekularer Ebene noch besser verstanden werden, sowohl 

in Tumorzellen als auch in gesundem Gewebe. Resultat wäre, Kombinationstherapien einsetzen 

zu können, die einerseits den Zellzyklus beeinflussen und andererseits die Autophagie so 

manipulieren, dass die protektiven anti-apoptotischen Mechanismen der Tumorzellen 

überwunden werden. Ziel wäre das Spektrum der Therapiestrategien zu erweitern, um 

Tumorkrankheiten noch effektiver bekämpfen zu können. 
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3 Zielstellung der Arbeit 
Im onkologischen Forschungslabor der Kinderklinik wird seit kurzem der Prozess der 

Autophagie, besonders in kindlichen Tumoren, erforscht. Dabei wurde Arbeitsgruppen-intern 

erstmalig die Methode der durchflusszytometrischen Zellsortierung mittels eines Autophagie-

spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes, nämlich Cyto-ID, entwickelt. Diese ermöglicht, Zellen 

nach ihrer basalen Autophagie-Aktivität zu sortieren und im Anschluss weiterzuinkubieren und 

zu analysieren. Ziel meiner Arbeit war es, die basale Autophagie-Aktivität in der AML-Zelllinie 

MOLM-13 grundlegend zu analysieren und einen möglichen Zusammenhang mit dem 

Zellzyklus und der Chemosensibilität zu entschlüsseln. Zuerst sollte die Methode der 

Zellsortierung optimiert werden, indem Einflussgrößen wie die Temperaturempfindlichkeit und 

Zytotoxizität des Farbstoffs in Vorversuchen geprüft wurden. Anschließend sollte der 

Expression Autophagie-relevanter Proteine sowohl auf Genexpressionebene mittels Real-Time 

RT-PCR als auch auf Proteinebene mittels Western Blot und Fluoreszenzmikroskopie 

nachgegangen werden. Anhand dessen sollten die Unterschiede der basalen Autophagie-

Aktivität der Cyto-ID-sortierten Fraktionen nachgewiesen und damit die Methode der 

Zellsortierung validiert werden. Würden sich die Zellen auf basalem Niveau in ihrer 

Autophagie-Aktivität unterscheiden, sollten weitere tumorbiologisch interessante Parameter 

wie der Zellzyklus, der Energiemetabolismus und der Einfluss auf die Chemosensibilität 

charakterisiert werden. Zunächst aber sollte in Versuchen an unsortierten MOLM-13-Zellen die 

Wirkung Autophagie-induzierender (Etoposid und SRT1720) und -inhibierender (3-MA, CQ) 

Substanzen auf den Zellzyklus getestet werden. Im Anschluss sollte der Zellzyklus der Cyto-

ID-sortierten Fraktionen untersucht und die Expression Zellzyklusphasen-relevanter Proteine 

und Gene nachgewiesen werden. Zuletzt sollte ein potentieller Einfluss unterschiedlicher 

Autophagie auf die Chemosensibilität anhand der Cyto-ID-sortierten Zellen untersucht werden, 

indem sie mit Etoposid, Cytarabin, Camptothecin und Vincristin behandelt wurden.  

Im Rahmen dieser Arbeit könnte es erstmalig gelingen, die Unterschiede der basalen 

Autophagie in AML-Zellen zu verdeutlichen und deren Relevanz im Zusammenhang mit 

tumorbiologischen Parametern wie Zellzyklus, Energiemetabolismus und Chemosensibilität zu 

hinterfragen. Diese neuen Erkenntnisse in Bezug auf die basale Autophagie-Aktivität in AML-

Zellen würden einen erheblichen Beitrag zu dem rapid wachsenden Forschungsfeld der 

Autophagie leisten. Dabei könnte vor allem die Methode der Autophagie-spezifischen 

Zellsortierung Grundlage für viele weitere Forschungsarbeiten zur Aufklärung der Bedeutung 

der basalen Autophagie in Bezug auf diverse zelluläre Mechanismen und in verschiedensten 

Tumorarten dienen. Mögliche Zusammenhänge des Zellzyklus, Energiemetabolismus oder der 
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Chemosensibilität mit der basalen Autophagie in AML könnten überdies zukünftig bei der 

Entwicklung neuer AML-Therapien von Nutzen sein.  
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

Die angeführten Chemikalien wurden von der Universitätsapotheke direkt bezogen. 

4.1.1 Geräte 

Geräte Hersteller 

Accu-jet® Pipette Controller BrandTech® Scientific 

Amersham Imager 600 GE Healthcare Life Science 

AxioCam MR Carl Zeiss; Leica 

AxioImager ApoTome microscope Carl Zeiss; Leica 

BBD 6220 CO2 Brutschrank Thermo Scientific 

BD FACS Canto II Durchflusszytometer BD Biosciences 

BD FACSAria Fusion  BD Biosciences 

BD FACSAria III BD Biosciences 

BioPhotometer plus Eppendorf  

Eismaschine Nordcap 

Fast Real-Time PCR System (7900 HT) Applied Biosystems 

Gefrierschrank (-20°C) Bosch 

HERA safe KS 12, Sterilwerkbank Heraeus Thermo Scientific 

Inkubator BBD6220 (37 °C; 5 % CO2) Heraeus Thermo Scientific 

Kühlschrank (4 °C) Liebherr; Bosch 

Mikroskop Carl Zeiss Jena; Leica 

Mikrozentrifuge Labaratory & Medical Supplies 

Multipette® plus Eppendorf 

Neubauer Zählkammer (Improved) Assistent Germany 

Pipetten Eppendorf Reference variabel 
0,5-10, 10-100, 50-200, 1000 µl 

Eppendorf 

Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand 

Präzisions-Quarzküvette Hellma, VWR International 
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Safe Lock Röhrchen 0,5/1,5 ml Eppendorf 

Seahorse XF96 Aligent Technologies 

Thermal Reactor Biometra 

Tischzentrifuge Universal 16 A Hettich, Bäch, Schweiz  

Vortex-Genie®2 Scientific Industries, Inc., New York 

Wasserbad Julabo, Seelbach 

Zellzähler Counter AC-15 Karl Hecht AG 

Zentrifuge Rotanta/TR Hettich, Bäch, Schweiz 

Zen 2.0 lite software Carl Zeiss 

7900 HT Fast RT-PCR System® Thermo Fisher Scientific Applied Biosystems 

Tabelle 1: Verwendete Geräte. 

4.1.2 Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller 

BD FalconTM Rundbodenröhrchen, 5ml BD Biosciences 

Cellstar® Zellkulturplatten 6/12 Well Greiner Bio-One GmbH 

Cellstar® Tubes, 15/50 ml Greiner Bio-One GmbH 

Cellstar® Kulturflasche 5/20 ml Greiner bio-One GmbH 

Cellstar® Serologische Pipette, 1/2/5/10 

ml 
Greiner Bio-One GmbH 

Combitips Plus 1,0/2,5/5,0/10,0/25,0 ml Eppendorf 

Collection Tubes 1,5/2 ml Quiagen 

Deckgläser (plan geschliffen) Menzel 

Kanülen BD Biosciences 

Nitirilhandschuhe Rösner-Mautby Meditrade  

Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems 

Pasteur-Plastikpipetten, 3 ml Greiner Bio One, Ratiolab GmbH 

Pipettenspitzen 10/200/1000 µl Eppendorf 

QIAshredderSpin Säule Qiagen 

RNeasy Mini Spin Säule Qiagen 
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Safe Lock Röhrchen 0,5/1,5 ml  Eppendorf 

Seahorse Zellkulturplatte XF96 Aligent Technologies 

Light Protextion Tubes, brown ROTH 

Tabelle 2: Verwendetes Material. 

4.1.3 Reagenzien, Medien, Puffer und Kits 

Chemikalien Hersteller 

Antimycin-A Sigma Aldrich 

BD™Cytometer Setup & Tracking Beads  BD Biosciences  

Camptothecin Zytostatika Apotheke FSU Jena 

Chloroquin Enzo Life Science 

Cytarabin Zytostatika Apotheke FSU Jena 

Cyto-ID® Enzolifescience 

DAPI (2-(4-Amidinophenyl)-6-

indolecarbamidine dihydrochloride) 
Sigma Aldrich 

Descosept AF, Desinfektionsmittel  Dr. Schumacher GmbH  

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth  

DiIC1(5) (1,1‘3,3,3‘3’Hexa-

methylindodicar-boxyaniniodid)                    
Molecular Probes 

DiOC6(3) (3'3-Dihexyloxacarbo-

cyaniniodid)   
Molecular Probes 

D-Glukose Sigma Aldrich 

Dulbecco's PBS (1x) ohne Ca2+ und 

Mg2+ 
PAA Laboratories  

DRAQ-5TM Thermo Scientific 

ECL-Lösung  

(enhanced chemiluminescence) 
Thermo Scientific 

Ethanol Merck 

Etoposid KIM-Zytostatika Apotheke FSU Jena 
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Farbloses RPMI-1640 (RPMI 1640 ohne 

Phenolrot, 5 % FKS; Glutamin)  
Capricorn Scientific 

Fetales Kälberserum (FKS)  PAA Laboratories, Pasching, Österreich  

Fetales Kälberserum (FKS) Thermo Fisher 

Meliseptol® HBV Desinfektionstücher  B. Braun Melsungen  

Mini-Plasco® connect, Aqua ad 

iniectabilia   
B. Braun Melsungen 

Natriumpyruvat Thermo Scientific 

Oligomycin Abram 

Omniscript® RT Kit QIAGEN  

(10xBuffer-RT, dNTP-Mix, Omniscript-

RT) 

QIAGEN 

PageRulerTMPlus Prestained Protein 

Ladder 10-250kDa 
Thermo Scientific 

PBS (phosphate buffered saline) PAA Laboratories 

pegGOLD DNase I Digest Kit (DNase-

Verdau) 
Peqlab 

Penicillin G/Streptomycin  PAA Laboratories  

PI (Propidiumiodid) Sigma-Aldrich 

ProLong Gold Antifade Mountant Thermo Scientific 

PVDF (Polyvinylidenfluorid) BioRad 

Random-Hexamer Qiagen 

RNase A Roche 

RNase-freies Wasser Qiagen 

RNase OUTTM Invitrogen 

RNeasy® Mini Kit (250) (RLT-Lyse-

Puffer, RW1-Waschpuffer,RPE-

Waschpuffer) 

Qiagen 

Rotiphorese® SDS-PAGE Puffer Carl Roth 

RPMI-1640 mit stabilem Glutamin Capricorn Scientific 
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Seahorse XF RPMI Medium Aligent Technologies 

SRT1720 Selleckchem 

SYTOX™ Blue Nucleic Acid Stain Thermo Fisher Scientific 

TaqMan® Gene Expression Assay 

(Primer-Sonden-Mix, Universal PCR 

Master Mix): 

β2M Hs00187842_m1 

Cyclin B1(CCNB1) Hs01030099_m1 

MAP1LC3B Hs00797944_s1 

ULK1 Hs00177504_m1 

PLK1 Hs00983227_m1 

Applied Biosystems 

Triton X-100  SIGMA  

Trypanblau 0,5 % (w/v) in PBS  Biochrom AG, Berlin 

Vincristin Zytostatika Apotheke der FSU Jena 

2,4-Dinitrophenol Sigma Aldrich 

3-Methyladenin Cayman Chemical Company 

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien, Medien, Puffer und Kits. 

4.1.4 Zelllinie 

Die Zelllinie stammt von der DSMZ, Braunschweig (alle Angaben laut DSMZ). 

MOLM-13:   humane AML-Zelllinie, 1975 aus dem peripheren Blut eines 20-jährigen 

Jungen mit Rezidiv, nach initial myelodysplastischem Syndrom, 

gewonnen; p53 Wild-Typ 

Morphologie:  runde Suspensionszellen 

DSMZ-Nummer: ACC 554 

Vollmedium:  500 ml RPMI 1640 

100 ml fetales Kälberserum (FKS) 

    100 Units/ml Penicillin G + 0,1 mg/ml Streptomycin 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Zellbiologische Methoden 

Das Arbeiten mit der Zellkultur fand stets unter einer sterilen Werkbank von Thermo Scientific 

statt. Alle zu benutzenden Geräte und Materialien wurden vorher desinfiziert, sterilisiert oder 

autoklaviert.  

4.2.1.1 Zellkultivierung und Passagieren der Zellen 

Das Auftauen der Zelllinie wurde von Frau Sabine Becker übernommen. Die Zellkulturflaschen 

wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 

MOLM-13-Zellen wurden alle 3-4 Tage passagiert, das heißt, in neuem Nährmedium 

suspendiert. Zuerst wurde die Zellsuspension lichtmikroskopisch nach Zelldichte und 

Homogenität beurteilt. Anschließend wurde unter der Werkbank der Inhalt der 

Zellkulturflasche (75 cm2) mit einer serologischen Pipette in ein 50 ml Röhrchen überführt. Um 

keine Zellen zu verlieren, wurde die Zellkulturflasche mit 10 ml des zellspezifischen 

Vollmediums, welches zuvor im 37 °C warmen Wasserbad erwärmt wurde, gespült. Nach 5-

minütigem Zentrifugieren bei 1200 Umdrehungen/min (U/min) wurde der Überstand abgekippt 

und das Zellsediment mit einer sterilen Pasteurpipette in 20 ml frischen Mediums vereinzelt, 

bis eine homogene Lösung entstand. Davon wurden 20 µl in ein Zählröhrchen gegeben, um die 

Zellzählung, wie unter 4.2.1.2 beschrieben, vornehmen zu können. Nach dem Zählen wurde 

eine neue Zellkulturflasche angelegt, in die die gewünschte Zellzahl eingesät wurde. Eine 

Zellkulturflasche wurde für maximal zwei aufeinanderfolgende Passagen verwendet. Für die 

Kultivierung über drei Tage wurden 10 x 106 Zellen und für diejenige über vier Tage 8 x 106 

Zellen eingesät. 

4.2.1.2 Bestimmung von Zellzahl und Vitalität  

Zur quantitativen Bestimmung der Zellzahl wurden die entnommenen 20 µl der Zellsuspension 

im Verhältnis 1:2 mit 0,5%igem Trypanblau in einem Eppendorf-Röhrchen vermischt, mit einer 

Pipette homogenisiert und anschließend mit dem Vortexer vermischt. 20 µl davon wurden in 

die Neubauerzählkammer gegeben. Diese besteht aus vier großen Quadranten (0,1 µl), von 

denen zwei diagonal liegende, die wiederum aus 16 kleinen Einzelquadraten bestehen, 

ausgezählt wurden. Dies erfolgte lichtmikroskopisch unter Zuhilfenahme der Zählhilfe 

„Counter AC-15“. 

Der saure Farbstoff Trypanblau lagert sich nur in Zellen mit geschädigter Zellmembran ein, 

was zur Identifizierung von blauen toten und ungefärbten lebendigen Zellen führt. Diese 
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Diskriminierung erlaubt sowohl die Anzahl an vitalen Zellen als auch die Vitalität der gesamten 

Zellkultur zu errechnen. 

Vitale Zellen auf 1ml Zellsuspension  =	#$%ä'()$	*$((%+'(	,	-$./ü1121#34+5)6.
71%+'(	/$.	#$%ä'()$1	8.6ß:2+/.+)$

 

 

                                       Vitalität in % = ;<)+($	*$((%+'(	,	=>>%
8$3+@)%$((%+'(

 

4.2.1.3 Aussäen der Zellen für funktionelle Versuche  

Nach Anlegen der neuen Zellkulturflasche wurden ebenfalls die 12-Wellplatten für die 

anstehenden funktionellen Experimente angelegt. Die benötigte Menge an Zellsuspension 

wurde unter Betracht der ausgezählten Zellzahl/Milliliter ermittelt. Für einfache 

Kombinationsbehandlungen wurden die MOLM-13-Zellen mit einer Zelldichte von 200.000 

Zellen/Well (1 ml Gesamtvolumen) ausgesät. Für die Experimente nach Zellsortierung wurden 

die Wells mit 100.000 Zellen/Well angelegt. Ermittelt wurde dann die benötigte Menge der 

Zellsuspension unter Berücksichtigung der ausgezählten Zellzahl/Milliliter. Diese wurde dann 

in ein 50 ml Röhrchen gegeben, in dem das errechnete Volumen an Vollmedium, um ein 

Endvolumen von 1 ml/Well zu erreichen, bereits vorgelegt war. Mit einer Multipette wurde je 

1 ml der entstandenen Zellsuspension pro Well ausgesät. Das gleiche Prozedere wurde bei den 

sortierten Zellen durchgeführt, Unterschied war lediglich die Zellzahl pro Well. 

4.2.1.4 Wirkstoffapplikation  

Wirkstoff Wirkstoffklasse Konzentration der SL Konzentrationen IKZ 

Camptothecin Topoisomerase-I-

Hemmstoff 

10 mM 0; 5; 10; 20 nM 48 h 

Cytarabin  Antimetabolit 2 mM 0; 2; 4; 6 µM 24 h 

Etoposid Topoisomerase-

II-Hemmstoff 

50 mM 0; 1; 2; 5 µM 24 h 

Vincristin Mitosehemmstoff 0,01 mM 0; 5; 10; 20 nM 48 h 

Tabelle 4: Eingesetzte Zytostatikakonzentrationen nach der Zellsortierung. 
Die Konzentrationen und die Inkubationszeiten wurden durch eigene Konzentrations-Wirkungs-
Vorversuche und durch Erfahrungswerte des onkologischen Forschungslabors unter der Leitung von 
Dr. J. Sonnemann bestimmt, als Verdünnungsmittel eignete sich das MOLM-13-Vollmedium, die 
Behandlung fand direkt nach Aussäen der sortierten Fraktionen statt, IKZ = Inkubationszeit, 
SL = Stammlösung. 
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Die lichtmikroskopische Begutachtung der Zelldichte und Homogenität des Zellrasens stand 

am Anfang jeder Behandlung. Anschließende Schritte erfolgten stets unter sterilen 

Bedingungen und bei gedämpftem Licht, da einige Substanzen photosensibel reagieren. Für die 

Versuche mit unsortierten Zellen wurden die Wells, wie unter 4.2.1.3 beschrieben, angelegt und 

24 Stunden später mit den entsprechenden Wirkstoffen behandelt. Die Wirkstoffe, deren 

eingesetzte Konzentrationen und die jeweilige Inkubationszeit sind sowohl Tabelle 5 zu 

entnehmen als auch den jeweiligen Legenden im Ergebnisteil. Für das 

Chemosensibilitätsexperiment an sortierten Zellen wurden diese nach dem Sortiervorgang 

ausgesät und direkt behandelt und für 24 oder 48 Stunden inkubiert. Dafür wurde vor der 

Zellsortierung die Hälfte der Zellen für 24 Stunden mit 5 µM SRT1720 vorbehandelt, dann 

dreimalig gewaschen und der Rest der Prozedur gleich den unbehandelten Zellen 

vorgenommen. 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration 

der SL 
Behandlung Konzentrationen 

IKZ 

(h) 

SRT1720 
Sirtuin-1-

Aktivator 
5 mM 

Vor-

behandlung 

1, 2, 3, 4, 5, 7,5 

µM  
24  

Etoposid 
Topoisomerase-

II-Hemmstoff 
50 mM Behandlung 

0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 

0,5 µM 

2-12 

24,      

48  

3-MA  PI3K-Inhibitor 50 mM Behandlung 2 mM 48 h 

CQ 

lysosomaler 

Inhibtor der 

Autophagie 

25 mM Behandlung 10 µM 0-5 h 

Tabelle 5: Eingesetzte Autophagie-Aktivatoren (SRT1720, Etoposid) und -Inhibitoren (3-MA, CQ). 
Die Konzentrationen und die Inkubationszeiten wurden durch eigene Konzentration-Wirkungs-
Vorversuche und durch Erfahrungswerte des onkologischen Forschungslabors unter der Leitung von 
Dr. J. Sonnemann bestimmt, SRT1720 wurde in DMSO weiterverdünnt, Etoposid (siehe Tabelle 4) in 
Vollmedium, SRT1720 wurde nach 24 h drei Mal ausgewaschen, IKZ = Inkubationszeit, 
SL = Stammlösung. 
 

4.2.2 Funktionelle Methoden 

4.2.2.1 Durchflusszytometrische Analyse mittel FACS 

Grundlagen: Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einem laminaren 

Flüssigkeitsstrom durch einen oder verschiedene monochromatische Laserstrahlen geführt. Der 
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einfallende Lichtstrahl wird durch die Zelle abgelenkt, was als Streulicht bezeichnet wird 

(Tyndall-Effekt). Zu unterscheiden sind das Vorwärtsstreulicht (FSC; forward scatter), das sich 

proportional zur Zellgröße verhält und das Seitwärtsstreulicht (SSC; sidewards scatter), das sich 

proportional zur Zellgranularität verhält. Zellen können zusätzlich mit einem Fluoreszenzstoff 

markiert werden und mit dem FACS-System quantitativ analysiert werden. Werden die 

fluoreszierenden Verbindungen durch den Laserstrahl geführt, absorbieren sie Lichtenergie in 

einer für den Fluoreszenz-Farbstoff charakteristischen Wellenlänge (= Absorptionsmaximum). 

Dabei wird ein Elektron auf ein höheres Energieniveau gehoben und emittiert beim Übergang 

in den Grundzustand die überschüssige Energie in Form eines Photons (= Fluoreszenz). Diese 

Lichtsignale werden von Photovervielfältigern empfangen und in elektronische Signale 

umgewandelt. Die Fluoreszenzintensität ist proportional zur Menge an gebundenen 

Fluorochromen. Durch den gleichzeitigen Einsatz mehrerer Laser unterschiedlicher 

Wellenlängen lassen sich multiparametrische Korrelationen darstellen.   

Durchführung: Für die FACS-Analysen wurden die Wells, wie unter 4.2.1.3. beschrieben, 

ausgesät. Je nach Versuchsanordnung wurden die Zellen über 24 Stunden im Brutschrank 

inkubiert, anschließend behandelt und am Tag der Messung geerntet, worunter man die 

Überführung des Well-Inhalts mit einer Einwegpasteurpipette in das jeweilige FACS-Röhrchen 

versteht. Gespült wurde jedes Well mit einem Milliliter farblosem Medium (FLM) oder PBS, 

beides vorgewärmt, welches ebenfalls in das FACS-Röhrchen überführt wurde. Nach Auffüllen 

der Röhrchen mit 2 ml FLM/PBS, kamen diese für 5 Minuten bei 20 °C und 1800 U/min in die 

Zentrifuge. Die Inkubation mit den Fluoreszenzfarbstoffen fand je nach Protokoll vor oder nach 

dem Ernten statt. Grundsätzlich galt, dass die Zellen für die endgültige FACS-Messung in 

500 µl resuspendiert werden mussten (außer bei Zellzyklusanalysen). Am Anfang jeder FACS-

Messung stand die Kalibrierung des Durchflusszytometers mit Hilfe der BD Cytometer Setup 

& Tracking BeadsTM. Beim simultanen Einsatz von mehreren Fluoreszenzfarbstoffen kann es 

zu einer Interferenz der Wellenlängenbereiche sowie zu einer Signaldetektion im Kanal des 

anderen Fluorochroms kommen. Um dies zu korrigieren, müssen die Fluoreszenzen der 

eingesetzten Farbstoffe vor der Messung kompensiert werden. Dafür wurden Zellen (ebenfalls 

200.000 Zellen/Well; Beispiel einer Propidiumiodid/DiOC6(3) Messung: nur PI; nur DiOC6(3), 

Negativkontrolle) mitgeführt und simultan mit den anderen geerntet, gewaschen und 

vorbereitet.  

Auswertung: Mit Hilfe der BD FACSDiva-Software wurden die Daten analysiert. Die 

Erstellung von Histogrammen und Dotplots erleichterte die Darstellung der gemessenen 

Ereignisse. Grundsätzlich wurde stets ein Dotplot mit dem FSC-Signal auf der X-Achse und 
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dem SSC-Signal auf der Y-Achse erstellt. Anhand dieses Plots wurde die Population P1, deren 

Ereignisse anschließend analysiert wurden, eingegrenzt. Besonders interessant war die 

Gegenüberstellung der Fluoreszenzfarbstoffe, wodurch sich oft eine Aussage über die 

Korrelation der Eigenschaften der Zellen ableiten ließ. Die gemessene Ereigniszahl des FSC 

wurde auf 10.000 begrenzt (bei Zellzyklusanalysen 20.000). 

4.2.2.1.1 Zelltodanalyse mittels Propidiumiodid (PI) 

Grundlage: Mit dem Tod einer Zelle geht der Verlust der Integrität der Zellmembran einher. 

So kann das PI-Molekül stöchiometrisch in doppelsträngige DNA interkalieren, was bedeutet, 

dass PI-positive tote Zellen von PI-negativen vitalen Zellen unterschieden werden können.  

Durchführung: Nach Fertigstellung der Proben wird circa 20 Sekunden vor der Messung 1 µl 

PI zu der Probe (500 µl) gegeben und kurz gevortext.   

Fluorochrom  Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe 

PI  540 nm 608 nm  gelb-rot 

Tabelle 6: Eigenschaften von Propidiumiodid. 

4.2.2.1.2 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials 

Fluorochrom Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe 

DiOC6(3) (3‘3-Dihexyloxa-

carbocyaniniodid) 
484 nm 501 nm grün 

DiIC1(5)  (1,1‘3,3,3‘3’Hexa- 

methylindodicarboxyaniniodid) 
638 nm 658 nm hellrot 

Tabelle 7: Eigenschaften von DiOC6(3) und DiIC1(5).      

Grundlage: Bei intakten Mitochondrien ist das mitochondriale Transmembranpotential (Δym). 

negativ. Durch Zellstress oder drohenden Zelltod jedoch kann die mitochondriale 

Doppelmembran permeabel werden, wodurch es zum Verlust des Transmembranpotentials 

kommt. Die Fluoreszenzfarbstoffe DiOC6(3) und DiIC1(5) können aufgrund ihrer Lipophilität 

die Zellmembran durchdringen. Bei Konzentrationen unter 100 nM und bestehendem 

mitochondrialen Transmembranpotential lagern sie sich spezifisch in die Mitochondrien ein. 

Verlieren die Mitochondrien ihr Membranpotential, wäscht sich der Farbstoff leicht beim 

Waschvorgang der Zellen aus. Daraus ergeben sich durchflusszytometrisch 2 Populationen: die 

DiOC6(3)/DiIC1(5)-positive Fraktion, die das erhaltene mitochondriale Membranpotential 

besitzt und die DiOC6(3)/DiIC1(5)-negative Fraktion, die das Membranpotential verloren hat. 
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Durchführung: Die (vor)behandelten Wells werden 45 Minuten vor der Ernte mit 1 µl 

DiOC/DiIC beimpft und inkubiert. Die Zellen werden anschließend nach Protokoll geerntet, 

gewaschen und durchflusszytometrisch gemessen. 

4.2.2.1.3 Messung der Autophagie mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Cyto-ID 

Grundlagen: Cyto-ID ist licht- und temperaturempfindlich, weshalb bei gedämpftem Licht und 

auf Eis gearbeitet wurde. In der Forschungsgruppe, geleitet von Dr. J. Sonnemann, wurde Cyto-

ID für die durchflusszytometrische Messung am FACS-Gerät und am Sortiergerät eingesetzt. 

Für alle Versuche, bei denen unter anderem die Cyto-ID-Fluoreszenz gemessen wird, wird vom 

Ernten des Wells, über das Waschen der Wells und der Zellen, bis hin zum Resuspendieren des 

gefärbten Zellsediments FLM verwendet. Dies geschieht um, zum einen störende 

Fluoreszenzen während der Messung durch das Phenolrot des Vollmedium zu verhindern, zum 

anderen den Zustand der Autophagie der Zellen unberührt zu lassen, indem das FLM FKS 

enthält. Seitens des Herstellers sind die chemische Struktur und auch das Molekulargewicht 

von Cyto-ID nicht offengelegt. 

Durchführung: Für die Experimente wurden die Zellen wie unter, 4.2.1.3 beschrieben, ausgesät, 

inkubiert und, wenn vorgesehen, behandelt. Die sortierten Zellen wurden direkt nach der 

Zellsortierung behandelt beziehungsweise gefärbt. Die Wells wurden, wie unter 4.2.2.1 

beschrieben, geerntet. Nach vollständigem Dekantieren des Überstands wurde das Zellsediment 

in 240 µl Cyto-ID-Lösung resuspendiert und vereinzelt. Die Cyto-ID-Lösung wurde in einem 

verdunkelten 15 ml Röhrchen angesetzt, in dem der Farbstoff Cyto-ID 1:1000 mit FLM 

verdünnt wurde. Nach 30-minütiger Inkubation der Proben im Brutschrank wurden diese erneut 

gewaschen und in der vorgekühlten (4 °C) Zentrifuge für 5 Minuten bei 1800 U/min 

zentrifugiert. Alle folgenden Schritte fanden auf Eis statt. Zuletzt wurde das Zellsediment in 

500 µl FLM resuspendiert und vereinzelt. Die Proben konnten nach Protokoll im 

Durchflusszytometer gemessen werden. Die Autophagie wurde in Kombination mit vielen 

weiteren Fluoreszenz-Farbstoffen gemessen, wobei die Zellen immer zuerst mit Cyto-ID 

gefärbt wurden. Nur bei simultaner Messung des mitochondrialen Membranpotentials wurden 

die Wells zuerst mit DiIC1(5) gefärbt. 

4.2.2.1.4 Zellzyklusanalyse in fixierten Zellen 

Grundlage: Während eine Zelle den Zellzyklus durchläuft, verändert sich ihr DNA-Gehalt je 

nach Zellzyklusphase. In der G2-Phase besitzt die Zelle doppelt so viel Erbmaterial wie in der 

G1-Phase, da sie kurz vor der Teilung steht. Diese Unterschiede im DNA-Gehalt können durch 

den Einsatz von fluoreszierenden, in die DNA stöchiometrisch interkalierenden Farbstoffen 
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quantifiziert werden. Je höher der DNA-Gehalt, desto stärker ist das Fluoreszenzsignal. Für die 

Experimente an MOLM-13-Zellen wurde PI eingesetzt. Vitale Zellen transportieren PI nach 

Eindringen in die Zelle sofort wieder hinaus, weshalb die Zellen zuerst in Ethanol fixiert und 

permeabilisiert werden müssen. Da PI sich auch in die RNA einlagert, muss diese durch den 

Einsatz von Ribonuclease-A (RNase A) eliminiert werden.  

Durchführung: Die Fraktionen der sortierten Zellen wurden mit gewohnter Zelldichte ausgesät 

und wie unter 4.2.1.4 behandelt. Die Zellen wurden zu gewünschten Zeitpunkten mit warmen 

PBS geerntet und gewaschen. Nach Abkippen des Überstandes erfolgten alle weiteren Schritte 

auf Eis. Das Zellsediment wurde unter ständigem Vortexen in 1 ml gekühltem 70%igem 

Ethanol tropfenweise suspendiert. Es erfolgte anschließend die Zugabe eines weiteren 

Milliliters unter den gleichen Bedingungen.  

Die Proben wurden über Nacht im -20 °C Tiefkühlschrank gelagert und konnten dort bis zu 14 

Tage gelagert werden. Am Tag der Messung wurden die Proben 5 Minuten in der vorgekühlten 

Zentrifuge (4 °C; 1800 U/min) zentrifugiert und das Zellsediment in 500 µl Glucose-PI-Lösung 

suspendiert. Die Zusammensetzung der Suspension lautet wie folgt (Ansatz für 6 Proben): 

3590 µl PBS  20 µl 20%ige Glucose 10 µl RNase  200 µl PI 

Nach 45-minütiger Inkubation auf Eis und unter Lichtschutz im Kühlschrank konnten die 

Proben durchflusszytometrisch gemessen werden.  

Bei den Einstellungen für das FACS-Gerät war zu beachten, dass PI linear und die Probe bei 

niedriger Flussgeschwindigkeit zu messen war. Außerdem mussten 20.000 Zellen/Probe 

gemessen werden. Um eine Messung von Zellaggregaten und -Trümmern auszuschließen, 

wurde FSC-A gegen SSC-A und FSC-A gegen FSC-W aufgetragen. Die Zellzyklusphasen 

wurden mittels FACSDiva Software quantifiziert. 

4.2.2.1.5 Simultane Messung von Autophagie-Aktivität und Zellzyklus in vitalen Zellen 

Grundlage: Um dem Zusammenhang zwischen der Autophagie-Aktivität und dem Zellzyklus 

einer Zelle nachzugehen, musste eine Methode entwickelt werden, die die Vitalität der Zellen 

garantiert. Benötigt wurde ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit dem Autophagie-Indikator-

Farbstoff Cyto-ID kombinierbar ist. Der Fluoreszenzfarbstoff DRAQ5TM lagert sich ebenfalls 

stöchiometrisch in die DNA ein und dient der Quantifizierung des DNA-Gehalts. Durch seinen 

lipophilen Charakter kann er durch die Membranen diffundieren und macht eine 

Permeabilisierung der Zellen unnötig.  

Durchführung: Die MOLM-13-Zellen wurden, wie unter 4.2.1.3 beschrieben, ausgesät. Nach 

24-stündiger Inkubation wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten mit Etoposid 
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behandelt. Etoposid wurde je nach Experiment (siehe Abbildungslegenden) mit einer 

Endkonzentration von 0,1 µM und 0,5 µM eingesetzt und die Wells zu Zeitpunkt: 12, 10, 8, 6, 

4, 2 Stunden behandelt. Für das Experiment zur Untersuchung des Einflusses von 3-MA auf 

den Zellzyklus wurden die Wells mit 0,1-0,5 µM Etoposid behandelt und für 48 Stunden 

inkubiert, ein Teil davon zusätzlich mit 2 mM 3-MA. Es müssen genau 100.000 Zellen/Probe 

gefärbt werden, was ein Auszählen des Wellinhalts erforderte. Das Auszählen erfolgte in der 

Neubauer-Zählkammer. Da DRAQ5TM sich sowohl in tote als auch vitale Zellen einlagert, 

wurde bei der Gesamtzellzahl nicht zwischen lebend und tot entschieden. Die Zellen wurden 

dann in die FACS-Röhrchen überführt, in denen je 2 ml farbloses, vorgewärmtes Medium 

vorgelegt war. Farbloses Medium wurde verwendet, da dieser Versuch gleichzeitig die 

Autophagie untersuchen sollte. Nach drei-minütiger Zentrifugation bei 1800 U/min wurden die 

Überstände scharf abgekippt und das Zellsediment in 240 µl Cyto-ID Lösung resuspendiert und 

dem Protokoll zufolge inkubiert (siehe 3.2.2.1.4). Nach Auswaschen des Cyto-IDs wurde das 

Zellsediment mit DRAQ5TM gefärbt. Dafür wurde eine Suspension in einem dunklen 15 ml 

Röhrchen angesetzt, in dem DRAQ5TM 1:500 in FLM verdünnt wurde. Vor Ansetzen der 

DRAQ5TM-Lösung musste das Aliquot (10 µl) gevortext und anzentrifugiert werden. Das 

Zellsediment wurde in 250 µl DRAQ5TM-Lösung resuspendiert und für 10 Minuten im 

Brutschrank inkubiert. Die Proben waren somit fertig vorbereitet und konnten nach 

abgelaufener Inkubationszeit nach Protokoll durchflusszytometrisch gemessen werden.  

Fluorochrom Absorptionsmaximum Emmisionsmaximum Farbe 

DRAQ5TM  (1,5-Bis{[2-

(Dimethylamin)Ethyl]amin}4,

8Dihydroxyanthracen-9,10-

dion 

647 nm 681 nm Rot 

Tabelle 8: Eigenschaften von DRAQ5. 

4.2.2.2 Zellsortierung von MOLM-13-Zellen nach ihrer Autophagie-Aktivität 

Grundlage: Die Methode der Zellsortierung mittels Cyto-ID wurde kürzlich in der 

Arbeitsgruppe von Dr. J. Sonnemann erstmalig etabliert. Durch eigene Vorversuche zu Cyto-

ID wurde die Methode weiter optimiert. Grundsätzlich besteht die Idee darin, eine 

zelllinienunspezifische, schnelle und unkomplizierte Methode zu entwickeln, um reine 

Zellfraktionen mit unterschiedlichem Autophagieniveau zu erhalten. Neben der eigentlichen 

Sortierung nach der Fluoreszenzintensität ist vor allem von Vorteil, dass die Zellen 

anschließend weiterkultiviert, behandelt und untersucht werden können. Der Mechanismus der 
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Zellsortierung basiert auf der Methode der Durchflusszytometrie (4.2.2.1). Die zu 

untersuchende Einzelzellsuspension wird ebenfalls im laminaren Strom durch eine Quarz-

Küvette geführt, von monochromatischen Laserstrahlen bestrahlt und im SSC und FSC 

registriert. Je nach eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffen werden die Zellen durch die 

spezifischen Laserstrahlen geführt. In diesem Fall kam PI zur Detektion des Zelltodes und Cyto-

ID zur Detektion der Autophagie-Aktivität zum Einsatz. Je nach detektierter Cyto-ID-

Fluoreszenz wurde der am Ende der Küvette liegende Ring spezifisch geladen. Durch einen 

vibrierenden Mechanismus wird die soeben gemessene Zelle vom Flüssigkeitsstrom getrennt 

und durchläuft in einem einzigen Tropfen verpackt diesen Ring. Hier wird der Tropfen dann 

gegensätzlich zur Ladung des Rings positiv bzw. negativ geladen. Beim Durchlaufen des 

anschließenden elektrostatischen Feldes wird dieser abgelenkt und in das entsprechend 

definierte Röhrchen sortiert. Die Röhrchen sollten letztendlich eine homogene Population an 

Zellen mit niedriger, mittlerer und hoher Autophagie enthalten. 

Die Zellsortierung wurde, in Kooperation mit dem Fritz-Lipmann-Institut (FLI) in Jena, 

freundlicherweise von Katrin Schubert übernommen. Die Probenvor- und -nachbereitung fand 

im onkologischen Forschungszentrum der Kinderklinik statt.  

Durchführung: Vorbereitend wurde eine MOLM-13-Zellkulturflasche (75 cm2) mit 15 x 106 

Zellen/20 ml angelegt. Bei Experimenten mit vorbehandelten MOLM-13-Zellen wurde zwei 

Stunden nach Anlegen der Zellkulturflasche diese mit einer Endkonzentration von 

5 µM SRT1720 behandelt. Nach 24-stündiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen 

geerntet (3.2.2.1), zweimal mit FLM gewaschen und die Zellzahl mittels Neubauer-

Zählkammer bestimmt. Die Zellen wurden dann in 10 ml FLM in einem 15 ml Röhrchen 

resuspendiert und bei 37 °C in einer Styropor-Box zum FLI transportiert. Nach 5-minütigem 

Zentrifugieren der Zellsuspension bei 250 g und 20 °C wurde das Zellsediment in der Cyto-ID-

Lösung resuspendiert (5 ml FLM : 5 µl Cyto-ID) und für 30 Minuten inkubiert. Währenddessen 

wurde 1 ml Vollmedium in jedes FACS-Röhrchen vorgelegt. Nach Ablaufen der 

Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen. Das Zellsediment wurde in einem Milliliter 

FLM vereinzelt und direkt auf Eis und unter Lichtschutz zur FACS-Facility des FLIs gebracht. 

Dort wurde die Zellsuspension gefiltert in ein FACS-Röhrchen gegeben und kurz vor dem 

Sortiervorgang mit 1 µM Sytox BlueTM, Lebend-Tot-Farbstoff, der bei 450 nm gemessen wird, 

gefärbt. Die Zellen wurden mittels des BD FACSAria III oder BD FACS Fusion, die auf eine 

Temperatur von 4 °C eingestellt wurden, mit einem Druck von 310 kPa unter Verwendung einer 

85 µM Düse sortiert. 
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Abbildung 3: Ausschnitt aus BD-Software des Sortiergeräts.  
Links oben wird im SSC und FSC Dot-Plot auf die vitalen Zellen gegatet (P1). Diese Population wird 
durch FSC/SSC-H/W weiter optimiert und anschließend werden nur die vitalen Zellen sortiert (P4). Der 
untere Dotplot zeigt den FITC-Kanal, in dem die Cyto-ID-Fluoreszenz gemessen wird. Es werden die 
drei Fraktionen so eingegrenzt, dass jede circa 33 % der Zellen enthält. Dabei entspricht low AutLO, 
mid AutME und high AutHI in den anschließenden Versuchen. 

Dabei entstanden 3 gleichgroße Zellpopulationen unterschiedlicher Cyto-ID-Fluoreszenz: 

niedriger, mittlerer und hoher Cyto-ID-Fluoreszenz. Zelltrümmer und einzelne Zellbestandteile 

wurden sequentiell ausgeschnitten, indem FSC-A gegen SSC-A, FSH-H (Höhe) gegen FSC-W 

und SSC-H gegen SSC-W aufgetragen wurden. Tote Zellen wurden durch das gezielte gating 

(selektives Eingrenzen) von Sytox Blue-negativen Zellen ausgeschlossen. Jede Fraktion 

enthielt letztendlich 1,5 Millionen Zellen in 4 ml Medium/Spülflüssigkeit. Der Sortiervorgang 

dauerte im Schnitt circa 35 Minuten. Unter sterilen Bedingungen wurde jede Fraktion in ein 

15 ml Röhrchen überführt und das FACS-Röhrchen mit 3 ml FLM gespült. Nach Zentrifugieren 

der Proben wurde das Zellsediment in 15 ml Vollmedium resuspendiert und die Proben 

gewärmt zurück in das Forschungszentrum transportiert. Je nach anstehenden Versuchen 

wurden sortierte Zellen am FLI an Dr. Marx (Kooperationspartner) für weitere Versuche 

übergeben. Im Forschungszentrum der Kinderklinik wurden die sortierten Zellen unter sterilen 

Bedingungen in 12-Wellplatten mit einer Zelldichte von 100.000 Zellen/Well (1 ml) ausgesät.  



 

39 
 

4.2.2.3 Immunoblotting 

Um der Zellsortierung weitere Proteinanalysen anzuschließen, wurden Western Blots gefertigt. 

Unter blotting versteht man allgemein die Übertragung von Proteingemischen von einem Gel 

auf eine Membran und deren anschließende Detektion auf der Membran. Hier wurde 

Immunoblotting, das heißt die anschließende Markierung der Proteine mittels spezifischer 

Antikörper, als Methode gewählt. Die starke Antikörper-Antigen-Bindung ermöglicht es, ein 

spezifisches Protein inmitten eines Proteingemisches zu identifizieren. Es lässt sich demnach 

eine qualitative, semi-quantitative Aussage tätigen. Der Versuch schloss sich direkt der 

Zellsortierung an und wurde freundlicherweise von Dr. Marx durchgeführt. 

4.2.2.3.1 Herstellung von Proteinlysaten  

Es wurden 700.000 Zellen/sortierter Fraktion zur Herstellung von Proteinlysaten verwendet, 

davon wurden 350.000 für 1 Stunde mit 25 µM CQ vorinkubiert. Die Zellen wurden für 

5 Minuten bei 250 g und 4 °C zentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Anschließend 

wurde der Überstand verworfen und das Zellsediment in 60 µl RIPA-Zelllysereagenz 

resuspendiert. Durch Ultraschall wurden die Proben dann lysiert, mit 6x Lämmlipuffer versetzt 

und abschließend, vor und nach dem 7-minütigen Erhitzen (95 °C) der Lysate, im Vortexer 

vermischt. Nun sollten alle enthaltenen Proteine denaturiert vorliegen. Die 

Zusammensetzungen der verwendeten Puffer sind Tabelle 9 zu entnehmen.  

RIPA-Lyse-Puffer  6x Lämmlipuffer  

150 mM Natriumchlorid (NaCl) 

1 mM EDTA 

1 % Triton X-100 

1 % Natriumdesoxycholat 

0,1 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 

50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 

frisch hinzugegeben:  

PhosphoStop®  

Proteaseinhibitor-Cocktail 

35 % β-Mercaptoethanol 

350 mM Tris/HCl (pH 6,8) 

30 % Glycerin 

10 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 

0,25 % Bromphenolblau 

Tabelle 9: Zusammensetzungen der für die Herstellung der Proteinlysate verwendeten 
Pufferlösungen. 

4.2.2.3.2 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 7 % Trenngel 12 % Trenngel 15 % Trenngel 
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Endvolumen 8 ml 8 ml 8 ml 

ddH2O 2,95 ml 2,15 ml 1,65 ml 

30 % Acrylamid 1,85 ml 2,65 ml 3,2 ml 

1 M Tris, pH 8,8 3 ml 3 ml 3 ml 

10 % SDS 80 µl 80 µl 80 µl 

10 % APS 80 µl 80 µl 80 µl 

TEMED 8 µl 8 µl 8 µl 

Tabelle 10: Zusammensetzung der für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendeten Trenngele. 

Die Auftrennung der Proteinlysate erfolgte mithilfe eines Polyacrylamidgels. Dazu wurden 

Stufengele aus 7-, 12- und 15%igem Trenngel verwendet, um eine optimale Auftrennung der 

unterschiedlich großen Proteine zu gewährleisten. Das Sammelgel enthielt in beiden Fällen 4 % 

Polyacrylamid. Die Zusammensetzungen der verschiedenen Trenngele und die des Sammelgels 

sind in Tabelle 11 enthalten. Alle Angaben gelten für die Herstellung von zwei Gelen, bei denen 

TEMED erst kurz vor dem Gießen des Gels hinzugegeben wird. 25 µl der Proben wurden 

jeweils mit 5 µl des Markers PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 10-250 kDa 

aufgetragen. Dieser Marker dient als Größenstandard, der mitläuft. Die Elektrophorese, also die 

eigentliche Auftrennung der Proteinlysate nach Größe, fand bei konstant 130 V statt. Als 

Laufpuffer wurde 1x konzentrierter Rotiphorese® SDS-PAGE-Puffer verwendet.  

 4 % Sammelgel 

Endvolumen 10 ml 

ddH2O 7,25 ml 

30 % Acrylamid 1,33 ml 

1 M Tris, pH 6,8 1,25 ml 

10 % SDS 100 μl 

10 % APS 100 μl 

TEMED 10 μl 

Tabelle 11: Zusammensetzung des für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendeten 
Sammelgels. 

4.2.2.3.3 Western Blot und Immunodetektion der Proteine 

Die in der SDS-PAGE getrennten Proteinlysate wurden durch Western Blots auf eine 

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran transferiert. Als Transferpuffer wurde der SDS-PAGE 

Laufpuffer, dem 20 % Ethanol beigesetzt wurde, verwendet. Der Transfer erfolgte über Nacht 
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bei einer Stromstärke von 20 mA pro Membran bei Raumtemperatur (RT). Die noch freien 

Bindestellen der Membran wurden anschließend durch eine Blockierungslösung (5 % 

Magermilch, 0,05 % Tween-20 in TBS-T (Tris-buffered saline with Tween20), pH 7,25) für 

1 Stunde bei RT inkubiert und blockiert. In Tabelle 12 sind alle verwendeten Primär- und 

Sekundärantikörper und deren Verdünnungen aufgeführt. Die primären Antikörper wurden in 

2,5 % Magermilch in TBS-T mit 0,02 % Natriumazid verdünnt. Die Membran wurde über 

Nacht und bei 4 °C auf einem Rollmischgerät in der primären Antikörper-Lösung inkubiert und 

dann dreimal für 10 Minuten in TBS-T gewaschen. Anschließend wurde sie bei RT für 1 Stunde 

mit dem entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert. Die sekundären Antikörper wurden in 

2,5 % Magermilch in TBS-T verdünnt und waren HRP-konjugiert (Horseradish Peroxidase). 

Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde die Membran erneut dreimal für 10 Minuten in 

TBS-T gewaschen. Abschließend wurde die Membran für 1 Minute in ECL-Lösung (enhanced 

chemiluminescence) inkubiert und die Expression der Proteine an einem Amersham Imager 600 

detektiert. Die Expressionslevel wurden mittels ImageJ quantifiziert 

Primäre Antikörper Hersteller Verdünnung 

Cyclin B1 BD Biosciences 1:1000 

LC3B Cell Signaling Technologies 1:1000 

p62 MBL International 1:2500 

phospho Histon H3 (Ser10) Millipore (Merck) 1:1000 

Vinculin Santa Cruz Biotechnologies 1:5000 

β-Aktin Sigma Aldrich (Merck) 1:10000 

Sekundäre Antikörper 

Anti-Maus SeraCare 1:10000 

Anti-Kaninchen SeraCare 1:5000 

Tabelle 12: Auflistung aller verwendeter primären und sekundären Antikörper, deren Hersteller und 
eingesetzte Verdünnung. 
 

4.2.2.4 Messung des zellulären Sauerstoffverbrauchs und der Laktatsekretion 

Grundlagen: Während der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) werden die elektronen-

übertragenden Produkte des Zitratzyklus (NADH und FADH2) von den Multienzymkomplexen 

I und II in die Atmungskette transportiert und schließlich in Komplex IV auf Sauerstoff unter 

der Bildung von Wasser übertragen. Dabei bauen die Atmungskettenkomplexe I, III und IV 

einen Protonengradienten auf, indem Protonen von der mitochondrialen Matrix in den 
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Abbildung 5: Systematische Darstellung einer Seahorse-Messung. 
Die y-Achse zeigt die gemessene OCR, woraus sich weitere Parameter, durch Applikation der 
inhibitorischen Pharmaka, berechnen lassen. DNP ist 2,4-Dinitrophenol. Abbildung modifiziert nach 
Nicholas et al. (2017).  

Hierzu werden in einem sogenannten Cell Mito Stress Test Oligomycin, 2,4-Dinitrophenol und 

Antimycin-A sequenziell zugegeben, nachdem der basale Sauerstoffverbauch der Zellen 

bestimmt wurde. Zuerst wird Oligomycin, das die ATP-Synthase der Atmungskette inhibiert, 

hinzugegeben. Damit baut sich der Protonengradient nicht mehr über die ATP-Synthase ab und 

der mitochondriale Sauerstoffverbrauch wird blockiert. Daher fällt an diesem Punkt die OCR 

ab und ECAR nimmt zu. Die verbleibende OCR ist größtenteils auf Sauerstoff-konsumierende 

nicht-mitochondriale Enzymreaktionen im Zytosol der Zelle zurückzuführen. Es folgt die 

Zugabe von 2,4-Dinitrophenol, welches sich als Ionophor in die innere Membran der 

Mitochondrien einlagert und den Protonengradient abbaut. Damit kann der Elektronenfluss 

zwischen den Komplexen I-IV ungehindert stattfinden und die Aktivität der Komplexe I-IV auf 

einen maximalen Wert gesteigert werden. Somit steigen an diesem Punkt sowohl OCR als auch 

ECAR an. Zuletzt wird Antimycin-A, als Inhibitor des Komplexes III, appliziert. Es kommt zu 

einem kompletten Erliegen der OXPHOS. Daraus ergibt sich die nicht-mitochondriale Atmung, 

die auf dem Sauerstoffverbrauch einiger zellulärer Enzyme basiert. Die Werte der ECAR 

bleiben an diesem Punkt stabil oder steigen an, um die fehlende Energiebereitstellung durch die 

OXPHOS-Hemmung zu kompensieren. Mehr Informationen zur genauen Methodik der 

Seahorse-Analysen finden sich unter Ferrick et al. (2008). 

Durchführung: Die Seahorse-Analysen wurden freundlicherweise in Kooperation von Dr. 

Christian Marx durchgeführt. Zu Beginn der Analyse wurden 70.000 Zellen/Fraktion in 180 μl 

Seahorse XF RPMI Medium (pH 7,4) pro Well in eine Seahorse XF96 Zellkulturplatte ausgesät 

und für 1 Stunde bei 37 °C im CO2-freien Inkubator inkubiert. Die Analyse der Zellen begann 

mit der Messung des basalen Stoffwechsels. Danach wurden während der Messung Oligomycin 
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(Endkonzentration 2 µM), 2,4-Dinitrophenol (Endkonzentration 15 µM) und Antimycin A 

(Endkonzentration 2 µM) injiziert und die jeweiligen Veränderungen des Stoffwechsels 

aufgezeichnet. Die OCR (pmol/min) wurde aus der Steigung der Kurve des O2-Partialdrucks 

(mmHg) gegen die Zeit (min) aufgetragen und berechnet. ECAR (mpH/min) ergab sich aus der 

Steigung der pH-Kurve gegen die Zeit (min). Jeder Abschnitt wurde in je drei Zyklen gemessen. 

Dieser bestand aus drei Minuten Durchmischung und drei Minuten Messung bei 37 °C. Die 

Daten wurden mittels Wave Software (Agilent Technologies) ausgewertet.  

Seahorse XF RPMI Medium:        180 µl farbloses RPMI   

       10 % FKS  

   10 mM D-Glukose  

    2 mM L-Glutamin  

   1 mM Natriumpyruvat  

4.2.2.5 Fluoreszenzmikroskopie 

Primärer Antikörper Hersteller Verdünnung 

LC3-B Cell Signaling Technologies 1:250 

p-62 MBL international 1:500 

Sekundäre Antikörper 

AlexaFluor555-conjugated anti-rabbit Abcam 1:500 

Tabelle 13: Verwendete Antikörper für Fluoreszenzmikroskopie. 

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde freundlicherweise in Kooperation von Dr. Christian Marx 

durchgeführt. Nach der Zellsortierung wurden 300.000 Zellen/Fraktion in eine 24-Well-Platte, 

die zuvor mit poly-L-Lysin überzogen worden war, eingesät, anschließend für 2 Minuten bei 

250 g zentrifugiert und für weitere 4 Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Die 

Zellen wurden durch alleinige Zugabe von 37%iger Formaldehyd-Lösung (Endkonzentration 

von 4 %) zum Medium-Überstand und 30-minütiger Inkubation bei RT fixiert. Nach Fixierung 

der Zellen wurden sie dreimal mit PBS gewaschen und für 1 Stunde in blocking solution bei 

RT inkubiert. Über Nacht folgte die Inkubation mit dem primären Antiköper bei 4 °C. Danach 

wurden die Deckgläser dreimal mit PBS gewaschen und für 2 Stunden bei RT mit dem 

sekundären Antikörper in blocking solution inkubiert. Die Deckgläser wurden mit PBS 

gewaschen, 10 Minuten mit 1 µg/ml DAPI (in PBS) bei RT inkubiert und erneut zweimal mit 

PBS gewaschen, bevor sie mit ProLong Gold Antifade Mountant befestigt wurden. Die 

Auswertung der Bilder fand mittels des Zeiss AxioImager ApoTome Mikroskop (strukturierte 
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Beleuchtung) und AxioCam MR Kamera statt. Die Aufnahmen wurden mit der Zen 2.0 lite 

software von Carl Zeiss analysiert.  

Blocking solution:   1 % BSA  0,4 % Triton X-100 in PBS (pH 7,25) 

4.2.3 Molekularbiologische Methoden 

4.2.3.1 Isolierung und Arbeiten mit RNA  

Untersucht wurden Zellen mit unterschiedlicher autophagozytotischer Aktivität und deren 

Expression von Zellzyklusgenen und Autophagie-Genen. Dafür wurden, wie in 4.2.1.3 

beschrieben, die MOLM-13-Zellen ausgesät, mit Cyto-ID gefärbt und anhand ihrer Cyto-ID-

Fluoreszenzintensität in die drei Fraktionen: niedrige (AutLO), mittlere (AutME) und hohe 

(AutHI) Autophagie-Aktivität sortiert. Die Untersuchung der RNA erfordert stets sehr sauberes 

Arbeiten, um den Abbau der RNA durch RNasen zu vermeiden. Das Tragen von 

Einmalhandschuhen aus Nitril, sterile wattierte Pipettenspitzen, sterile Reaktionsgefäße, 

RNase-freies Wasser und das ständige Desinfizieren der Pipette bildeten hierfür die Grundlage. 

Es wurde von 500.000 Zellen die RNA isoliert. Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem 

PegGOLD-Total-RNA-Kit®.  

1. Homogenisieren und Zelllyse: Zuerst wurden die Zellen mit vorgewärmten (37 °C) PBS bei 

4 °C und 1800 U/min für 5 Minuten in der Zentrifuge gewaschen. Die Proben standen stets auf 

Eis. Nach Abpipettieren des Überstands wurde das Zellsediment in 400 µl Lyse-Puffer 

vereinzelt, homogenisiert und auf eine DNA-Removing-Säule gegeben, welche in 2 ml 

Collection-Röhrchen steckte, und für 2 Minuten bei 13000 U/min in der Tischzentrifuge 

zentrifugiert. 

2. Bindung der RNA: Die DNA-Removing-Säulen konnten verworfen werden, da ab jetzt mit 

dem Unterstand, welcher die RNA enthält, weitergearbeitet wurde. Dieser wurde in 400 µl 

70%igem Ethanol homogenisiert und als Ganzes auf die PerfectBind-RNA-Säule gegeben, 

welche ebenfalls auf einem 2 ml Collection-Röhrchen steckte. Während der 1-minütigen 

Zentrifugation konnte die RNA an die Silikamembran binden. Der Unterstand wurde 

verworfen.  

3. Waschvorgang: Auf jede PerfectBind-RNA-Säule wurden 500 µl des RNA-Washbuffer-I 

gegeben. Nach Ablauf der 5-minütigen Einwirkzeit wurden die Proben 15 Sekunden lang 

zentrifugiert, der Unterstand verworfen und die Säule auf ein neues Collection-Röhrchen 

gesetzt. Um überschüssige Reste der DNA zu entfernen, wurde jede Probe mit 75 µl des DNase-

Verdaus behandelt und für 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurde die PerfectBind-
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RNA-Säule mit 350 µl Washbuffer-I und zweimal mit 500 µl Washbuffer-II gewaschen und 

zentrifugiert. Der Unterstand wurde nach jeder Zentrifugation verworfen.  

4. Trocknen: Beim letzten Waschschritt wurde die Säule für 2 Minuten zentrifugiert und damit 

vollständig getrocknet. Nach Verwerfen des Unterstands wurde die Säule auf ein 1,5 ml 

Eppendorf-Röhrchen gesetzt. 

5. Elution: Mit 35 µl RNase-freiem-Wasser wurde die RNA aus der Säule, unter 1-minütiger 

Inkubation und anschließender Zentrifugation, gewaschen. Die Eppendorf-Röhrchen, die nun 

die gelöste RNA enthielten, wurden weiterhin auf Eis bearbeitet.  

DNase I Reaktionsmix von peqGold Total RNA Kit (1 Probe): 

73,5 µl DNase I Digestionspuffer   1,5   µl RNase-freie DNase 

4.2.3.2 Photometrische Quantifizierung der RNA  

Vorbereitend wurden 4 µl der soeben isolierten RNA in 0,5 ml Eppendorf-Röhrchen, in die 

bereits 76 µl RNase-freies-Wasser vorgelegt wurden, pipettiert. Die RNA-Konzentration wurde 

mit Hilfe des BioPhotometers plus von Eppendorf photometrisch bei einer Wellenlänge von 

260 nm gemessen. Zuerst musste das Gerät mit 80 µl RNase-freiem Wasser, welches in die 

Quarzküvette pipettiert wurde, kalibriert werden. Anschließend wurden 80 µl jeder RNA-Probe 

gemessen und ihre Reinheit über das Verhältnis der Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm 

bestimmt. Dieses sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Liegt der Wert darunter, spricht es für eine 

Verunreinigung der Proben.  

Die RNA-Konzentration (µg/µl) berechnete sich wie folgt:   

=
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛(260𝑛𝑚)𝑥	40	µ𝑔 𝑅𝑁𝐴𝑚𝑙 	(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑒𝑖𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡	𝑓ü𝑟	𝑅𝑁𝐴)𝑥	20	(𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟)

1000	(𝑈𝑚𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔	𝑣𝑜𝑛	𝑚𝑙	𝑖𝑛	µ𝑙)
 

Die isolierte RNA wurde entweder direkt in cDNA umgeschrieben oder bei -20 °C eingefroren. 

4.2.3.3 Reverse Transkription der RNA in cDNA  

Es wurden 0,5 µg RNA jeder Probe in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Aufgrund 

der Quantifizierung des RNA-Gehalts jeder Probe, die mittels photometrischer Messung 

stattfand, konnte das Volumen, das 0,5 µg RNA enthält, berechnet werden. Dieses wurde in 

0,5 ml Eppendorf-Röhrchen pipettiert, in dem bereits das probenspezifische Volumen an 

RNase-freiem Wasser, welches ein Endvolumen von 13 µl ergab, vorgelegt wurde. Durch 

Zugabe von 7 µl des „Reverse Transkriptase“-Mix wurde das Endvolumen von 20 µl erreicht, 
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welches für die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion notwendig war. „Reverse 

Transkriptase-Mix” (1 Probe): 

    2 µl 10xBuffer-Reverse Transkriptase 

    2 µl dNTP-Mix 

    2 µl Random-Hexamer 

    0,25 µl RNase-Out 

    1 µl Omniscript-Reverse Transkriptase 

Die Proben wurden für eine Stunde bei 37 °C im Wärmeblock inkubiert. In dieser Zeit fand die 

reverse Transkription statt, bei welcher die isolierte RNA durch die RNA-abhängige DNA-

Polymerase in komplementäre DNA ungeschrieben wurde. Die entstandene cDNA wurde 1:2 

mit RNase-freiem-Wasser verdünnt, auf zwei 0,5 ml Eppendorf-Röhrchen verteilt und 

bei -20 °C eingefroren. Vorbereitend für die Real Time RT-PCR wurde in eines der Röhrchen 

60 µl destilliertes Wasser hinzugegeben. 

4.2.3.4 Real-Time RT-PCR mittels TaqMan® Technologie 

Grundlage: Die 1983 entwickelte Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zählt heute 

zu den wichtigsten Methoden der modernen Molekularbiologie. Sie erlaubt die Amplifikation 

gewünschter DNA-Abschnitte in vitro mittels Einsatz von genspezifischen Primer. Auf dieser 

Methode beruht die Real-Time Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR), die neben der 

Amplifikation den relativen Mengenvergleich der entstandenen Amplifikate mit einem 

Referenzgen (in diesem Fall beta-2-M) mittels Fluoreszenzmessung in Echtzeit ermöglicht. 

Eine genspezifische fluoreszenzmarkierte Sonde, welche aus einem sequenzspezifischen 

Oligonukleotid besteht, hybridisiert in jedem PCR-Zyklus mit der vorhandenen amplifizierten 

DNA-Sequenz und wird durch die 5‘-3‘-Exonuclease-Aktivität der Taq-DNA-Polymerase 

hydrolytisch gespaltet. Hierbei werden der am 5‘-Ende sitzende Fluoreszenzreporterfarbstoff 

(z. B. FAM = 6-Carboxy-Fluorescein) und der am 3‘-Ende sitzende Quencherfarbstoff (z. B. 

TAMRA = 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) der TaqMan-Sonde getrennt und die 

Fluoreszenz-Resonanz-Energieübertragung unterdrückt. Dadurch kommt es zum Anstieg der 

sequenzspezifischen Reporterfluoreszenz, die in Echtzeit nach jedem Amplifikationszyklus bei 

spezifischer Wellenlänge gemessen wird. Dieser Anstieg verhält sich stets proportional zur 

Menge der entstandenen Amplifikate. 

Durchführung: Alle Proben und Reagenzien wurden nach dem Auftauen oder nach dem 

Pipettieren gevortext und anzentrifugiert. Für jedes zu untersuchende Gen wurde zuerst der 
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spezifische Sondenmix (Endvolumen von 25 µl/Probe) in einem 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen 

wie folgt hergestellt und gevortext:  

Reagenz Volumen 

Destilliertes Wasser 11,25 µl 

Universal PCR Mastermix 12,5 µl 

Primer-Sonden-Mix  1,25 µl 

Tabelle 14: PCR Reagenzien pro Probe. 
Im Mastermix ist die AmpliTaq Gold DNA-Polymerase enthalten, der Primer-Sonden-Mix enthält die 
genspezifischen Primer und die zugehörige fluoreszenzmarkierte Sonde. 

Pro Probe wurden 50 µl des spezifischen Mastermix in ein 0,5 ml Eppendorf-Röhrchen 

vorgelegt. Anschließend wurden 2 µl der entsprechenden cDNA hinzupipettiert, die Proben 

gevortext und auf die 96-Spitzwell-Platte verteilt, wobei jede Probe doppelbestimmt wurde 

(25 µl/Well). Die Negativkontrolle enthielt nur 50 µl des genspezifischen Mastermix und wurde 

ebenfalls doppelbestimmt. Entsprechend der Herstellerangaben erfolgte die quantitative Real 

Time RT-PCR mit dem 7900 HT Fast Real-Time PCR System der Firma Applied Biosystem 

und mit Hilfe der Software SDS 2.4. 

Auswertung: Die gemessenen Fluoreszenzintensitäten (∆RN) werden mittels der SDS 2.4 
Software im Amplifikationsplot auf der y-Achse gegen die Zyklusanzahl aufgetragen. Um den 

signifikanten Unterschied der Fluoreszenzintensität, im linearen Anstieg, gegenüber der 

Hintergrundfluoreszenz darzustellen, wird eine Schwelle (engl.: threshold) bei etwa 

zehnfachem Signalniveau gegenüber der Hintergrundfluoreszenz (engl.: baseline) festgelegt. 

Als Cycle-threshold(ct)-Wert wird der Schnittpunkt des Amplifikationsgraphen mit dieser 

Schwelle bezeichnet. Er markiert den dazugehörigen x-Wert, der die Zyklusanzahl, bei der die 

Fluoreszenzintensität das erste Mal über den Schwellenwert gestiegen ist, angibt. Je niedriger 

der ct-Wert, desto höher ist die mRNA-Expression in der entsprechenden Ausgangsprobe. Um 

Schwankungen, die durch Unterschiede im RNA-Gehalt der einzelnen Proben entstehen 

können, zu kontrollieren, wird zusätzlich immer die Expression eines Referenzgenes (engl.: 

house keeping gene) bestimmt. Für die MOLM-13-Zellen wurde hierfür die Expression des 

Polypeptids β2-Mikroglobulin bestimmt. Der ∆ct-Wert des Zielgens ergibt sich aus der 

Differenz der ct-Werte des Ziel- und des Referenzgens. Gleiches Procedere gilt für die 

Berechnung des ∆ct-Wert der Kontrollprobe. Normalisiert wurden die ∆ct-Werte der Zielgene 

auf die ∆ct-Werte der Fraktion mit niedriger Autophagie, wodurch sich der ∆∆ct-Wert ergab.  
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Die relative Genexpression wurde dann durch Einsetzen der Werte in die Formel 2(-∆∆ct) 

ermittelt und ließ eine Aussage über die Expressionsunterschiede zwischen der jeweiligen 

Fraktion und der mit niedriger Autophagie treffen (Schmittgen und Livak 2008).  

4.2.4 Statistische Auswertung 

Statistische p-Werte wurden mittels des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests berechnet. Alle 

Statistiken basieren auf biologischen Replikaten unabhängiger Experimente und sind keine 

technischen Replikate. 1 * steht für ein p < 0,05.    
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5 Ergebnisse 

5.1 Wirkung des Autophagie-Inhibitors 3-Methyladenin auf den Etoposid-
induzierten Zellzyklusarrest in MOLM-13-Zellen 

  

  

Abbildung 6: Einfluss von Etoposid und 3-MA auf den Zellzyklus.  
Die Zellen wurden 48 h entweder mit Etoposid (Kontrolle) oder Etoposid + 3-MA inkubiert. Die 
Zellzyklusanalyse erfolgte durchflusszytometrisch an ethanolfixierten und PI-eingefärbten Zellen. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten (für Zellen in der G1- bzw. 
G2/M-Phase gilt: 3-MA vs. Kontrolle: *p<0,05; x µM Etoposid vs. kein Etoposid: #p<0,05). 

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen der Autophagie und dem Zellzyklus zu 

untersuchen wurden MOLM-13-Zellen vergleichend zum einen nur mit Etoposid und zum 

anderen mit Etoposid in Kombination mit dem Autophagie-Inhibitor 3-Methyladenin (3-MA) 

behandelt. Etoposid ist ein Zytostatikum, das zu einem G2/M-Arrest der Zelle führt (Clifford 

et al. 2003, Maskey et al. 2013). Die Abbildung 6 zeigt, dass die Wirkung von Etoposid auf 

MOLM-13-Zellen biphasisch verlief. Bei einer niedrigen Konzentration von 0,1 µM stellte sich 

in der Kontrollgruppe eine Akkumulation der Zellen in der G1-Phase ein. Bei steigenden 

Konzentrationen hingegen akkumulierten die Zellen in der G2/M-Phase. Bei der gleichzeitigen 

Inkubation der Zellen mit 3-MA prägte sich der G1-Arrest der Zellen weitaus schwächer aus 
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und der G2/M-Arrest blieb komplett aus. Auf den zytotoxischen Effekt von Etoposid, hier 

dargestellt als Zellen in der sub-G1-Phase, hatte 3-MA hingegen keine nennenswerte Wirkung. 

In Vorversuchen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 2 mM 3-MA bei einer Inkubationszeit 

von 48 Stunden nicht toxisch war. Die Ergebnisse dieses Versuchs gaben Anlass dazu, den 

Einfluss der Autophagie auf den Zellzyklus in MOLM-13-Zellen genauer zu analysieren. 

Zudem sollte der beschriebene Versuch erneut durchgeführt und dabei simultan zum Zellzyklus 

auch die Autophagie gemessen werden.    

5.1.1 Autophagie-Aktivierung durch Etoposid in MOLM-13-Zellen 

Zunächst wurde Etoposid als potentieller Autophagie-Aktivator getestet. Ziel war es, eine 

Etoposid-Konzentration zu finden, die die Autophagie in MOLM-13-Zellen ausreichend 

induziert und dabei wenig toxisch wirkt. Mittels der simultanen durchflusszytometrischen 

Messung der Cyto-ID-Fluoreszenz und der PI-Fluoreszenz konnte eine passende 

Konzentrationsreihe ermittelt werden. Durch die Zugabe von CQ (10 µM) konnte der Nachweis 

für eine effektive Aktivierung der Autophagie durch Etoposid erbracht werden (siehe 

Einleitung 2.2.5). 

   
A  B 

Abbildung 7: Nachweis der Zytotoxizität und der Autophagie-Aktivierung durch Etoposid.  
A: Die Zellen wurden 48 h mit Etoposid behandelt. Der Zelltod und die Autophagie wurden mittels 
durchflusszytometrischer Analyse der PI-Aufnahme bzw. der Cyto-ID-Einfärbung bestimmt. B: Die 
Zellen wurden 24 h mit Etoposid behandelt; 10 µM CQ wurde 1-5 h vor Ernte der Zellen hinzugegeben. 
Die relative Cyto-ID-Fluoreszenz stellt das Verhältnis von behandelten zu unbehandelten Zellen dar. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

5.1.2 Zellzyklusphasen-abhängige Autophagie-Aktivität in Etoposid-behandelten 
MOLM-13-Zellen  

Um die Autophagie und den Zellzyklus parallel zu messen, eignete sich die oben verwendete 

Methode mittels Zellfixierung und Permeabilisierung nicht. Die Zellen müssen zur Messung 

der autophagozytotischen Aktivität vital sein, weshalb für dieses Experiment der 

Lebendfarbstoff DRAQ5TM (siehe 4.2.2.1.5) eingesetzt wurde. Auch hierfür wurden die 
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MOLM-13-Zellen vergleichend zum einen mit Etoposid und zum anderen mit Etoposid in 

Kombination mit 3-MA behandelt. Für die Auswertung der Autophagie wurden die Zellen 

anhand der DRAQ5TM-Fluoreszenz in die verschiedenen Zellzyklusphasen eingeteilt. So ergab 

sich für jede Etoposid-Konzentration, je nach Zellzyklusphase einer Zelle, die korrelierende 

autophagozytotische Aktivität (Abbildung 8C).  

 

A     

B      C  

Abbildung 8: Einfluss von Etoposid und 3-MA auf den Zellzyklus und die Autophagie-Aktivität.  
A: Die Zellen wurden 48 h entweder mit Etoposid (Kontrolle) oder Etoposid + 3-MA inkubiert. Die 
Zellzyklusanalyse erfolgte durchflusszytometrisch mittels DRAQ5TM. B: Behandlung der Zellen 
gleichermaßen wie bei A, Auswertung der Autophagie durch durchflusszytometrische Analyse der Cyto-
ID-Einfärbung. C: Die Zellen wurden 48 h mit Etoposid behandelt. Die Zellzyklusanalyse erfolgte 
durchflusszytometrisch mittels DRAQ5TM bei simultaner durchflusszytometrischer Analyse der 
Autophagie mittels Cyto-ID-Einfärbung. In B und C wird die Cyto-ID-Fluoreszenz als Vielfaches des 
Wertes der Nullprobe angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 
Experimenten. Für Zellen in der G1- bzw. G2/M-Phase gilt: 3-MA vs. Kontrolle: *p<0,05; x µM 
Etoposid vs. kein Etoposid: #p<0,05. 

Die biphasischen Effekte von Etoposid auf den Zellzyklus zeigten sich wie unter 5.1.1 

beschrieben (Abbildung 8A). Abbildung 8B zeigt, dass die Cyto-ID-Fluoreszenz aller Zellen 

der Kontrollgruppe mit steigender Etoposid-Konzentration zunahm und bei der höchsten 

Konzentration (0,5 µM) nahezu eine Verdopplung der Cyto-ID-Intensität zu vermerken war. In 

den Zellen, die zusätzlich mit dem Autophagie-Inhibitor 3-MA behandelt wurden, blieb eine 

Steigerung der Autophagie-Aktivität ganz aus (Abbildung 8B). Betrachtet man zusätzlich die 

Cyto-ID-Fluoreszenz in den verschiedenen Zellzyklusphasen, zeigten sich deutliche 

Unterschiede (Abbildung 8C). In unbehandelten Zellen (Startwert) ergab sich dabei folgende 
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Abstufung der autophagozytotischen Aktivität für die jeweilige Zellzyklusphase: 

G1 < S < G2/M. Die Stimulierung mit Etoposid induzierte dann die Autophagie vor allem in 

Zellen, die sich in der S- und der G2/M-Phase befanden. G1-Phase-Zellen zeigten einen leichten 

Anstieg der Cyto-ID-Fluoreszenz mit einer Sättigung schon ab der niedrigsten Etoposid-

Konzentration. 

5.1.3 Kinetik des Etoposid-Effekts auf Autophagie und Zellzyklusarrest in MOLM-13-
Zellen  

Um die Beobachtungen des Versuchs mit 3-MA und Etoposid zu ergänzen, wurde die Wirkung 

von Etoposid sowohl auf die Autophagie als auch auf den Zellzyklus genauer untersucht. Dafür 

wurden die Zellen mit 0,5 µM Etoposid in Abständen von zwei Stunden über einen Zeitraum 

von 12 Stunden behandelt und anschließend die Autophagie-Aktivität und der Zellzyklus 

durchflusszytometrisch gemessen.   

A   B  

Abbildung 9: Abhängigkeit des Zellzyklusarrest und der Autophagie-Aktivierung von der 
Inkubationszeit mit Etoposid. 
A: Die Zellen wurden für 2-12 h mit 0,5 µM Etoposid behandelt. Die Zellzyklusanalyse wurde 
durchflusszytometrisch mittels DRAQ5TM-Einfärbung vorgenommen. B: Die Zellen wurden wie unter A 
beschrieben behandelt und simultan durchflusszytometrisch mittels DRAQ5TM-Einfärbung der 
Zellzyklus und mittels Cyto-ID-Einfärbung die Autophagie gemessen. C: Darstellung der Autophagie 
der nach der Cyto-ID-Fluoreszenz separierten Fraktionen (LOW-HIGH), wie unter 5.1.4 beschrieben, 
abhängig von der Inkubationszeit von Etoposid. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei 
unabhängigen Experimenten.   

Die Abbildung 9A zeigt, dass der von 0,5 µM Etoposid hervorgerufene G2/M-Arrest nach 

6 Stunden einzusetzen begann. Die Autophagie wurde bei 12-stündiger Behandlung mit 

Etoposid nicht signifikant aktiviert (Abbildung 9B). Dies deckt sich mit Vorversuchen, bei 

denen eine sichtbare Steigerung der Autophagie durch 0,5 µM Etoposid erst nach 24 Stunden 

Inkubationszeit zu vermerken war. 
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5.1.4 Autophagie-abhängige Verteilung der MOLM-13-Zellen im Zellzyklus 

Um diesen Zusammenhang darzustellen, wurden die Messwerte des unter 5.1.3 beschriebenen 

Versuchs auf eine andere Weise dargestellt. Dafür wurden die Zellen anhand ihrer Cyto-ID-

Fluoreszenz in fünf gleichgroße Fraktionen eingeteilt und die korrelierenden Zellzyklusprofile 

analysiert. 

 
Abbildung 10: Darstellung der durchflusszytometrischen Einteilung der 5 Cyto-ID Fraktionen. 
Es handelt sich um unbehandelte Zellen, deren Autophagie mittels durchflusszytometrischer Analyse 
der Cyto-ID-Einfärbung bestimmt wurde. Die X-Achse zeigt den FITC-Kanal, in dem die Cyto-ID-
Fluoreszenzen detektiert werden. Manuell wurden die vitale Zellpopulation nach ihrer Cyto-ID-
Fluoreszenz in 5 gleichgroße Fraktionen à 20 % unterteilt (P3-P7), wobei galt: P3=LOW, P4=LOW-
MEDIUM, P5=MEDIUM, P6=MEDIUM-HIGH, P7=HIGH. Gezeigt wird stellvertretend der FACS-
Dot-Plot der Nullprobe des im Folgenden beschriebenen Versuchs.  
   

 

LOW 

 

 

MEDIUM 
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HIGH 

 

Abbildung 11: Darstellung der Zellzyklusprofile von LOW, MEDIUM und HIGH der 5 Cyto-ID-
Fraktionen. 
Es handelt sich um unbehandelte Zellen, deren Autophagie und Zellzyklus mittels 
durchflusszytometrischer Analyse der Cyto-ID-Einfärbung und der DRAQ5TM-Einfärbung bestimmt 
wurde. Gezeigt sind exemplarisch die FACS-Abbildungen von LOW, MEDIUM und HIGH der 5 Cyto-
ID-Fraktionen aus Abbildung 10. Dabei gilt für LOW: P8 = G1-Zellen, P9 = S-Zellen, P10 = G2/M-
Zellen; für MEDIUM: P14 = G1-Zellen, P15 = S-Zellen und P16 = G2/M-Zellen; für HIGH: P20 = 
G1-Zellen, P21 = S-Zellen, P22= G2/M-Zellen. Die Fraktionen LOW-MEDIUM (Abbildung 12, P4) 
und MEDIUM-HIGH (Abbildung 12, P6) sind nicht gesondert abgebildet, stellen aber 
durchflusszytometrisch genau die Transition zwischen LOW und MEDIUM bzw. MEDIUM und HIGH 
dar. Gezeigt sind stellvertretend die FACS-Histogramme eines von drei unabhängigen Experimenten.  

Abbildung 12 zeigt, dass Zellen, die sich in ihrer Autophagie-Aktivität unterschieden, 

unterschiedlich weit im Zellzyklus fortgeschritten waren. Betrachtet man die unbehandelten 

Zellen zum Zeitpunkt 0, so befanden sich circa 80 % der Zellen der Fraktion LOW (Zellen mit 

niedriger Autophagie-Aktivität) in der G1-Phase und 11 % dieser Zellen in der G2/M-Phase. 

Von den Zellen, die hohe Autophagie-Aktivität zeigten (HIGH), befanden sich lediglich 40 % 

in der G1-Phase, dafür aber 45 % in der G2/M-Phase. Dieses Phänomen der unterschiedlichen 

Verteilung der Zellen im Zellzyklus, abhängig von ihrer Autophagie-Aktivität, zeigte sich 

sowohl in unbehandelten als auch in Etoposid-behandelten Zellen: Stets fand sich der Großteil 

der Zellen mit niedriger Autophagie-Aktivität in der G1-Phase und solche mit hoher 

Autophagie-Aktivität größtenteils in der G2/M-Phase. Auch hier war der Etoposid-induzierte 

G2/M-Arrest in allen Fraktionen gleichermaßen mit steigender Inkubationszeit festzustellen.  
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LOW LOW-MEDIUM HIGH 

   
  

MEDIUM-HIGH HIGH 

  

 
Abbildung 12: Darstellung der 5 Cyto-ID Fraktionen und deren Zellzyklusprofile mit steigender 
Inkubationszeit von 0,5 µM Etoposid.  
Die Zellen wurden für 4-12 h mit Etoposid behandelt und anschließend durchflusszytometrisch der 
Zellzyklus mittels DRAQ5TM und die Autophagie-Aktivität mittels Cyto-ID-Einfärbung gemessen. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten.  

5.2 Optimierung der Methode der Autophagie-spezifischen Zellsortierung 
mittels Cyto-ID 

Da die vorherigen Ergebnisse eindeutig ergaben, dass Zellen, die niedrigere Cyto-ID-

Fluoreszenz aufwiesen, sich anders im Zellzyklus verhielten als diejenigen mit höherer Cyto-

ID-Fluoreszenz, bestand besonderes Interesse, diesem Zusammenhang nachzugehen. Dafür 

sollte die Methode der Zellsortierung am FACS-Sortiergerät genutzt werden, die in der 

Arbeitsgruppe erst kürzlich entwickelt, aber noch nicht zur Gänze optimiert worden war. Dafür 

wurden MOLM-13-Zellen mit Cyto-ID eingefärbt und anschließend durchflusszytometrisch in 

drei gleich große Fraktionen aufgetrennt (siehe 4.2.2.2). So erhielt man drei Zellfraktionen, die 

sich in ihrer Cyto-ID-Fluoreszenz deutlich unterschieden und wie folgt benannt wurden: AutLO, 
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AutME, AutHI. An die Zellsortierung wurden die folgenden Versuche angeschlossen, um Zellen 

mit unterschiedlicher basaler Autophagie-Aktivität besser zu charakterisieren.  

5.2.1 Einfluss der Temperatur auf die Stabilität der Cyto-ID-Fluoreszenz 

Vorbereitend für die Zellsortierung musste die Methode zunächst optimiert werden. Dafür 

wurde sowohl die Temperatursensibilität als auch die Zytotoxizität des Fluoreszenzfarbstoffes 

Cyto-ID auf die MOLM-13-Zellen genauer geprüft 

 
Abbildung 13: Einfluss der Umgebungstemperatur und der Inkubationszeit auf die Cyto-ID-
Fluoreszenz der gefärbten Zellen.  
Die Zellen wurden nach Protokoll (siehe 4.2.2.1.3) und bei verschiedenen Temperaturen über einen 
Zeitraum von 15-90 Minuten lichtgeschützt mit Cyto-ID inkubiert. Die Cyto-ID-Fluoreszenz wurde zu 
den angegeben Zeitpunkten durchflusszytometrisch bestimmt. Die Fluoreszenzintensität des Startwertes 
wurde als 100 % definiert. Die Cyto-ID-Werte über die Zeit wurden als Anteile des Startwerts in Prozent 
angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten. 

Abbildung 13 zeigt, dass die gemessenen Cyto-ID-Fluoreszenzwerte eindeutig von den 

Inkubationsbedingungen und der Inkubationszeit abhingen. Je niedriger die 

Inkubationstemperatur gewählt wurde, desto stabiler waren die Cyto-ID-Fluoreszenzwerte. Bei 

Inkubation der Zellen auf Eis blieb die Fluoreszenz auf dem Ausgangsniveau mit lediglich 

geringen Schwankungen über 90 Minuten stabil. Bei 37 °C hingegen wurde nach 15 Minuten 

Inkubation eine Cyto-ID-Fluoreszenz von 62 % des Ausgangswertes und nach 90 Minuten nur 

noch 20 % der Ausgangsfluoreszenz gemessen. Folglich wurde der FACS-Cellsorter auf 4 °C 

eingestellt. Zudem wurde mit Cyto-ID-gefärbten Proben stets auf Eis gearbeitet.  
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5.2.2 Zytotoxizität von Cyto-ID in MOLM-13-Zellen 

 
Abbildung 14: Zytotoxizität von Cyto-ID in MOLM-13-Zellen. 
Die Zellen wurden für 24 h mit der üblichen Konzentration von Cyto-ID (1:1000 verdünnt) behandelt 
und unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle mitgeführt. Der Zelltod wurde mittels 
durchflusszytometrischer Analyse der PI-Aufnahme bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von 
drei unabhängigen Experimenten. 

Das Protokoll der Anwendung von Cyto-ID beinhaltet eine Inkubationszeit von 30 Minuten mit 

der angesetzten Cyto-ID-Verdünnung. Abbildung 14 zeigt, dass auch bei einer Inkubation von 

24 Stunden der Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID nur geringfügig zytotoxisch wirkte. Dies erlaubte 

mir das Sortieren der Zellen und die damit verbundene anschließende Kultivierung durchführen 

zu können, ohne einen toxischen Einfluss des Cyto-IDs befürchten zu müssen. Die 

Waschvorgänge vor und nach der Zellsortierung sollten zusätzlich zellprotektiv wirken.   

5.2.3 Autophagie-Aktivierung durch SRT1720 in MOLM-13-Zellen 

Für die Versuche, die nicht der Zellsortierung folgten, wurde Etoposid als 

Autophagie-Aktivator eingesetzt. Da aber anschließend an die Zellsortierung die Analyse des 

Zellzyklus und der Chemosensibilität an möglichst unbeeinflussten Zellen stattfinden sollte, 

musste nach einer Alternative zu Etoposid gesucht werden. Grund dafür war der Etoposid-

induzierte G2/M-Arrest, der eine reine Beurteilung der Zellzyklusprofile der sortierten Zellen 

erschwert hätte. Für die Untersuchung der Chemosensibilität sollte ebenfalls keine 

Vorbehandlung der Zellen mit einem Zytostatikum stattgefunden haben. Zum Einsatz kam 

stattdessen der Sirt-1-Aktivator SRT1720, da dieser eine geringe Zytotoxizität bei stark 

autophagozytotisch-induzierender Konzentration aufwies. 

Abbildung 15A zeigt, dass die Cyto-ID-Fluoreszenz und somit die zelluläre Autophagie-

Aktivität mit steigenden Konzentrationen von SRT1720 zunahm. Abbildung 15C zeigt die 

Cyto-ID-Fluoreszenz unbehandelter MOLM-13-Zellen. Nach der Behandlung der Zellen mit 

5 µM SRT1720 (Abbildung 15D) für 24 Stunden ließ sich eindeutig eine Verschiebung der 
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Zellen auf der Y-Achse nach oben erkennen und damit eine deutliche Aktivierung der 

Autophagie. Abbildung 15B zeigt, dass auch der Zelltod mit steigendenden Konzentrationen 

zunahm. Aufgrund der zytotoxischen Wirkung bei einer Konzentration von 7,5 µM wurde der 

Autophagie-Aktivator mit einer Endkonzentration von 5 µM eingesetzt. Bei diesem Wert zeigt 

SRT1720 geringe Zytotoxizität und eine Verdopplung der autophagozytotischen Aktivität in 

MOLM-13-Zellen. 

  
A B 

  

Unbehandelt 5 µM SRT1720 

  
C D 
Abbildung 15: Nachweis der Zytotoxizität und der Autophagie-Aktivierung durch SRT1720. 
A: Die Zellen wurden 24 h mit SRT1720 behandelt. Anschließend wurde durchflusszytometrisch die 
Autophagie mittels Cyto-ID-Einfärbung bestimmt. Die Cyto-ID Werte sind als Vielfache des 
Ausgangswertes (Nullprobe) angegeben. B: Die Zellen wurden ebenfalls für 24 h mit SRT1720 
behandelt und der Zelltod durchflusszytometrisch mittels PI-Aufnahme bestimmt. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SEM von 2 unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmung. C: Die Zellen wurden wie 
unter A beschrieben behandelt und analysiert. Gezeigt wird die durchflusszytometrische Darstellung 
der Cyto-ID-Fluoreszenz (Y-Achse) von unbehandelten Zellen im Vergleich zu behandelten (mit 5 µM 
SRT1720) Zellen. Anhand der willkürlich gesetzten Linie lässt sich eindeutig die Verschiebung der 
Population nach oben auf der Y-Achse beobachten. Gezeigt sind exemplarisch die FACS-Dot-Plots von 
unbehandelten und behandelten Zellen, stellvertretend für zwei unabhängige Experimente. 
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Zudem wurde auch der Einfluss von SRT1720 auf den Zellzyklus geprüft. Da vorherige 

Experimente zeigten, dass Autophagie-induzierende Substanzen wie Etoposid einen starken 

Einfluss auf den Zellzyklus haben können, sollte dies für SRT1720 ausgeschlossen werden. 

 

Abbildung 16: Einfluss von SRT1720 auf den Zellzyklus. 
Die Zellen wurden für 24 h mit SRT1720 behandelt und der Zellzyklus durchflusszytometrisch mittels 
PI-Einfärbung nach Fixierung der Zellen in Ethanol bestimmt. Die Sub-G1-Zellen spiegeln den Anteil 
an toten Zellen wider. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten. 

Abbildung 16 zeigt, dass die Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen durch die 

Behandlung mit SRT1720 nicht nennenswert beeinflusst wurde. Der Anteil an Sub-G1-Zellen 

nahm geringfügig zu, was die geringe Zytotoxizität von SRT1720 in Abbildung 15B bestätigt.  

SRT1720 eignete sich in niedrigen Konzentrationen durch die gemessene Verdopplung der 

Cyto-ID-Fluoreszenz und die geringe Zytotoxizität als Autophagie-Aktivator. Zudem griff es 

nicht in den Zellzyklus ein, was für die Anschlussexperimente der Zellsortierung von großer 

Bedeutung war. 

5.3 Unterschiede in der basalen Autophagie-Aktivität der Cyto-ID-sortierten 
MOLM-13-Zellen 

5.3.1 Autophagie-Kinetik der sortierten Fraktionen 

Zunächst interessierte, wie sich die Autophagie-Aktivität der sortierten Zellen nach Abschluss 

der Zellsortierung über einen längeren Zeitraum verhielt. Abbildung 17 zeigt, dass zwischen 

den unbehandelten und den vorbehandelten sortierten Zellen kein nennenswerter Unterschied 

im Verlauf der basalen Autophagie-Aktivität zu vermerken war. Sowohl die vorbehandelten als 

auch die unbehandelten Fraktionen unterschieden sich in ihren Cyto-ID-Intensitäten eindeutig. 

Dabei betrug die Cyto-ID Fluoreszenz von AutHI anfangs mehr als das Doppelte der Cyto-ID-

Fluoreszenz von AutLO, was für eine erfolgreiche Trennung der unterschiedlichen Fraktionen 

sprach. Auch die Autophagie-Induktion mittels SRT1720 konnte durch diesen Versuch 
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bestätigt werden, was aus Tabelle 15 hervorgeht. Im zeitlichen Verlauf näherten sich beide 

Fraktionen der mittleren Fraktion AutME an. Nach 23 Stunden unterschieden sich die Fraktionen 

noch immer in ihrer Autophagie-Aktivität. Hierbei war der Unterschied zwischen AutHI und 

AutME weitaus prägnanter als zwischen AutLO und AutME. Um den molekularbiologischen 

Mechanismus, der ursächlich für die Unterschiede in der basalen Autophagie zwischen den 

Zellfraktionen sein könnte, besser zu verstehen, wurden die sortierten MOLM-13-Zellen in 

weiteren Versuchen genauer charakterisiert. 

Unbehandelt Vorbehandelt 
(5 µM SRT1720) 

  

Abbildung 17: Messung des zeitlichen Verlaufs der Cyto-ID-Fluoreszenz nach Zellsortierung von 
unbehandelten und vorbehandelten Zellen.  
A: Ein Teil der Zellen wurde 24 h mit SRT1720 vorbehandelt, gewaschen und anschließend zeitgleich 
mit den unbehandelten Zellen sortiert. Die Cyto-ID-Fluoreszenzen von AutHI und AutLO sind auf die 
jeweiligen zeitlich korrespondierenden Werte von AutME normalisiert und als Vielfache davon 
angegeben. IKZ = Inkubationszeit. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von zwei unabhängigen 
Experimenten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 15: Darstellung der absoluten Cyto-ID-Fluoreszenzwerte behandelter und unbehandelter 
sortierter Zellen 2 h nach Zellsortierung. 
Gezeigt sind tabellarisch die Mittelwerte von zwei unabhängigen Experimenten.  
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5.3.2 Expressionsmuster Autophagie-relevanter Gene in den Cyto-ID-sortierten 
MOLM-13-Zellen 

Da die Unterschiede der sortierten Fraktionen in ihrer Autophagie-Aktivität noch 23 Stunden 

nach der Zellsortierung bestanden, wurde das Expressionsmuster ausgewählter Autophagie-

relevanter Gene in den sortierten Zellen untersucht. 

ULK1 ULK1 (24h) LC3B ATG7 

    

Abbildung 18: Relative Expression der ULK1-mRNA, der LC3B-mRNA und ATG7-mRNA direkt 
nach Zellsortierung und der ULK1-mRNA 24 h nach Zellsortierung. 
Die RNA der sortierten Zellen wurden direkt nach Zellsortierung bzw. nach 24-stündiger Inkubation 
isoliert und die Genexpressionsmuster mittels Real Time RT-PCR ermittelt. Die Expressionsraten von 
AutME und AutHI wurden als Vielfache des Expressionsmusters von AutLO angegeben. Als Referenzgen 
diente die Expression des Polypeptids β2-Mikroglobulin. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei 
unabhängigen Experimenten. Für AutHI vs. AutLO  gilt *p<0,05. 

ULK1: Die Serin/Threonin-Kinase ULK1 ist für die Initiation der Autophagie essentiell. Je 

nach Energiestatus und Nährstoffangebot wird dabei ULK1 über Phosphorylierung durch 

mTOR und die AMP-Kinase reguliert. In Abbildung 18 wird deutlich, dass direkt nach der 

Zellsortierung ULK1 in Zellen mit hoher Autophagie signifikant höher exprimiert war als in 

Zellen mit niedriger Autophagie. Auch 24 Stunden nach der Zellsortierung ließ sich noch 

immer ein signifikanter Unterschied zwischen der ULK1-Expression in AutHI-Zellen und 

AutLO-Zellen vermerken.  

LC3B: LC3B ist ein Strukturprotein, dessen PE-konjugierte Form, LC3B-II, sich innen und 

außen in der Autophagosomen-Membran befindet. Auf Transkriptionsebene ließen sich keine 

nennenswerten Unterschiede in der Expression von LC3B in den sortierten Fraktionen 

nachweisen. Da die Entstehung von LC3B-I und die Konjugation zu LC3B-II posttranslational 

stattfinden, wurde im Anschluss die Proteinausstattung der sortierten Fraktionen untersucht.  
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Atg7: Atg7 ist eine Kinase, die im Autophagie-Prozess unter anderem Atg12 und LC3B-I 

aktiviert und damit an der Phagophorenbildung und –Expansion beteiligt ist. Es zeigte sich eine 

Tendenz zur erhöhten Atg7-Expression von AutLO nach AutHI. 

5.3.3 Nachweis der Expression Autophagie-relevanter Proteine in den Cyto-ID-
sortierten MOLM-13-Zellen 

Da es sich bei der Autophagie um einen sehr dynamischen Prozess handelt, war es von 

besonderem Interesse, neben der Genexpression auch die Expression Autophagie-relevanter 

Proteine zu analysieren. Durch posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung, 

Acetylierung und Ubiquitinierung wird die Autophagie-Aktivität einer Zelle maßgeblich 

reguliert.   

 
Abbildung 19: Nachweis der Expression Autophagie-relevanter Proteine in den Cyto-ID-sortierten 
Fraktionen mittels Western Blot. 
Die Lysate der Zellen wurden direkt nach der Zellsortierung bzw. nach 1-stündiger Inkubation mit 
10 µM CQ hergestellt. „AutLO, AutME und AutHI“ kennzeichnen die sortierten Fraktionen. LC3B-I* und 
LC3B-II* zeigen eine längere Exposition desselben Blots. Aktin dient als „House keeping Protein“ 
(HKP). Gezeigt ist ein Western Blot stellvertretend für vier unabhängige Western Blots.  

p62: Abbildung 19 zeigt, dass sich die sortierten Fraktionen in der p62/SQSTM1-Expression 

nicht augenscheinlich unterschieden. An p62 gebundene polyubiquitinierte Proteine werden 

zum Phagophor transportiert, an LC3B-II gebunden und abschließend im Autolysosom 

degradiert (selektive Autophagie). Die Inhibition der Autophagie korreliert mit erhöhten p62-

Banden im Western Blot (Klionsky et al. 2016), was sich auch im gezeigten Western Blot bei 

Inkubation mit CQ andeutete (Abbildung 19), vergleicht man beispielsweise AutLO und 

AutLO+CQ. Pharmakologische Autophagie-Aktivierung kann aufgrund der rapiden Umsetzung 

der Autophagosomen und dem damit verbundenen Abbau von p62 zur Abnahme des p62-

AutLO AutME AutHI AutLO AutME AutHI

LC3B-I
LC3B-II

LC3B-II*
LC3B-I*

Aktin
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Levels führen. Bei der Sortierung der Zellen nach ihrer basalen Autophagie-Aktivität konnte 

dieses Phänomen nicht beobachtet werden. 

 
Abbildung 20: Expression von LC3B in den Cyto-ID-sortierten Zellen.  
Mittels ImageJ wurde densitometrisch die LC3B-Proteinexpression der sortierten Zellen in Relation zu 
der Aktin-Proteinexpression, die als HKP diente, analysiert. AutLO und AutHI werden als Vielfache von 
AutME angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von vier unabhängigen Experimenten.    
 
LC3B: Eine Standardmethode zum Nachweis der Autophagie-Aktivität ist die quantitative 

Proteinbestimmung von LC3B-I und dessen Konjugat mit PE, dem hydrophoberen LC3B-II 

(Klionsky et al. 2016). Die Menge an intrazellulärem LC3B-II ist proportional zur Menge an 

Autophagosomen. Abbildung 19 zeigt, dass die Banden von LC3B-II von AutLO bis AutHI 

deutlich an Intensität zunahmen. Densitometrisch verdeutlicht Abbildung 20, dass die LC3B-

Proteine in AutHI deutlich höher exprimiert waren als in AutLO (im Vergleich zu Aktin als HKP). 

Um Unterschiede im autophagic flux der Zellen nachzuweisen, wurden, wie unter 2.2.4 

erläutert, die Zellen 1 Stunde mit CQ vor Anfertigung der Lysate inkubiert. Bei Inkubation mit 

CQ nahmen durch die Inhibition des Abbaus der Autophagosomen die zellulären Mengen an 

LC3B-II in AutLO und AutME und AutHI ungefähr gleichermaßen zu. Dieser Anstieg war in allen 

Fraktionen ähnlich stark vorhanden. Zusätzlich konnte mittels der Western Blots die Methode 

der Zellsortierung durch Cyto-ID verifiziert werden, indem gezeigt werden konnte, dass es sich 

in den verschiedenen Fraktionen wirklich um Zellen mit unterschiedlicher basaler Autophagie-

Aktivität handelte.  

5.3.4 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von LC3B- und p62-Puncta in den Cyto-
ID-sortierten MOLM-13-Zellen 

Um die intrazelluläre Verteilung von Autophagie-relevanten Proteinen und womöglich 

Unterschiede zwischen den sortierten Fraktionen zu betrachten, wurden 

fluoreszenzmikroskopische Bilder angefertigt. Hierfür wurden LC3B- und p62-Antikörper 

eingesetzt. Der Zellkern wurde mittels DAPI eingefärbt. 
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Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von LC3B- und p62-Puncta in den Cyto-ID-
sortierten Zellen. 
Die Zellen wurden direkt nach Zellsortierung wie unter 4.2.2.5 beschrieben für die Anfertigung der 
fluoreszenzmikroskopischen Bilder bearbeitet und anschließend mittels des Zeiss Axio Imager ApoTome 
Mikroskop analysiert. Gezeigt wird stellvertretend für drei unabhängige Experimente eine Zelle pro 
Fraktion und Antikörper.  

Abbildung 21 zeigt stellvertretend eine Zelle jeder Fraktion pro eingesetzten Antikörper. Der 

Antikörper färbt sowohl zytosolisches LC3B-I als auch in Autophagosomen gebundenes 

LC3B-II an. Auffällig ist eine Zunahme des LC3B-Antikörper-Signals von AutLO zu AutHI. 

Zudem nimmt auch die Anzahl der punktuellen LC3B-Antikörper-Signale zu.  

Die Aufnahmen der Zellen, die mit dem p62-Antikörper inkubiert wurden deuten auch auf eine 

Zunahme des p62-Fluoreszenzsignals hin. Bei der Verteilung zeigen sich keine nennenswerten 

Unterschiede. Es zeigte sich ebenso, dass in AutHI überdurchschnittlich viele 

Zellteilungsfiguren im Vergleich zu AutLO und AutME zu sehen waren (hier nicht gesondert 

gezeigt) und dass das DAPI-Signal an Intensität zunahm.  

5.4 Analyse des Energiestoffwechsels der Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen  

Nachdem in den sortierten Fraktionen Unterschiede in ihrer basalen Autophagie-Aktivität 

nachgewiesen werden konnten, stellte sich die Frage, ob die Fraktionen sich auch in ihrem 

Energieprofil unterschieden. Dass es einen Zusammenhang zwischen der basalen Autophagie 

und dem zellulären Metabolismus gibt, war anzunehmen.   

Mittels des Seahorse XF96 können simultan zwei Hauptenergiegewinnungswege einer Zelle 

gemessen werden. Die glykolytische Aktivität wird mittels der Ansäuerung des Mediums 

(ECAR) und die mitochondriale Atmung mittels der Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) im 

Medium bestimmt. Zum besseren Verständnis der Methode und der Ergebnisse wird auf 4.2.2.4 

verwiesen.  

         AutLO                       AutME                      AutHI 
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5.4.1 Zunahme des mitochondrialen Metabolismus mit steigender basaler Autophagie  

A  

 

   

basale OCR ATP-Produktion 
nicht-mitochondriale 

Atmung 

B 
Abbildung 22: Analyse des mitochondrialen Metabolismus und Bestimmung spezifischer Parameter 
(ATP-Produktion und nicht-mitochondriale Atmung) der Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen.   
Die Zellen wurden nach der Zellsortierung dem Cell Mito Stress Test ausgesetzt und anschließend 
mittels Seahorse XF96-Analyser analysiert. Der Cell Mito Stress Test wurde wie folgt durchgeführt: die 
Zugabe von Oligomycin (2 µM) erfolgte nach 20 Minuten, von 2,4-Dinitrophenol (15 µM) nach 
40 Minuten und von Antimycin A (2 µM) nach 60 Minuten. Die Werte von AutHI und AutLO sind auf die 
Werte der mittleren Fraktion (AutME) normalisiert, dabei wurden die Werte der mittleren Fraktion gleich 
100 % gesetzt (Abbildung 22B: basale OCR). AutHI, AutME und AutLO für die Berechnung der ATP-
Produktion und nicht-mitochondriale Atmung sind auf die basale OCR von AutME normalisiert. Gezeigt 
sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. Für B gilt: AutHI und AutLO vs. AutME 
* entspricht p<0,05. 

Die sortierten Fraktionen unterschieden sich nennenswert in ihrer basalen OCR. Dies sprach 

für eine unterschiedlich aktivierte OXPHOS und damit mitochondriale Aktivität (Abbildung 

22B). Nach Zugabe von Olgomycin, einem ATP-Synthase-Inhibitor, kam es in allen drei 

Fraktionen zur Inhibiton der mitochondrialen Atmung (Abbildung 22A). Aus der Differenz der 

basalen OCR und den OCR-Werten nach Zugabe von Oligomycin errechnete sich die ATP-

Produktion der einzelnen Fraktionen. Zellen mit hoher und mittlerer Autophagie-Aktivität 
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zeigten eine gesteigerte ATP-Produktion (Abbildung 22B). Danach wurde 2,4-Dinitrophenol 

(DNP) appliziert, ein Ionophor, das die OXPHOS entkoppelte und diese dadurch auf 

maximalem Niveau arbeiten ließ. Der sich daraus ergebende Wert wird als maximale 

respiratorische Kapazität bezeichnet, die immer im Vergleich zur basalen OCR betrachtet wird. 

Diese war von AutHI höher als die basale OCR (Abbildung 22A). Die OXPHOS der Zellen von 

AutHI besaßen eine Reserve-Kapazität, die bei erhöhtem Bedarf ausgeschöpft werden konnte. 

AutME und AutLO zeigten dieses Phänomen nicht. Zuletzt wurde Antimycin A, das den 

Komplex III der OXPHOS hemmt, appliziert, wodurch die mitochondriale Atmung zum 

Erliegen gebracht wurde. Durch die Zugabe von Antimycin A ergibt sich aus dem gemessenen 

OCR-Wert die nicht-mitochondriale Atmung, welche in Abbildung 22B dargestellt wird. Die 

nicht-mitochondriale Atmung, die auf dem Sauerstoffverbrauch zellulärer Enzyme basiert, war 

bei AutHI gegenüber den anderen zwei Fraktionen leicht erhöht.  

5.4.2 Zunahme der glykolytischen Aktivität mit steigender basaler Autophagie 

Die MOLM-13-Zellen zeigten ein sehr glykolytisches Energieprofil, was charakteristisch für 

Tumorzellen ist. Proportional zu den basalen Werten der OCR galt auch für die ECAR-Werte: 

AutHI > AutME > AutLO (Abbildung 23B). Dabei zeigten vor allem Zellen in AutHI einen sehr 

hohen glykolytischen Stoffwechsel. Auffällig ist die immense Steigerung der ECAR-Werte 

aller Fraktionen nach Applikation von DNP und Antimycin A, wobei sich auch hier 

AutHI > AutME > AutLO einstellte. Nachdem durch Antimycin A die OXPHOS der Zellen 

vollkommen gehemmt wurde, steigerten diese ihren Glucose-Stoffwechsel nennenswert, um 

die Energiebereitstellung bei ausgefallener Atmungskette zu sichern. 

Der mitochondriale Metabolismus (AutHI gegenüber AutME + 31 %) wie auch die Glykolyse 

(AutHI gegenüber AutME + 20 %) waren zum Zeitpunkt nach der Zellsortierung in den Zellen 

mit hoher Autophagie-Aktivität vermehrt aktiv (siehe Abbildung 23C). Die Zellen mit niedriger 

Autophagie zeigten eine basale OCR von 67 % und basale ECAR-Werte von 71 %, was für 

eine geringere Energiebereitstellung und somit für einen verminderten Energiebedarf sprach. 

Je höher also die Cyto-ID-Fluoreszenz einer Zelle ist, desto mehr basale mitochondriale 

Respiration wie auch basaler Glucose-Stoffwechsel waren messbar.  
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A   B 

 
   C 
Abbildung 23: Analyse der glykolytischen Aktivität (A+B) und Darstellung von basaler OCR und 
ECAR (C) der Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen. 
A: Die Zellen wurden wie unter Abbildung 22 beschrieben behandelt. Die ECAR wurde ebenfalls mittels 
des Seahorse XF96 simultan zur OCR gemessen. B zeigt gesondert die basalen Werte der ECAR. C zeigt 
sowohl basale ECAR als auch OCR für die sortierten Fraktionen. Die Werte von AutHI und AutLO sind 
auf die Werte der mittleren Fraktion (AutME) normalisiert, dabei wurden die Werte der mittleren 
Fraktion gleich 100 % gesetzt.  

5.5 Analyse des Zellzyklus der Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen 

5.5.1 Unterschiede im Zellzyklusprofil zwischen den Cyto-ID-sortierten Fraktionen 

Da anfängliche Versuche ergaben (Abbildung 12), dass sich Zellen mit hoher Cyto-ID-

Fluoreszenz vermehrt in der G2/M-Phase befanden, sollte dies anhand der Cyto-ID-sortierten 

Zellen verifiziert werden. Für die Zellzyklusanalysen wurden die Zellen nach der Zellsortierung 

mit Ethanol fixiert und anschließend PI-gefärbt durchflusszytometrisch gemessen.  
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AutHI 

B  
Abbildung 24: Zellzyklusanalyse der Cyto-ID-sortierten unbehandelten und behandelten Zellen zu 
verschiedenen Zeitpunkten. 
A: Die Zellen wurden unbehandelt bzw. nach 24-stündiger Vorbehandlung mit 5 µM SRT1720 nach 
ihrer Cyto-ID-Fluoreszenz durchflusszytometrisch sortiert. Die sortierten Fraktionen wurden entweder 
direkt oder 5 Stunden nach Zellsortierung in Ethanol fixiert. Der Zellzyklus wurde 
durchflusszytometrisch nach PI-Aufnahme analysiert. Die Sub-G1-Zellen entsprechen dem 
prozentualen Zelltod. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. B: 
Gezeigt sind die durchflusszytometrischen Darstellungen der Zellzyklusanalysen von unbehandelten 
Zellen zum Zeitpunkt direkt nach Zellsortierung. Dabei entspricht P3 den G1-Zellen, P4 den S-Phase-
Zellen, P5 den G2/M-Zellen. Gezeigt ist exemplarisch jeweils eine Aufnahme von drei unabhängigen 
Experimenten.  

Abbildung 24 zeigt, dass sich die Zellen der sortierten Fraktionen in unterschiedlichen 

Zellzyklusphasen verteilten. Auffällig war, dass sich in AutLO circa 80 % der Zellen in der G1-

Phase befanden und nur 6 % in der G2/M-Phase. Im Gegenzug dazu befanden sich die Zellen 

von AutHI nur zu 42 % in der G1-Phase, dafür aber zu ebenfalls 42 % in der G2/M-Phase. Diese 

Ergebnisse bestätigten sich eindeutig in drei unabhängigen Experimenten und untermauerten 

die Hypothese, dass es einen engen Zusammenhang zwischen der Zellzyklusphase, in der sich 

eine Zelle befindet, und der dazugehörigen basalen Autophagie-Aktivität gab. Auffällig war, 

dass das Zellzyklusprofil von AutME genau dem von unbehandelten, unsortierten Zellen glich 

(Tabelle 16). Die sortierten Zellen wurden über 48 Stunden kultiviert und ihr Zellzyklus in 

regelmäßigen Abständen analysiert. Es zeigte sich, dass sich die Verteilung der Zellen im 

Zellzyklus 5 Stunden nach der Zellsortierung bereits veränderte (Abbildung 24A). 

1,5 h nach 

Zellsortierung 

unbehandelt 

 

 G1-Phase S-Phase G2/M-Phase 

AutLO 80 % 14 % 6 % 

AutME 55 % 19 % 26 % 

AutHI 41 % 17 % 42 % 
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unsortiert 

unbehandelt 

 

 G1-Phase S-Phase G2/M-Phase 

unbehandelt 55 % 19 % 24 % 

 
Tabelle 16: Zellzyklusanalysen von Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen und unsortierten MOLM-
13-Zellen (1,5 h nach Zellsortierung). 
Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse der sortierten Zellen mittels PI-Einfärbung ethanolfixierter 
Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten. Die Tabelle der 
Zellzyklusanalyse unsortierter MOLM-13-Zelle enthält aus Übersichtsgründen nicht die Angaben zur 
SubG1-Fraktion (2 %). Gezeigt sind die Mittelwerte von zwei unabhängigen Experimenten. 

5.5.2 Expressionsmuster Zellzyklus-relevanter Gene in den Cyto-ID-sortierten MOLM-
13-Zellen 

PLK1 Cyclin B1 

  

Abbildung 25: Expression der Polo-Like-Kinase-1-mRNA und Cyclin-B1-mRNA in Cyto-ID-
sortierten Zellen. 
Die RNA der sortierten Zellen wurde direkt nach Zellsortierung isoliert und die Genexpressionsmuster 
mittels Real Time RT-PCR ermittelt. Die Expressionsraten von AutME und AutHI wurden als Vielfache 
des Expressionsmusters von AutLO angegeben. Als Referenzgen diente die Expression des Polypeptids 
β2-Mikroglobulin. Für AutHI vs. AutLO und AutME vs. AutLO gilt *p< 0,05. 

Um diesen Zusammenhang von Autophagie und Zellzyklusphase auf dem Niveau der 

Genexpression zu prüfen, wurden zwei Zellzyklus-abhängig exprimierte Gene mittels Real 

Time RT-PCR auf ihre Expression in den drei Fraktionen AutLO, AutME und AutHI untersucht. 

Die PLK1 ist eine Serin-Threonin-Kinase, die in der Mitose-Phase aktiv ist. Durch ihre 

aktivierende Phosphorylierung der Cyclin-abhängigen Phosphatase CDC25 wird durch diese 

der CDK1-Cyclin B-Komplex (Mitose-Promoting-Factor) aktiviert und somit die Mitosephase 

eingeleitet. PLK1 war sowohl in AutME als auch in AutHI signifikant erhöht exprimiert. Dies 

passte zu den Ergebnissen der Zellzyklusanalysen nach Zellsortierung, in denen von AutLO nach 
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AutHI der Anteil an Zellen, die sich in der G2/M-Phase befanden, um ein Vielfaches zunahm 

(Tabelle 16). 

Cyclin B1 ist an der Transition der Zelle von der G2-Phase zur M-Phase beteiligt. Es kommt 

in erhöhten Konzentrationen während der G2-Phase vor, erreicht sein Maximum in der 

M-Phase und wird dann rasch abgebaut, bevor die Zelle den Zellzyklus vollständig durchlaufen 

hat. Die sortierten Fraktionen unterschieden sich deutlich in ihrer Cyclin B1-Expression. 

Cyclin B1 war in AutME und AutHI signifikant erhöht gegenüber AutLO exprimiert.  

Die erhöhte Expression von PLK1 und Cyclin B1 in AutHI und AutME unterstreicht die 

Vermutung des Zusammenhangs der Zellzyklusphase einer Zelle und ihrer Autophagie-

Aktivität, spezifisch in der G2/M-Phase. 

5.5.3 Nachweis der Expression Zellzyklus-relevanter-Proteine in Cyto-ID-sortierten 
MOLM-13-Zellen 

 
Abbildung 26: Nachweis der Expression Zellzyklus-relevanter Proteine in den Cyto-ID-sortierten 
Zellen.  
Die Lysate der Zellen wurden direkt nach der Zellsortierung hergestellt. Aktin dient als HKP. Gezeigt 
ist ein Ausschnitt des Western Blots von Abbildung 19. Gezeigt wird jeweils ein Western Blot 
stellvertretend für vier unabhängige Western Blots.  

Cyclin B1: Im Western Blot wurden die sortierten Fraktionen neben der Expression 

Autophagie-relevanter Proteine (Abbildung 19) auch auf die Expression zellzyklusspezifischer 

Proteine untersucht. Gezeigt werden konnte, dass das Protein Cyclin B1, dessen erhöhte 

Expression auf Transkriptionsebene in AutME und AutHI bereits nachgewiesen wurde 

(Abbildung 25), auch vermehrt in den Zellen mit mittlerer und am meisten in den Zellen mit 

hoher Autophagie vorlag (Abbildung 26A). Durch seine überlebensnotwendige Funktion in der 

G2/M-Phase der Zelle bestätigt dies erneut, dass ein Zusammenhang zwischen hoher 

Autophagie-Aktivität und G2/M-Phase besteht. 

ps10H3: Zudem wurde auch ein Antikörper für an Serin 10 phosphoryliertes Histon 3 

eingesetzt, der spezifisch Zellen, die sich in der M-Phase befinden, markiert. Das Nukleosom 

AutLO AutME  AutHI  AutLO AutME  AutHI

pS10 H3

Cyclin B1

Aktin
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besteht aus der DNA, die sich um acht core Histonproteine windet. Posttranslationale 

Modifikationen der core-Proteine regulieren vor allem die Zugänglichkeit des Chromatins für 

Transkriptionsfaktoren und beeinflussen somit entscheidend die Genexpression. Die 

Phosphorylierung des Histons H3 an Serin 10 beispielsweise ist entscheidend für die 

Kondensation der Chromosomen während der Mitose. In den sortierten Fraktionen ließen sich 

hier enorme Unterschiede in der zellulären Ausstattung mit phosphoryliertem Histon H3 

finden. Je höher die Autophagie-Aktivität, desto mehr Histon H3 lag phosphoryliert an Serin 10 

vor.   

5.6 Chemosensibilität der Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen  

Da eine Vielzahl von Studien nahelegt, dass die Autophagie das Ansprechen von Tumorzellen 

auf Chemotherapeutika beeinflusst, wurde die Sensibilität der sortierten Zellen auf 

unterschiedliche Zytostatika vergleichend untersucht. Dabei sollte überprüft werden, ob bereits 

Unterschiede in der basalen Autophagie-Aktivität die Wirkung von Zytostatika moduliert. 

Eingesetzt wurden vier unterschiedlich wirkende Zytostatika: Etoposid, Cytarabin, Vincristin 

und Camptothecin. Der Wirkmechanismus von Etoposid wurde bereits in der Einleitung 

beschrieben (siehe 2.2.4).  

Cytarabin (Ara-C) ist ein Nukleosidanalogon, bei dem Cytosin an eine Furanose geknüpft ist. 

Intrazellulär wird Ara-C (Cytosind-Arabinosid) dann zu Ara-CTP (Cytidintriphosphat) 

umgewandelt und kann als „falsches Nukleosid“ DNA-Polymerasen hemmen und durch den 

Einbau in DNA-Stränge zu DNA-Fragmentierung und Kettenabbrüchen führen. Letztendlich 

folgt aufgrund der immensen DNA-Schäden der Zelltod (Grant 1998). 

Vincristin ist ein Zytostatikum, das in die Mikrotubuli-Dynamik eingreift. Es fördert die 

Depolymerisation der Mikrotubuli und wirkt vor allem in der M-Phase durch Destabilisierung 

der mitotischen Spindel, die für die Chromosomen-Anordnung verantwortlich ist. Durch eine 

meist verlängerte Periode der Zelle am Mitose-checkpoint kommt es zur Aktivierung von 

Apoptose-Mechanismen und folglich zum Zelltod (Kothari et al. 2016). 

Camptothecin ist ein Zytostatikum, das die Dissoziation der DNA-Topoisomerase-I hemmt 

und damit die eigentlich transient bestehenden Einzelstrangbrüche stabilisiert. Diese werden 

durch das Aufeinandertreffen der Replikations- oder Transkriptionsmaschinerie zu toxischen 

DSB umgebaut und leiten darüber Apoptosemechanismen ein (Martinez-Cruzado et al. 2017).  

Zudem sollte verglichen werden, ob Zellen mit induzierter Autophagie womöglich weniger 

sensibel auf die Zytostatika reagieren. Dafür wurde ein Teil der Zellen vor der Zellsortierung 
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für 24 Stunden mit 5 µM SRT1720 behandelt. Die einzusetzenden Konzentrationen wurden 

durch eigene Vorversuche ermittelt und unterschieden sich je nach Inkubationszeit.  

Unbehandelt Vorbehandelt (5 µM SRT1720) 

Zelltod Verlust des Δym Zelltod Verlust des Δym 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Wirkung von Etoposid und Cytarabin auf den Verlust des mitochondrialen 
Membranpotentials (Δym) und den Zelltod in Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen. 
Die Zellen wurden mit Etoposid und Cytarabin für 24 h behandelt und der Zelltod anschließend 
durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung und der Verlust des MMPS mittels DiOC6(3)-Färbung 
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

Wie Abbildung 27 zeigt, gab es keine nennenswerten Unterschiede in der Sensibilität der 

verschiedenen Fraktionen gegenüber den Zytostatika. Auch zwischen den vorbehandelten und 

den unbehandelten Zellen zeigten sich keine Unterschiede im Zelltod oder dem Verlust des 

Δym. Da die Vermutung nahelag, dass eine Inkubationszeit von 24 Stunden zu kurz gewesen 

sein könnte, um signifikante Unterschiede im Zelltod zu erfassen, wurde die Inkubationszeit 

auf 48 Stunden verlängert. Grund der Annahme war, dass der Verlust des Δym, der als Zeichen 

einer beginnenden Apoptose gilt, höhere Werte aufwies als die Werte für den Zelltod. Diese 

Unterschiede konnten in allgemeinere Aussage über den möglichen Einfluss der basalen 

Autophagie auf die Chemosensibilität treffen zu können, wurden außer der Verlängerung der 

Inkubationszeit zwei weitere Zytostatika eingesetzt. Auch bei einer Behandlung der sortierten 

Zellen mit Camptothecin und Vincristin über 48 Stunden zeigten sich keine Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Fraktionen und auch nicht zwischen unbehandelten und 
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vorbehandelten Zellen. Mit den vier verschiedenen Zytostatika wurden verschiedene 

zytotoxisch wirkende Substanzen eingesetzt, worauf jedoch alle Zellfraktionen ähnlich 

reagierten.  

Unbehandelt Vorbehandelt (5 µM SRT1720) 

Zelltod Verlust des Δym Zelltod Verlust des Δym 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abbildung 28: Wirkung von Vincristin und Camptothecin auf den Verlust des Δym und den Zelltod 
in Cyto-ID-sortierten MOLM-13-Zellen. 
Die Zellen wurden mit Vincristin und Camptothecin für 48 h behandelt und der Zelltod anschließend 
durchflusszytometrisch mittels PI-Färbung und der Verlust des Δym mittels DiOC6(3)-Färbung 
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 
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6 Diskussion 
In den letzten Jahren rückte die Autophagie, bekannt geworden als zytoprotektiver Recycling-

Mechanismus, immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung der Zellbiologie. Dabei wurde 

ersichtlich, dass die Dysfunktion der Autophagie unter anderem immensen Einfluss auf die 

Entstehung und Progression von Krebserkrankungen hat, weshalb insbesondere in der 

Tumorbiologie eine massive Zunahme an Forschungsarbeiten diesbezüglich zu vermerken ist 

(Mowers et al. 2016, Dikic und Elazar 2018b, Wilde et al. 2018). Im Rahmen meiner Arbeit 

sollte in diesem Zusammenhang erstmalig die konstitutive Autophagie-Aktivität anhand einer 

AML-Zelllinie, MOLM-13, analysiert und unter Betrachtung zellbiologischer Aspekte genauer 

charakterisiert werden. Zunächst wurde die vor Kurzem in der Arbeitsgruppe entwickelte 

Methode der Zellsortierung mittels des Autophagie-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-

ID optimiert, um im Anschluss den Zellzyklus, den Energiemetabolismus mittels Seahorse 

XF96 und die Chemosensibilität der nach ihrer konstitutiven Autophagie-Aktivität in AutLO, 

AutME und AutHI sortierten MOLM-13-Zellen zu analysieren. Sowohl auf Transkriptionsebene 

(ULK1) als auch auf Proteinebene (LC3B-II), konnte die Methode der Autophagie-spezifischen 

Zellsortierung mittels Real-Time RT-PCR und Western Blot validiert werden. Es konnten 

signifikante Unterschiede in der konstitutiven Autophagie-Aktivität innerhalb einer 

unbehandelten Zellpopulation nachgewiesen werden. Die MOLM-13-Zellen wiesen außerdem 

mit zunehmender konstitutiver Autophagie-Aktivität eine signifikante Zunahme des 

mitochondrialen Metabolismus und der Glykolyse auf. Im Mittelpunkt der Dissertation stand 

die Erforschung des Zusammenhangs der konstitutiven Autophagie und des Zellzyklus. In 

Versuchen, unabhängig von der Zellsortierung, konnte bereits gezeigt werden, dass Zellen, die 

sich in der G2/M-Phase befanden, eine höhere Cyto-ID-Fluoreszenz zeigten als die in der G1-

Phase und sich vice versa in einer Population mit hoher Cyto-ID-Fluoreszenz anteilig weitaus 

mehr Zellen in der G2/M-Phase befanden. Nach Zellsortierung konnte dies sowohl auf 

Transkriptionsebene (Cyclin B1, PLK1) als auch auf Proteinebene (Cyclin B1 und pS10-H3) 

bestätigt werden, wobei die Expressionsmuster von AutLO nach AutHI signifikant zunahmen und 

eine differentielle Regulation der konstitutiven Autophagie im Zellzyklus vermuten lassen. 

Zuletzt wurde geprüft, ob Unterschiede in der konstitutiven Autophagie-Aktivität einen 

Einfluss auf die Wirkung von Zytostatika in MOLM-13-Zellen haben. Dabei zeigte sich 

keinerlei Modulation der Reaktion auf die Zytostatika, auch nicht, nachdem die Autophagie vor 

Behandlung durch SRT1720 stark induziert wurde. Die Erkenntnisse dieser Arbeit, die sich vor 

allem mit der Grundlagenforschung der konstitutiven Autophagie beschäftigte, berührt damit 
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ein bislang wenig erforschtes Gebiet und leistet ihren Beitrag zum rapid wachsenden 

Forschungsfeld der Autophagie.  

6.1 Einfluss der Autophagie-Modulatoren 3-Methyladenin und Etoposid auf den 
Zellzyklus und die Autophagie in MOLM-13-Zellen 

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass Etoposid die Autophagie in MOLM-13-Zellen 

aktivierte. Den Nachweis des gesteigerten autophagic flux lieferte die Inkubation von Etoposid-

behandelten Zellen (exemplarisch mit 0,1 µM) und einer Kontrollgruppe mit zunehmender 

Inkubationszeit von CQ. Dabei nahmen die Cyto-ID-Fluoreszenz und damit der autophagic flux 

der Etoposid-behandelten Zellen mit steigender Inkubationszeit von CQ, im Gegensatz zu der 

unstimulierten Kontrollgruppe zu. Gao et al. (2011) zeigten, dass subletale Konzentrationen 

(5 µM) von Etoposid und Camptothecin (0,5 µM) die Autophagie ebenfalls in humanen 

Osteosarcoma U2OS-Zellen aktivierten. Auch Kaizuka et al. (2016) und Shimizu et al. (2004) 

zeigten eine Autophagie-Aktivierung durch Etoposid. Die Autophagie-Aktivierung durch 

Camptothecin war Resultat der durch DNA-Schädigung induzierten p53-vermittelten Antwort, 

die die direkte Transkription von ULK1 und ULK2 beinhaltete. Auch die Behandlung mit 

Etoposid führte zu einer gesteigerten Expression von ULK1 im Western Blot (Gao et al. 2011). 

Mit Etoposid behandelte MOLM-13-Zellen zeigten neben einer Autophagie-Aktivierung auch 

einen Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase. Die Arretierung im Zellzyklus ist das Resultat der 

DDR, die als Antwort auf den Etoposid-induzierten Einbau von DSB generiert wird 

(Montecucco et al. 2015). In MOLM-13-Zellen ging der Etoposid-induzierte G2/M-Arrest der 

Autophagie-Aktivierung voraus, was Ausdruck einer Autophagie-Aktivierung als Antwort auf 

DNA-Schädigung ist und damit die Beobachtungen von Gao et al. (2011) stützt. Bei einer 

Etoposid-Konzentration von 0,1 µM zeigte sich reproduzierbar ein G1-Phase-Zellzyklusarrest. 

Die Ursache dafür konnte nicht eindeutig geklärt werden, stellt aber eine interessante 

Fragestellung dar. Eine Überlegung war, dass niedrige Konzentrationen von Etoposid, 

womöglich p53-vermittelt, zum G1-Arrest führen (MOLM-13: p53-Wildtyp). Lee et al. (2012) 

zeigten, dass p53 Atg7-abhängig über die Expression von p21 zum Zellzyklusarrest führte. 

Dabei wird die Zelle via p53 - p21 hauptsächlich in der G1-Phase arretiert (Abbas und Dutta 

2009).  So blieb dieser G1-Peak in Jurkat-Zellen, einer p53-mutierten ALL-Zelllinie, bei 0,1 

µM reproduzierbar aus (persönliche Mitteilung: Dr. Jürgen Sonnemann).  

Eine zusätzliche Inkubation der Etoposid-behandelten MOLM-13-Zellen mit 3-MA führte 

neben der Inhibition der Autophagie zu einem Ausbleiben des G2/M-Arrests. 3-MA, ein PI3-

Kinasen-Inhibitor, entfacht seine Autophagie-inhibierende Wirkung über die Hemmung der 

Klasse III PI3-K, die normalerweise die Initiation der Autophagie und die Phagophorenbildung 
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vermittelt. Die Autophagie-inhibierende Wirkung zeigte sich bereits in der Nullprobe und auch 

bei Autophagie-induzierenden Konzentrationen von Etoposid. Dies deckt sich mit den 

Beobachtungen von Gao et al. (2011), die in humanen Osteosarcoma U2OS-Zellen zeigten, 

dass durch 3-MA die Autophagie-aktivierende Wirkung von Etoposid stark gedämpft wurde. 

Der Einfluss von 3-MA auf den Zellzyklus äußerte sich bereits im Vergleich zu unbehandelten 

MOLM-13-Zellen in einer Verschiebung der Zellen in Richtung der G1-Phase (+20 % 

gegenüber der Nullprobe), kombiniert mit einer Abnahme des Anteils der Zellen in der S-Phase 

(-10 %) und der G2/M-Phase (-12 %). Der Zelltod blieb unverändert (nicht gesondert 

dargestellt), auch beim Ausbleiben des G2/M-Arrests durch 3-MA. Vorversuche zeigten, dass 

2 mM 3-MA über 48 Stunden nur gering toxisch auf MOLM-13-Zellen wirkten und folglich 

der Zelltod vermutlich Etoposid-vermittelt stattfand. Montecucco et al. (2015) beschrieben, 

dass Etoposid auch in nicht-proliferierenden Zellen zytotoxisch wirkte, was unsere 

Beobachtungen bestätigt. 3-MA verhinderte sowohl das Auftreten des Etoposid-induzierten 

G1-Peaks als auch die Arretierung der Zellen in der G2/M-Phase signifikant. Diese Ergebnisse 

bestätigen die Beobachtungen von Yu et al. (2018), die durch 3-MA ebenfalls ein Ausbleiben 

eines Wirkstoff-induzierten G1-Arrests in verschiedenen Kolonkrebs-Zelllinien beschrieben, 

Filippi-Chiela et al. (2011), die durch die Zugabe von 3-MA das Ausbleiben eines Wirkstoff-

induzierten G2/M-Arrests in humanen Glioblastom-Zelllinien beschrieben und Pathania et al. 

(2016), die durch Bafilomycin und CQ, zwei Autophagie-Inhibitoren, das Ausbleiben eines 

Wirkstoff-induzierten G2/M-Arrests in PANC-1-Zellen beobachteten. Diesbezüglich wurden 

maßgeblich zwei Überlegungen angestellt: Einerseits könnte 3-MA einen von der Autophagie 

unabhängigen Einfluss auf den Zellzyklus haben, andererseits könnte diese Beobachtung darauf 

hinweisen, dass die konstitutive Autophagie-Aktivität, die durch 3-MA in ihren ersten Schritten 

gehemmt wurde, essentiell für das Fortschreiten der AML-Zelle im Zellzyklus bzw. für den 

Eintritt des Zellzyklusarrests war.  

Zunehmende Diskussionen lassen vermuten, dass 3-MA auch Autophagie-unabhängig 

inhibierend auf verschiedene zelluläre Prozesse wie den Glykogenmetabolismus, die 

Endozytose oder auch die lysosomale Ansäuerung wirken könnte (Mizushima et al. 2010), 

wobei jedoch bislang keine Autophagie-unabhängige Wirkung von 3-MA auf den Zellzyklus 

beobachtet wurde. Was Liu et al. (2014) aber zeigen konnten, war, dass in MDA‑MB‑231 

humanen Brustkrebs-Zellen die Wirkung einer 3-MA-Behandlung dem Knockout von Atg7, 

einem an der Phagophorenbildung und -expansion beteiligten Protein, ähnelte und in einem 

G0/1-Arrest der Zelle und einer Abnahme an Zellen in der S-Phase resultierte. Sie zeigten 

somit, dass das Zellzyklusprofil einer Autophagie-defizienten Zelle dem einer 3-MA-
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behandelten Zelle annähernd glich. Dies zeigten auch Yu et al. (2018), die das Ausbleiben eines 

Wirkstoff-induzierten G1-Arrests sowohl durch den Einsatz von 3-MA als auch Inhibition der 

Autophagie auf Transkriptionsebene (LC3B-siRNA) beobachteten. Diese Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass die Zellzyklus-beeinflussende Wirkung von 3-MA vor allem über die Inhibition 

der Autophagie vermittelt werden könnte. Daraufhin stellte sich die Frage, ob womöglich das 

Fehlen des intrazellulären Recycling-Mechanismus per se ursächlich dafür ist, oder ob eine 

Hemmung der Initiation der Autophagie zu einer fehlenden Aktivierung von downstream-Atgs 

führt, die wiederum Zellzyklus-beeinflussende Wirkung besitzen. Betrachtet man die Wirkung 

von CQ, das als bekannter Autophagie-Inhibitor die Fusion von Autophagosom und Lysosom 

und damit den letzten Schritt des Autophagie-Prozesses, verhindert auf den Zellzyklus, so 

erscheint erstere Erklärung weniger wahrscheinlich. Es wird vermutet, dass auch nach Zugabe 

von CQ die ersten Schritte des Autophagie-Prozesses ungehindert stattfinden könnten 

(Mizushima et al. 2010). Auf den Zellzyklus zeigt CQ keine einheitliche, je nach Art des 

Tumors variierende, Wirkung und damit auch keinen reproduzierbaren G0/G1-Zellzyklusarrest 

(Liu et al. 2018). Die Gemeinsamkeit der beiden Autophagie-Modulatoren ist also, dass der 

autophagic flux gestört ist. Der Unterschied jedoch ist, dass 3-MA den Prozess bereits in der 

Initiation hemmt und CQ ihn erst zu einem späteren Zeitpunkt. Dies bestärkt die Annahme, 

dass die Wirkung von 3-MA auf den Zellzyklus durch die fehlende Aktivierung verschiedener 

downstream-Atgs zurückzuführen sein könnte. Inwiefern also der Zeitpunkt der Inhibition im 

Autophagie-Prozess auf den Zellzyklus wirkt, sollte in zukünftigen Forschungsarbeiten 

untersucht und verstanden werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand von MOLM-13-Zellen gezeigt werden, dass die 

Autophagie-induzierende Wirkung von Etoposid erst nach dem Etoposid-induzierten 

Zellzyklusarrest der Zellen in der G2/M-Phase einsetzte. Dieser G2/M-Arrest blieb jedoch aus, 

sobald die Autophagie bereits in ihrer Initiation mittels 3-MA inhibiert wurde. Zusätzlich 

arretierten die Zellen durch die Autophagie-Inhibition vermehrt in der G1-Phase. Diese 

Ergebnisse lieferten erste Hinweise auf einen engen Zusammenhang zwischen der intakten 

Autophagie-Aktivität einer Zelle und deren Fortschreiten im Zellzyklus und bildeten die 

Grundlage für die vorliegende Forschungsarbeit, die unter anderem diesen Zusammenhang 

anhand von MOLM-13-Zellen genauer beleuchtet.   

6.2 Interaktion zwischen konstitutiver Autophagie und Zellzyklus in MOLM-13-Zellen 

Die ersten Experimente zur Erforschung des Zusammenhangs von Zellzyklus und Autophagie 

lieferten zwei Ergebnisse in MOLM-13-Zellen: Die Inhibition der Autophagie durch 3-MA 
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verhindert das Eintreten des Etoposid-induzierten G2/M-Arrests und Zellen, die sich in der 

G2/M- und S-Phase befanden, zeigten eine höhere konstitutive Autophagie-Aktivität im 

Vergleich zu den Zellen, die sich in der G1-Phase befanden (+66,67 % Cyto-ID-Fluoreszenz). 

Dieses Phänomen nahm mit steigenden Etoposid-Konzentrationen zu. Diese Ergebnisse 

erhielten wir durch den Einsatz der simultanen durchflusszytometrischen Messung der 

Autophagie mittels Cyto-ID und des Zellzyklus mittels DRAQ5TM, eines lipophilen 

Fluoreszenzfarbstoffes, der für Zellzyklusanalysen an vitalen Zellen eingesetzt wird und 

stöchiometrisch in die DNA interkaliert. Im Umkehrschluss konnte in einem unabhängigen 

Experiment bewiesen werden, dass die Zellen, die hohe Cyto-ID-Fluoreszenzwerte zeigten, 

sich vermehrt in der G2/M-Phase befanden. Dafür wurden die Zellen mittels manuellem gating 

in fünf getrennte Cyto-ID-Populationen mit aufsteigender Fluoreszenz eingeteilt (siehe 

Abbildung 10). Bereits Zellen, die keinerlei Behandlung erfuhren, unterschieden sich 

maßgeblich in ihrem Zellzyklusprofil abhängig von der Cyto-ID-Fluoreszenz. Dabei befanden 

sich die mit niedriger Cyto-ID-Fluoreszenz beispielsweise zu 11 % in der G2/M-Phase, die mit 

hoher Cyto-ID-Fluoreszenz, also hoher Autophagie-Aktivität, hingegen zu 42 % in der G2/M-

Phase.  

Die nachfolgend beschriebene Methode der Zellsortierung sollte vor allem die spezifische 

Erforschung dieses Zusammenhangs sowie eine Weiterkultivierung und Charakterisierung der 

Autophagie-sortierten Zellfraktionen ermöglichen. Zuerst erfolgte die Optimierung der vor 

kurzem in der Arbeitsgruppe etablierten Methode der Zellsortierung mittels Cyto-ID nach der 

konstitutiven Autophagie-Aktivität der Zellen. Gump et al. (2014) sortierte erstmalig BJAB 

Lymphoma- und Jurkat-Zellen nach ihrer konstitutiven Autophagie in low flux und high flux. 

Methodisch wurde dabei mCherry-EGFP-LC3 als Reporter für den autophagic flux eingesetzt, 

wofür beide Zelllinien transfiziert werden mussten. Via Immunoblots von LC3 und p62 und 

Fluoreszenzmikroskopie wiesen sie Unterschiede des konstitutiven autophagic flux in den 

sortierten Fraktionen nach. Da anschließend an die Zellsortierung der MOLM-13-Zellen unter 

anderem der Zellzyklus und die Chemosensibilität untersucht werden sollten, wurde nach einer 

anderen Möglichkeit gesucht, die Autophagie nachzuweisen, ohne die Zellen dafür genetisch 

manipulieren zu müssen. Guo et al. (2015) untersuchten in großem Umfang den Einsatz des 

Autophagosomen-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID und bewiesen, dass dieser neben 

den Standardmethoden wie Elektronenmikroskopie oder der Transfektion mit GFP-LC3B eine 

schnelle und gute Alternative für die Detektion von Autophagie-Kompartimenten und die 

Schätzung des autophagic flux darstellt (Chan et al. 2012). Zunächst wurde im Rahmen meiner 

Arbeit der Farbstoff Cyto-ID auf seine biochemischen Eigenschaften und seine Zytotoxizität in 
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MOLM-13-Zellen untersucht und nachgewiesen, dass sich die sortierten Fraktionen in ihrer 

konstitutiven Autophagie-Aktivität nachweislich unterschieden.  

Wie in 5.5.1 beschrieben, konnte bereits durch die Inkubation von Etoposid-behandelten Zellen 

mit CQ gezeigt werden, dass sich der Cyto-ID-Fluoreszenzfarbstoff eignet, um den autophagic 

flux zu messen. Dabei nahm mit zunehmender Hemmung (zunehmende Inkubationszeit von 

CQ) des Autophagosomen-Abbaus die Cyto-ID-Fluoreszenz parallel zu.  

Eine für die Weiterkultivierung einschränkende Zytotoxizität von Cyto-ID wurde sowohl in 

Vorversuchen als auch in an die Zellsortierung angeschlossenen Versuchen ausgeschlossen 

(Zelltodanalysen (subG1-Fraktion), Chemosensibilität (t=0)). Nicht zu vernachlässigen war 

hingegen die Temperatursensibilität von Cyto-ID. Auf Eis nahm die Cyto-ID-Fluoreszenz über 

90 Minuten nicht ab, wohingegen diese bei 37 °C bereits nach 30 Minuten um mehr als die 

Hälfte abnahm. Letzteres war von Vorteil für an die Zellsortierung angeschlossene 

durchflusszytometrische Folgeversuche, da eine Interferenz der vorangegangenen Cyto-ID-

Einfärbung nach Inkubation der sortierten Zellen im Brutschrank (bei 37 °C) nicht zu erwarten 

war. Die Arbeitstemperatur des FACS-Cellsorters wurde auf 4 °C (anstatt vorhergehend 

Raumtemperatur) eingestellt und Cyto-ID-gefärbte Proben stets auf Eis bearbeitet. Durch 

weitere Optimierungsschritte wurde die Dauer der Zellsortierung auf 35 Minuten verkürzt. 

Dennoch befanden sich die sortierten Zellen über diesen Zeitraum in einer Mischung von 

Medium und Spülflüssigkeit. Ein Einfluss dieses Zellstresses auf die Autophagie-Aktivität der 

sortierten Zellen wird als gering erachtet, da gezeigt werden konnte, dass die Autophagie in 

Ratten-Hepatozyten bei < 20 °C zum Erliegen kam (Gordon et al. 1987). Zudem konnte 

arbeitsgruppenintern nachgewiesen werden, dass die Cyto-ID Fluoreszenz der Zellen direkt 

nach Zellsortierung der von nicht-sortierten Zellen glich, somit also keine Veränderung der 

Autophagie vorlag (persönliche Mitteilung: Dr. Jürgen Sonnemann). Auch wenn ein geringer 

methodischer Einfluss nicht abschließend auszuschließen war, konnte bestätigt werden, dass 

die Zellfraktionen: AutLO, AutME, AutHI stets miteinander verglichen wurden und sich somit der 

Einfluss nivellierte. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID 

nachweislich vernachlässigbar gering toxisch auf MOLM-13-Zellen wirkte und sich zum 

Nachweis des autophagic flux, ohne eine dafür notwendige genetische Manipulation der 

MOLM-13-Zellen vornehmen zu müssen, eignete. Durch die Optimierung, insbesondere die 

Temperaturumstellung bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung, konnte eine 

Weiterkultivierung und Charakterisierung der MOLM-13-Zellen in Anschlussversuchen 

ermöglicht werden. 
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6.3 Unterschiede in der konstitutiven Autophagie sind über einen Zeitraum von 
24 Stunden stabil – auch bei Vorbehandlung mit SRT1720 

Erster Versuch im Anschluss an die Zellsortierung war die Untersuchung der Stabilität der 

Autophagie-Aktivität der sortierten MOLM-13-Zellen. Um dabei nicht nur die konstitutive, 

sondern auch stimulierte Autophagie-Aktivität zu prüfen, wurde eine Autophagie-induzierende 

Substanz gesucht, die die Autophagie in MOLM-13-Zellen ausreichend steigerte, wenig toxisch 

war und den Zellzyklus nicht maßgeblich beeinflusste. Nachdem einige Substanzen, wie 

beispielsweise AICAR, das über eine Aktivierung der AMPK einerseits aktivierend, 

andererseits inhibierend auf die Autophagie wirkt (Viana et al. 2008), analysiert wurden, konnte 

SRT1720 als geeigneter und bereits bekannter Autophagie-Aktivator (Gu et al. 2016, Luo et al. 

2019, Lahusen und Deng 2015) ausfindig gemacht werden. Dabei steigerten 5 µM SRT1720 in 

MOLM-13-Zellen die Autophagie um mehr als das Doppelte, der Zelltod nahm nur geringfügig 

zu und der Zellzyklus blieb unbeeinflusst.  

Die Autophagie-Kinetik der sortierten Fraktionen zeigte, dass diese sich in ihrer Cyto-ID-

Fluoreszenz auch nach 23 Stunden noch unterschieden. Direkt nach der Zellsortierung (t = 2 h) 

zeigten sowohl die unbehandelten als auch die mit SRT1720 vorbehandelten Zellen deutliche 

Unterschiede in ihren Cyto-ID-Floreszenz-Werten: AutLO<AutME<AutHI. Die Vorbehandlung 

mit SRT1720 diente der Autophagie-Aktivierung, die für Folgeversuche von Bedeutung war. 

Die anschließende Cyto-ID-Messung zeigte eine erhebliche Steigerung der Cyto-ID-

Fluoreszenzwerte durch die Vorbehandlung der Zellen mit SRT1720 (siehe Abbildung 15). Die 

nachfolgend beschriebenen Veränderungen über die Zeit konnten in vorbehandelten Zellen 

gleichermaßen beobachtet werden. Bereits sechs Stunden nach der Zellsortierung nahmen die 

Cyto-ID-Fluoreszenzwerte von AutHI ab und die von AutLO zu und näherten sich somit den 

Fluoreszenzwerten von AutME an. Im Weiteren blieben die Unterschiede der Cyto-ID-

Fluoreszenzwerte über einen Zeitraum von 23 Stunden stabil, wobei die Differenz zwischen 

AutHI und AutME weitaus größer war als die zwischen AutLO und AutME, was sich auch bereits 

direkt nach Zellsortierung zeigte. Insgesamt zeigte sich eine Tendenz zur Annäherung der Cyto-

ID-Fluoreszenzwerte auf AutME. Gump et al. (2014) zeigten, dass BJAB Lymphoma-Zellen, 

die nach mCherry-EGFP-LC3 sortiert wurden, sich nach 24 Stunden aussortierten, die Werte 

der unsortierten Zellen annahmen, und schlossen daraus, dass die anfänglichen Unterschiede in 

der konstitutiven Autophagie transient sind und eine genetische Heterogenität als Ursache 

demnach unwahrscheinlich ist. Da sich die sortierten MOLM-13-Zellen nach 24 Stunden nicht 

aussortierten, die Methode zur Detektion der konstitutiven Autophagie und die Zelllinie eine 

andere war, lag es nahe, die sortierten Fraktionen auf die Expression Autophagie-relevanter 
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Gene zu untersuchen. Ebenfalls konnte anhand der Vorversuche bereits ausgeschlossen werden, 

dass es sich bei den über 24 Stunden erhöhten Cyto-ID-Werten um einen methodischen Fehler 

handeln könnte, da Cyto-ID-gefärbte und bei 37 °C inkubierte Zellen bereits nach 90 Minuten 

annähernd die Fluoreszenzwerte ungefärbter Zellen annahmen und die sortierten Zellen 

während der Kinetik stets im Brutschrank aufbewahrt wurden. 

6.3.1 Unterschiede der konstitutiven Autophagie-Aktivität auf Genexpressionsebene: 
Erhöhte Expression von ULK1-mRNA in AutHI  

Die Genexpression der die Initiation der Autophagie kontrollierenden Kinase ULK1 war in 

unbehandelten Zellen in AutHI gegenüber AutLO signifikant erhöht. Auch 24 Stunden nach 

Zellsortierung konnte immer noch eine signifikant erhöhte Expression der ULK1-mRNA in 

AutHI nachgewiesen werden. Diese Beobachtung liefert folgende Erkenntnis: Innerhalb einer 

unbehandelten Zellpopulation gibt es, auch unter optimalen Wachstumsbedingungen, 

erhebliche Differenzen in der konstitutiven Autophagie-Aktivität, die sich in MOLM-13-Zellen 

sogar auf Genexpressions-Ebene widerspiegeln. Dabei wird am ehesten von einer 

stochastischen Fluktuation der Expression von ULK1 innerhalb einer Zellpopulation 

ausgegangen. Dafür spricht, dass sowohl die Expression der ULK1-mRNA mit zunehmender 

Inkubationszeit nach Zellsortierung wieder abnahm, als auch, dass die Cyto-ID-

Fluoreszenzwerte mit zunehmender Inkubationszeit (siehe Abbildung 17) parallel dazu 

abnahmen.  

6.3.2 Expression von LC3B-II bestätigt die erfolgreiche Autophagie-spezifische 
Zellsortierung der MOLM-13-Zellen 

Bei LC3B handelt es sich um ein Strukturprotein der LC3/Atg8-Familie, das vor allem streng 

über Atg4 reguliert an der Phagophoren-Expansion beteiligt ist und im Sinne der selektiven 

Autophagie p62-markierte Moleküle in das Phagophor einschließt (Dikic und Elazar 2018b). 

Dabei liegt LC3B-I löslich im Zytosol vor und wird durch Atg3 zu membrangebundenem, in 

das Phagophor eingebautem, LC3B-II. Lee und Lee (2016) beschreiben, dass LC3-Proteine auf 

transkriptionaler, posttranskriptionaler und posttranslationaler Ebene reguliert werden können. 

Dabei spielen vor allem posttranslationale Modifikationen wie Acetylierungen, 

Phosphorylierungen und Ubiquitinierung eine besondere Rolle. Im Western Blot konnte gezeigt 

werden, dass sich die sortierten Fraktionen auch auf Proteinexpressionsebene unterschieden. 

Dies geschah über den Nachweis der Zunahme der Expression von LC3B-II von AutLO nach 

AutHI. Das Immunoblotting von LC3B und p62 ist eine gängige Methode, um eine Autophagie-

Aktivierung oder -Inhibition nachzuweisen. Für die Interpretation von LC3B-Western Blots 
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muss Einiges beachtet werden, das im Folgenden diskutiert wird (Mizushima und Yoshimori 

2007). Zum einen sollten die LC3B-II-Level verschiedener Proben miteinander verglichen 

werden und nicht singulär betrachtet werden – bei den sortierten MOLM-13-Zellen war 

eindeutig zu erkennen, dass die Menge an LC3B-II (im Vergleich zu Aktin als HKP) von AutLO 

nach AutHI stetig zunahm. Dies bestätigte sich ebenfalls in der Fluoreszenzmikroskopie, in der 

LC3B-Puncta von AutLO nach AutHI augenscheinlich zunahmen. Dabei ist die Menge an LC3B-

II wiederum proportional zu der intrazellulären Menge an Autophagosomen. Zum anderen 

müssen zur Beurteilung des autophagic flux lysosomale Inhibitoren, die den Autophagosomen-

Abbau hemmen, eingesetzt werden. Bei einer stattfindenden Aktivierung des autophagic flux 

käme es demzufolge dann zu einer Zunahme der LC3B-II Menge unter Behandlung mit diesem 

Inhibitor (Mizushima und Yoshimori 2007). Dafür wurden die sortierten Zellen vor Anfertigen 

der Lysate zusätzlich mit CQ inkubiert. In allen drei Fraktionen zeigte sich eine Zunahme der 

Intensität der LC3B-II-Bande. Dies war zu erwarten, da es sich um unbehandelte Zellen, die 

eine intakte Autophagie-Maschinerie besitzen, handelt, die bei Hemmung des 

Autophagosomen-Abbaus trotzdem weiterhin Autophagosomen produzieren können. Dabei 

war die Steigerung der LC3B-II Menge nach Zugabe von CQ interfraktionell, also 

beispielsweise von AutLO nach AutLO+CQ gegenüber AutHI nach AutHI+CQ, etc. ähnlich. Dies 

spricht dafür, dass die sortierten Zellen sich nur gering in ihrem autophagic flux unterschieden, 

oder dass diese geringen Unterschiede schwer im Western Blot zu detektieren waren. Die 

sortierten Zellen unterschieden sich nicht in ihrer zellulären Menge von p62, was sich mit den 

Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie deckt. Die Fraktionen, die mit CQ inkubiert wurden, 

zeigten eine Tendenz zu gesteigerten p62-Level. Dies war zu vermuten und ist Ausdruck des 

gehemmten Autophagosomen-Abbaus und dem damit verbundenen gehemmten Abbau von 

p62. Dass zwischen den unbehandelten Fraktionen keine nennenswerten Unterschiede in der 

Expression von p62 zu vermerken waren, kann wie Mizushima und Yoshimori (2007) 

beschrieben, daran liegen, dass sich p62-Level intrazellulär auch unabhängig von der 

Autophagie-Aktivität verändern können und wie Klionsky et al. (2016) beschrieben, die 

Unterschiede von p62-Level zelllinienabhängig nicht oder weniger stark ausgeprägt vorliegen 

können, außer es handelt sich um eine starke Aktivierung der Autophagie, was hier aber nicht 

der Fall ist. Da die Zellen nach dem Level ihrer konstitutiven Autophagie sortiert wurden und 

es keinerlei Autophagie-Aktivierung oder -Inhibierung gab, wurde auch nicht von extrem 

großen Unterschieden im autophagic flux ausgegangen. Ebenfalls konnte der Western Blot die 

Methode der Zellsortierung mittels Cyto-ID verifizieren. Es handelte sich nachweislich nicht 
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nur auf Genexpressions-Ebene, sondern auch auf Proteinebene um drei unbehandelte 

Zellfraktionen, die sich in ihrer konstitutiven Autophagie unterschieden.  

6.4 Cyto-ID-sortierte MOLM-13-Zellen unterscheiden sich in ihrem 
Metabolismus – Zusammenhang der konstitutiven Autophagie und des 
Metabolismus 

Bisherige Erkenntnisse des Autophagie-Mechanismus in Tumorzellen sind Resultat von vor 

allem durch Stressoren wie Nahrungsmangel induzierter Autophagie. Da in diesem Fall 

erstmalig neben Gump et al. (2014) Zellen, in unserem Fall MOLM-13-Zellen, nach ihrer 

konstitutiven Autophagie sortiert wurden, war es von besonderer Bedeutung, diese Zellen noch 

genauer zu charakterisieren. Dass die Autophagie-Regulation generell vor allem mit dem 

Nährstoffangebot und dem Energiehaushalt der Zelle zusammenhängt ist allseits bekannt. 

Dabei wirkt mTOR, das bei Nahrungsüberangebot aktiviert vorliegt, inhibierend auf die 

Autophagie, während die AMPK, die als Sensor des intrazellulären Energie-Status bekannt ist, 

aktivierend auf die Autophagie einwirkt (Kim et al. 2011). Dabei wirkt die Autophagie im Sinne 

eines Nährstoffmangels protektiv und versucht das Überleben der Zelle zu sichern. Der extrem 

hohe Energiebedarf von Tumorzellen ist von ihrer Autophagie-Aktivität abhängig und wäre 

ohne diese nicht zu decken (Thomas et al. 2018). Kimmelman und White (2017) fassten 

zusammen, dass in vielerlei Tumorarten durch pharmakologische (CQ) oder genetische (RNAi) 

Inhibition der Autophagie der mitochondriale Metabolismus stark gestört wurde. Wie der 

zelluläre Metabolismus mit der konstitutiven Autophagie-Aktivität einer Zelle in 

Zusammenhang steht, wurde bislang noch nicht beschrieben. Dafür wurden in dieser Arbeit 

MOLM-13-Zellen, die wie oben beschrieben nach ihrer konstitutiven Autophagie-Aktivität 

sortiert worden waren, mittels des Seahorse XF96-Analysers untersucht. Diese Methode erlaubt 

eine Aussage sowohl über den mitochondrialen Metabolismus (OCR) als auch die glykolytische 

Aktivität (ECAR) der sortierten Zellen zu treffen. AutHI zeigte die höchsten Werte der basalen 

OCR und der basalen ECAR, gefolgt von AutME und zuletzt AutLO. Das heißt, dass die Zellen 

mit höherer konstitutiver Autophagie einen aktiveren Metabolismus aufwiesen, wobei sowohl 

die Atmungskette als auch die Glykolyse stärker aktiv waren. Neben basal erhöhter OXPHOS 

und Glykolyse zeigte sich ebenfalls mit zunehmender konstitutiver Autophagie eine Steigerung 

der ATP-Produktion, wobei AutHI die höchsten Werte aufwies. Auch die nicht-mitochondriale 

Atmung der Zellen zeigte eine Tendenz in Richtung der höchsten Werte in AutHI. Auffällig war 

ebenfalls, dass die MOLM-13-Zellen ein sehr glykolytisches Energieprofil zeigten, was 

charakteristisch für Tumorzellen und auch als Warburg effect bekannt ist (Bao et al. 2013, 
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Vander Heiden und DeBerardinis 2017). Vor allem nach Entkopplung der OXPHOS steigerten 

alle sortierten Fraktionen kompensatorisch die Glykolyse erheblich (AutHI > AutME > AutLO). 

Diese Beobachtungen decken sich mit denen von Redmann et al. (2017) Sie zeigten, dass durch 

Inhibition der Autophagie, unter anderem durch CQ, sowohl OCR und ATP-Produktion als 

auch ECAR in Rattenneuronen gegenüber der Kontrollgruppe (unbehandelt) signifikant 

abnahmen. Somit zeigten sich die Zellen mit gehemmter Autophagie im Plot ähnlich wie AutLO 

der MOLM-13-Zellen: sowohl in Bezug auf ECAR als auch OCR am wenigsten aktiv (siehe 

Abbildung 23C). Dies zeigte eine Abhängigkeit des Energiemetabolismus der Rattenneurone 

von einer intakt ablaufenden Autophagie. Auch Wu et al. (2009) zeigten an isolierten 

Mitochondrien aus der Skelettmuskulatur von Atg7-Knockout-Mäusen, dass die gestörte 

Autophagie-Aktivität der Zellen zu einer signifikanten Abnahme der mitochondrialen 

Atmungskette führte (Abnahme der OCR und der ATP-Produktion, kompensatorische 

Zunahme der konstitutiven ECAR). Bezogen auf die konstitutive Autophagie der MOLM-13-

Zellen könnte dies bedeuten, dass die Unterschiede in der basalen OCR, basalen ECAR und 

ATP-Produktion Folge der unterschiedlich aktiven konstitutiven Autophagie waren.  

Nicht auszuschließen ist jedoch, dass die konstitutive Autophagie der Zellen das Resultat der 

unterschiedlichen mitochondrialen Funktion bzw. des unterschiedlichen Energiebedarfs der 

Zelle ist. Thomas et al. (2018) zeigten, dass intakte Mitochondrien essentiell für den 

Mechanismus der Autophagie sind. Sie zeigten, dass eine Inhibition des Komplex I der 

Atmungskette bei zeitgleicher pharmakologischer Autophagie-Aktivierung dennoch zu einer 

gestörten Autophagie-Aktivierung führte und ein aktivierter mitochondrialer Metabolismus 

wiederum zu gesteigerter Autophagie-Aktivierung durch pharmakologische Autophagie-

Aktivatoren führte. Auch Rambold und Lippincott-Schwartz (2011) zeigten, dass mittlerweile 

immer mehr Nachweise existieren, dass Mitochondrien an sich die Autophagie nahezu in jedem 

Schritt des Autophagie-Prozesses auf verschiedenste Weise beeinflussen können. Dies 

bedeutet, bezogen auf unsere Daten, dass die konstitutive Autophagie-Aktivität in MOLM-13-

Zellen vom zellulären Metabolismus, insbesondere der Atmungskette und somit den 

Mitochondrien, abhängen könnte, das heißt, dass alle Zellen, die eine erhöhte basale 

Mitochondrien-Aktivität aufweisen, auch simultan eine erhöhte konstitutive Autophagie-

Aktivität zeigen. Ob Stressoren, wie beispielsweise anfallende ROS, entstanden durch die 

vermehrt aktive Atmungskette, zur Induktion der konstitutiven Autophagie führen, ist zum 

aktuellen Zeitpunkt rein spekulativ. 

Um den Mechanismus des Zusammenhangs zwischen der konstitutiven Autophagie-Aktivität 

einer MOLM-13-Zelle und deren mitochondrialem Metabolismus zu verstehen, müssten 
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weitere Versuche vorgenommen werden. Dafür könnte zum Beispiel die mitochondriale 

Aktivität der Zellen moduliert und anschließend die konstitutive Autophagie gemessen werden. 

Die Erkenntnisse über den Zusammenhang eröffnen ein interessantes Feld, um eventuell auch 

neue anti-neoplastische Therapien zu entwickeln. So wie Thomas et al. (2018) bereits 

mutmaßten, würde die Modulation der mitochondrialen OXPHOS in Tumorzellen womöglich 

auf zwei Ebenen greifen: der Inhibition des mitochondrialen Metabolismus und der Inhibition 

der Autophagie. 

6.5 Hohe konstitutive Autophagie-Aktivität ist mit der G2/M-Phase des 
Zellzyklus assoziiert 

Um der Vermutung eines Zusammenhangs zwischen der konstitutiven Autophagie-Aktivität 

und des Zellzyklus weiter nachzugehen, wurden die Zellzyklusprofile der sortierten 

MOLM-13-Zellen analysiert. Die Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen 

unterschied sich eindeutig in den Fraktionen mit unterschiedlichem Niveau der konstitutiven 

Autophagie und zeigten die gleiche Tendenz wie bereits in Abbildung 11 mittels des manuellen 

gatings gezeigt. In AutLO befand sich die Mehrzahl der Zellen in der G1 Phase (80 %), 

insgesamt doppelt so viele wie in AutHI. Dafür befanden sich in AutHI siebenmal so viele Zellen 

in der G2/M-Phase. Es zeigte sich eindeutig eine Verlagerung der Zellen in Richtung G2/M mit 

steigender konstitutiver Autophagie-Aktivität. Das Zellzyklusprofil von AutME  hingegen glich 

genau dem von unbehandelten, unsortierten Zellen. Dies ließ vermuten, dass der Großteil der 

Zellen in einer gemischten Population womöglich eine mittlere konstitutive Autophagie 

aufwies und somit sich vor allem die Zellen mit hoher oder niedriger konstitutiver Autophagie 

stark davon abgrenzten. Dieser Zusammenhang von Autophagie und Zellzyklusphase wurde 

mittels Expressionsanalysen Zellzyklus-relevanter Gene und Proteine noch genauer untersucht.  

6.5.1 Erhöhte Expression G2/M-spezifischer Proteine und Gene in AutME- und 
AutHI-Zellen 

Dabei konnte auf Transkriptionsebene eine signifikante Zunahme der Expression von PLK1 

und Cyclin B1 von AutLO nach AutHI beobachtet werden. Die PLK1 als am besten erforschte 

Polo-Like-Kinase, ist an vielen Abschnitten der Mitose, vom Eintritt bis zur Vollendung, von 

Bedeutung (Lee et al. 2014). Dabei ist PLK1 während der M-Phase erhöht exprimiert (Martin 

und Strebhardt 2006). Cyclin B1 kommt bereits während der G2-Phase im Zellzyklus vor, 

erreicht das Maximum in der M-Phase und wird anschließend rasch abgebaut. Cyclin B1 

aktiviert dabei im Komplex CDK1 und führt so zur Transition der Zelle in die M-Phase. 

Während der G2/M-Phase ist auch Cyclin B1 erhöht exprimiert (Hwang et al. 1995) und dient 
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in diesem Fall ebenfalls als Indikator für Zellen, die sich in der G2/M-Phase befinden. Die 

Hochregulation der Expression dieser zwei Gene in AutHI zeigte, passend zu den 

Zellzyklusanalysen, dass sich besonders viele Zellen kurz vor oder in der Mitose befanden und 

die Fraktion sich damit von AutLO unterschied, in der sowohl PLK1 als auch Cyclin B1 weniger 

exprimiert wurde. Auch auf Proteinebene bestätigte sich eine Zunahme der Cyclin B1-

Proteinexpression in AutHI im Vergleich zu AutME und wiederum zu AutLO. Der Antikörper für 

pS10H3 markiert an Serin 10 phosphoryliertes Histon 3, welches nur in der Mitose-Phase in 

dieser phosphorylierten Form vorliegt (Moniz und Stambolic 2011). Die sortierten Fraktionen 

unterschieden sich erheblich in der Ausstattung mit an Serin 10 phosphoryliertem Histon 3. Mit 

aufsteigender konstitutiver Autophagie-Aktivität nahm der Anteil an pS10H3 zu, was bedeutet, 

dass sich in AutME und AutHI zunehmend mehr Zellen in der M-Phase befanden.  

Es gelang uns nachzuweisen, dass auch in MOLM-13-Zellen eine konstitutive Autophagie-

Aktivität in allen Zellzyklusphasen vorhanden war, indem mittels simultaner 

durchflusszytometrischer Analyse der Cyto-ID- und DRAQ5TM-Fluoreszenz eine Autophagie-

Aktivität in jeder Zellzyklusphase zu messen war. Eine Bestätigung für die Autophagie-

Aktivität in der M-Phase gelang durch den Einsatz des pS10H3-Antikörpers, der spezifisch für 

die Mitose ist, und sowohl in AutME als auch in AutHI M-Phase-Zellen detektierte. Weitere 

Methoden, die eine Differenzierung zwischen der G2- und der M-Phase erlaubt hätten, hätten 

wiederum zu vermehrtem Zellstress und damit womöglich einer Beeinflussung der Autophagie 

geführt. Bereits Kaminskyy et al. (2011) und Li et al. (2016) zeigten, dass die Autophagie in 

allen Zellzyklusphasen existierte, jedoch fand in beiden Fällen eine Manipulation der Zellen 

durch unterschiedlichste methodische Ansätze statt, wodurch eine methodisch bedingte 

Aktivierung der Autophagie nicht ausgeschlossen werden konnte. 

In den sortierten MOLM-13-Zellen konnte nicht nur eine konstitutive Autophagie-Aktivität in 

allen Zellzyklusphasen gezeigt werden, sondern auch Unterschiede der konstitutiven 

Autophagie in Bezug auf die Zellzyklusphase. Sowohl auf Proteinexpressionsebene (pS10H3, 

Cyclin B1) als auch auf Genexpressionsebene (PLK1, Cyclin B1) konnten die Beobachtungen 

aus den Zellzyklusanalysen bestätigt werden. Es zeigt sich eindeutig eine Verschiebung der 

Zellen im Zellzyklus in Richtung der G2/M-Phase mit steigender konstitutiver Autophagie-

Aktivität. Diese Ergebnisse deckten sich sowohl mit denen des Etoposid-Versuchs, bei dem 

Zellen, die sich in der G2/M-Phase befanden, höhere Cyto-ID-Fluoreszenzwerte zeigten als die 

Zellen der G1-Phase, als auch mit neuesten Arbeitsgruppen-internen Ergebnissen, in denen 

MOLM-13-Zellen sortiert nach ihrer Zellzyklusphase (durchflusszytometrisch mittels 

DRAQ5TM) ebenfalls höhere Cyto-ID-Fluoreszenzwerte in der G2/M-Phase und niedrige Cyto-
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ID-Fluoreszenzwerte in der G1-Phase aufwiesen (persönliche Mitteilung: Dr. Jürgen 

Sonnemann).  

Dies sind erstmalige Ergebnisse, die auf Daten von nicht synchronisierten, nicht Autophagie-

modulierten Zellen basieren.  

Tasdemir et al. (2007) vermuteten, dass die Autophagie vor allem in der G1- und S-Phase in 

HCT116-Kolonkrebszellen aktiviert war, da sie in diesen Zellzyklusphasen die stärkste 

Autophagie-Aktivierung mittels der eingesetzten Autophagie-Aktivatoren (Rapamycin, 

Lithium etc.) erzielten. Kaminskyy et al. (2011) wiederum fanden keinerlei Zellzyklus-

abhängige Autophagie-Induktion und gingen lediglich von einer konstitutiven Autophagie-

Aktivität in allen Zellzyklusphasen aus. Eskelinen et al. (2002) und auch Furuya et al. (2010) 

beschrieben hingegen eine starke Abnahme der Autophagie-Aktivität während der M-Phase. 

Furuya et al. (2010) zeigten, dass CDK1 Vps34 phosphorylierte, darüber wiederum dessen 

Interaktion mit Beclin-1 störte und letztendlich die Initiation der Autophagie gehemmt wurde. 

Neuere Studien hingegen wiesen auf die Funktion der Autophagie während der Mitose-Phase 

und vor allem ihre Bedeutung während der Zytokinese hin (Belaid et al. 2013). Li et al. (2016) 

zeigten an drei nicht-malignen Zelllinien und der malignen HeLa-Zelllinie, dass der autophagic 

flux vor allem in der frühen M-Phase und der S-Phase verstärkt war und in der restlichen 

Interphase und der späten M-Phase weniger aktiv war. Auch Loukil et al. (2014) bestätigten 

ebenfalls das Auftreten von LC3B-Puncta in mitotischen MCF-7 Brustkrebszellen und eine 

Zunahme des autophagig flux in der M-Phase (unter Zugabe von lysosomalen Inhibitoren). 

Daneben zeigte sich die Bedeutung der Autophagie während der Zytokinese, vor allem in 

Versuchsansätzen, die das Versagen des autophagic flux herbeiführten. You et al. (2016) 

zeigten, dass der Knockdown von Beclin-1 und auch die Behandlung mit 3-MA (Autophagie-

Inhibitor der PI3-Kinase) zu einem Versagen des fehlerfreien Ablaufens der Zytokinese führten. 

Es existieren noch weitaus mehr Forschungsarbeiten, die sich sowohl mit einzelnen CDKs, 

CKIs und Checkpoint-Kinase als auch umgekehrt mit dem Einfluss der selektiven Autophagie 

auf den Abbau bestimmter Zellzyklusproteine oder die Regulation der DDR beschäftigen 

(Zheng et al. 2019). 

Die Widersprüchlichkeit in Bezug auf die zellzyklusabhängige Autophagie-Aktivität einer 

Zelle beruht vor allem auf der Komplexität dieser zwei dynamischen Prozesse. Nicht zu 

unterschätzen sind sowohl die Variation der methodischen Ansätze als auch die Vielfalt der 

untersuchten Zelllinien. Meist wurden die Zellen mittels doppeltem Thymidinblock, 

Nocodazol-induziertem M-Phase-Arrest oder Nährstoffentzug synchronisiert, um im Anschluss 

die Zellzyklusphasen-abhängige Autophagie zu messen (Li et al. 2016, Tasdemir et al. 2007). 
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Da der Prozess der Autophagie besonders sensibel auf Zellstress wie beispielsweise 

Nährstoffmangel oder durch doppelten Thymidinblock-induzierte DDR (Darzynkiewicz et al. 

2011) reagiert, kann ein methodischer Einfluss auf die Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden. 

Auch die Nachweismethoden der Autophagie-Aktivität variierten zwischen den 

Forschungsarbeiten. Dabei stellt die Transfektion GFP-markierter Gene (Ben-David et al. 

2018), wie beispielsweise GFP-LC3B oder mCherry-EGFP-LC3, ebenfalls eine Gefahr der 

Beeinflussung der Ergebnisse durch genetische Manipulation der Zelllinien dar (Li et al. 2016, 

Tasdemir et al. 2007). Zudem untersuchten die Arbeitsgruppen jeweils unterschiedliche 

Zelllinien (Tumorzelllinien (adhärente und Suspensions-Zellen) und nicht-maligne Zelllinien), 

weshalb Zelllinien-spezifische Unterschiede in den Ergebnissen der zellzyklusabhängigen 

Autophagie-Aktivierung nicht auszuschließen sind.  

Um den Zusammenhang des Zellzyklus und der konstitutiven Autophagie-Aktivität in 

MOLM-13-Zellen zu untersuchen, wurden die obengenannten Einflüsse so gering wie möglich 

gehalten. Dabei wurde die Autophagie-Nachweismethode mittels Cyto-ID bewusst gewählt und 

mittels der Standardmethode (Western Blot von LC3B-II) validiert. Im Voraus wurde Cyto-ID 

sowohl auf seine Toxizität, den Einfluss auf den Zellzyklus als auch seine Sensitivität für den 

Nachweis des autophagic flux geprüft. Die Zellen wurden nicht synchronisiert, sondern ihre 

Zellzyklusphase mittels des Fluoreszenzfarbstoffes DRAQ5TM oder PI ermittelt. Die 

Differenzierung zwischen der G2-Phase und der M-Phase konnte in den MOLM-13-Zellen nur 

durch den Einsatz des pS10H3-Antikörpers, der spezifisch mitotische Zellen markiert und 

bewies, dass sich in AutHI deutlich mehr Zellen in der M-Phase befanden als in den anderen 

Fraktionen, vorgenommen werden. Meine Ergebnisse weisen deutlich darauf hin, dass sich 

Zellen mit hoher konstitutiver Autophagie-Aktivität (AutHI) vermehrt in der G2/M-Phase 

befinden und sich hingegen Zellen mit niedriger konstitutiver Autophagie (AutLO) vermehrt in 

der G1-Phase befinden. Aufgrund dieser Beobachtung, der simultanen Messungen von Cyto-

ID und DRAQ5TM und Arbeitsgruppen-internen Ergebnissen, gehen wir davon aus, dass die 

konstitutive Autophagie in Zellen, die sich in der G2- oder M-Phase befinden, aktiver ist als zu 

anderen Zeitpunkten des Zellzyklus.  

6.5.2 Möglicher Einfluss der Zellzyklusphase auf den Metabolismus der Cyto-ID-
sortierten MOLM-13-Zellen 

Es konnte gezeigt werden, dass sich in AutHI deutlich mehr Zellen in oder kurz vor der Mitose-

Phase befanden als in AutME und AutLO. Betrachtet man nun den Zusammenhang zwischen der 

Zellzyklusphase und dem Energiemetabolismus, so zeigen sich auch hier eindeutige 

Unterschiede. Montemurro et al. (2017) beschrieben, dass in INS 832/13-Zellen 
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(β-pankreatische Zellen) die OCR, die ECAR und die ATP-Produktion in der S- und der G2/M-

Phase signifikant gegenüber der G1-Phase erhöht waren. Auch Bao et al. (2013) konnten 

zeigen, dass in Kolonkrebs-Zellen die ATP-Produktion in der G2/M-Phase vor allem von der 

OXPHOS abhing und auch die gemessenen ROS-Werte zeitgleich ihr Maximum erreichten. In 

der G1-Phase hingegen fand die ATP-Produktion maßgeblich mittels aerober Glykolyse statt. 

Wang et al. (2014) konnten auf molekularer Ebene zeigen, dass ein Teil der Cyclin B1/CDK1-

Komplexe, die vor allem den Eintritt in die M-Phase koordinieren, eine Untereinheit des 

Komplex 1 der Atmungskette phosphoryliert und diese damit aktiviert. In den humanen 

epithelialen Brustkrebszellen MCF-10A konnten also während der G2/M-Transition eine 

gesteigerte OCR und eine Steigerung der ATP-Produktion gemessen werden. Die Ergebnisse 

unserer Zellzyklusanalysen und Metabolismus-Daten der sortierten Zellen in Kombination mit 

den Erkenntnissen vorheriger Forschungsarbeiten weisen darauf hin, dass es auch in MOLM-

13-Zellen eine vom Zellzyklus abhängige Steigerung des mitochondrialen Metabolismus geben 

könnte. Somit könnte der hohe Anteil der Zellen in der G2/M-Phase in AutHI die Ursache für 

die gesteigerte OCR und ATP-Produktion sein und der hohe Anteil der Zellen in der G1-Phase 

in AutLO ursächlich für die niedrigeren Werte der OCR und ATP-Produktion sein. Kommen die 

Unterschiede der Zellzyklus-Verteilung der Zellen in den sortierten Fraktionen nun als Ursache 

für den gesteigerten Metabolismus (AutHI) in Frage, würde das wiederum die Hypothese 

stützen, dass die höheren Werte der konstitutiven Autophagie in AutHI Folge des gesteigerten 

mitochondrialen Metabolismus sein könnten. Dafür spricht vor allem, dass die ROS-Level, 

wobei ROS zu den stärksten Autophagie-Stimuli zählen (Azad et al. 2009), laut Bao et al. 

(2013) ihr Maximum in der G2/M-Phase erreichten. 

Diese Überlegungen erfolgten, nachdem der hohe Anteil der Zellen in der G2/M-Phase in AutHI 

nachgewiesen wurde, und schließen dabei aber nicht aus, dass auch ein Effekt der konstitutiven 

Autophagie auf den mitochondrialen Metabolismus oder ein Effekt des Zellzyklus auf die 

Autophagie unabhängig von der mitochondrialen Aktivität existieren könnte. Diese diskutierten 

Zusammenhänge geben Anregung für viele weitere Forschungsarbeiten in Bezug auf die 

Korrelation von Metabolismus, konstitutiver Autophagie und Zellzyklus in Tumorzellen. 

6.6 Unterschiede in der konstitutiven Autophagie-Aktivität haben keinen 
Einfluss auf die Chemosensibilität von MOLM-13-Zellen 

Die etablierte Methode der Zellsortierung eignete sich bereits sehr gut, um den Metabolismus 

und den Zellzyklus in Zusammenhang mit der konstitutiven Autophagie-Aktivität in MOLM-

13-Zellen zu untersuchen. Zudem eröffnete die Methode auch die Möglichkeit, den Einfluss 

der konstitutiven Autophagie-Aktivität auf die Sensibilität der Zellen gegenüber verschiedener 
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Chemotherapeutika zu testen. Diese Idee rührte daher, dass seit der Zunahme der Erkenntnisse 

der dualen Rolle der Autophagie bei der Tumorentstehung und -Progression, ebenfalls eine 

duale Rolle der Autophagie in manifesten Tumorzellen als Antwort auf anti-neoplastische 

Behandlungen (im Folgenden liegt der Schwerpunkt auf Chemotherapeutika) vermutet wird. 

Letzteres beruht darauf, dass in verschiedensten Tumorarten und auch durch eine Vielzahl 

eingesetzter Substanzen eine Induktion der Autophagie als Antwort auf die Behandlung 

beobachtet wurde (Sui et al. 2013, Gao et al. 2011), welche entweder zu einer Zunahme des 

Zelltods, vorwiegend durch den autophagic cell death, oder einer Abnahme des Zelltods durch 

die Entwicklung von Resistenzmechanismen in Tumorzellen führte (Yun und Lee 2018). 

Letzteres limitiert oftmals die Erfolge von Chemotherapien und stellt vor allem in der 

klinischen Behandlung von Patienten ein sehr großes Problem dar. Diverse Forschungsgruppen 

versuchten diesen Zusammenhang mittels Kombinationsbehandlungen von entweder 

Autophagie-Aktivatoren wie Rapamycin, einem mTOR-Inhibitor, oder Autophagie-Inhibitoren 

wie CQ/HCQ und Chemotherapeutika zu untersuchen. Dabei führte vor allem der Einsatz von 

CQ zu einer Sensibilisierung der Tumorzellen und einem Anstieg des Zelltods als Antwort auf 

Zytostatika (Yun und Lee 2018, Li et al. 2017). Da jedoch CQ nachweislich auch Autophagie-

unabhängig anti-tumorale Effekte aufwies (Maycotte et al. 2012, Eng et al. 2016), wurden 

vielerlei Experimente auch an genetisch Autophagie-inhibierten Tumorzellen, beispielsweise 

mittels Knockout Autophagie-relevanter Gene vorgenommen. Sowohl die pharmakologische 

Inhibition als auch die genetische Inhibition der Autophagie lieferte das Ergebnis, dass durch 

eine Dysfunktion der Autophagie in Tumorzellen diese sensibler gegenüber Chemotherapeutika 

reagieren und die Kombinationsbehandlung mit Autophagie-inhibierenden Substanzen und 

Chemotherapeutika womöglich die Resistenzentwicklung verzögern oder sogar verhindern 

könnte. Bislang wurde die Autophagie in Tumormodellen zwar in jedwede Richtung moduliert, 

jedoch gibt es kaum Forschungsarbeiten, die sich ganz grundlegend mit dem Einfluss der 

konstitutiven Autophagie von Tumorzellen auf die zelluläre Antwort nach Chemotherapeutika-

Behandlung beschäftigen. Chi et al. (2016) untersuchten beispielsweise diverse Autophagie-

Modulatoren an zwei verschiedenen Hepatoma-Zelllinien, HA22T und Huh7.5.1, die sich in 

ihrem konstitutiven autophagic flux zu unterscheiden schienen, sich jedoch auch noch in vielen 

weiteren Eigenschaften unterschieden. 

Mit der Autophagie-spezifischen Zellsortierungsmethode war es nun erstmalig möglich, den 

Einfluss der Unterschiede der konstitutiven Autophagie-Aktivität in Zellen einer einzigen 

Zelllinie auf die Wirkung von Zytostatika zu untersuchen. Dafür wurden die sortierten MOLM-

13-Zellen für 24 Stunden mit Etoposid und Cytarabin in aufsteigenden Konzentrationen 
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behandelt. Ein Teil der Zellen wurde 24 Stunden mit SRT1720 (5 µM), das der Autophagie-

Aktivierung diente, vorbehandelt. Um jegliche zytotoxischen Effekte der SRT1720 zu 

verhindern, wurden niedrige Konzentrationen, die nachweislich vernachlässigbar gering 

toxisch waren, eingesetzt und die Zellen vor dem Sortiervorgang erneut drei Mal gründlich 

gewaschen. Chi et al. (2016) beispielsweise induzierten die Autophagie mittels Rapamycin und 

inkubierten die Zellen über 48 Stunden damit. Demnach war ein möglicher zytotoxischer Effekt 

des Rapamycins nicht ganz auszuschließen. Die Behandlung der MOLM-13-Zellen mit 

SRT1720 diente dazu, das Spektrum der Unterschiede in der konstitutiven Autophagie zu 

erweitern. Die Sensibilität der MOLM-13-Zellen auf Etoposid und Cytarabin unterschied sich 

weder innerhalb der Fraktionen (AutLO bis AutHI) noch zwischen den unbehandelten und 

vorbehandelten Zellen. Somit spielte die Aktivität der konstitutiven Autophagie keinerlei Rolle. 

In allen Zellfraktionen unterschied sich lediglich der Verlust des MMP, der vor allem als frühes 

Zeichen der Apoptose gilt, von dem Zelltod. Diese Differenz ließ sich womöglich auf die Kürze 

der Inkubationszeit von 24 Stunden zurückführen, in der die volle zytotoxische Wirkung der 

Chemotherapeutika auf die Zellen nicht entfaltet werden konnte. Aufgrund dessen und um eine 

allgemeine Aussage über die Chemosensibilität der sortierten MOLM-13-Zellen treffen zu 

können, wurde zum einen die Inkubationszeit auf 48 Stunden verlängert und zum anderen 

wurden zwei auf unterschiedliche Weise wirkende Zytostatika eingesetzt (siehe 5.6). Auch nach 

Behandlung mit Camptothecin und Vincristin zeigten sich keine Unterschiede in der 

Sensibilität der Zellen gegenüber den Zytostatika. Sowohl Zelltod als auch der Verlust des Δym 

glichen sich in allen Fraktionen, auch zwischen unbehandelten und vorbehandelten Zellen. 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die konstitutive Autophagie-Aktivität von MOLM-13-Zellen 

und auch eine Aktivierung der Autophagie-Aktivität vor der Behandlung mit 

Chemotherapeutika keinen nennenswerten Einfluss auf die Wirkung der Chemotherapeutika 

haben. Diese Ergebnisse bestätigten sich ebenfalls in Jurkat-Zellen (persönliche Mitteilung Dr. 

Jürgen Sonnemann).  

Diese Erkenntnis ist in der Autophagie-Forschung neu und leistet einen großen Beitrag für das 

bessere Verständnis der Rolle der Autophagie in Bezug auf die Entwicklung von 

Chemotherapie-Resistenzmechanismen. Zum einen stützen diese Ergebnisse die These, dass 

eine Inhibition der Autophagie womöglich die Wirkung von Zytostatika in 

vielversprechenderer Weise moduliert als eine initiale Autophagie-Aktivierung. Zum anderen 

sollte in Zukunft der Schwerpunkt vor allem auf die Erforschung der tumorprotektiven 

Autophagie-Aktivierung als Antwort auf die Zytostatika-Behandlung gelegt werden, da 
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zumindest in MOLM-13-Zellen ein Einfluss des initialen konstitutiven autophagic flux 

ausgeschlossen werden konnte.  
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7 Schlussfolgerung 
Die Optimierung und Validierung der Methode der Zellsortierung mittels des 

Autophagosomen-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffs Cyto-ID ermöglichte im Rahmen dieser 

Dissertation erstmalig, Zellen nach der Aktivität ihrer konstitutiven Autophagie zu sortieren 

und im Anschluss den Zusammenhang mit dem Zellzyklus, dem Energiemetabolismus und dem 

Einfluss auf die Chemosensibilität zu untersuchen. Zukünftig wird diese Methode womöglich 

das Feld der Autophagie-Nachweismethoden wie auch das der Autophagie-

Grundlagenforschung bereichern. Mithilfe der Zellsortierung wurde Klarheit in den 

kontroversen Forschungsstand über das Zusammenspiel von Autophagie und Zellzyklus 

gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass eine differentielle Regulation der Autophagie im 

Zellzyklus existiert, die zu einem gesteigerten autophagic flux in der G2/M-Phase führt. 

Anhand unbehandelter, nicht durch genetische Manipulation oder den Einsatz Autophagie-

modulierender Substanzen beeinflusster Zellen wurde zudem erstmalig eine konstitutive 

Autophagie-Aktivität in jeder Zelle und auch in jeder Zellzyklusphase nachgewiesen. 

Außerdem unterschieden sich die sortierten Zellen, je nach Aktivität der konstitutiven 

Autophagie, signifikant in ihrem Metabolismus. Die metabolischen Analysen im Anschluss an 

die Zellsortierung zeigten mit zunehmendem autophagic flux eine Zunahme der Aktivität der 

Atmungskette und der Glykolyse. Ob dies in Zusammenhang mit der massiven Zunahme an 

Zellen in der G2/M-Phase mit zunehmender Autophagie-Aktivität steht, wurde diskutiert, 

konnte aber nicht abschließend geklärt werden und stellt somit ein interessantes Thema für 

zukünftige Forschungsarbeiten dar. Zuletzt wurde anhand der sortierten Zellen nachgewiesen, 

dass auch große Unterschiede in der Autophagie-Aktivität, sogar nach Induktion durch den 

potenten Autophagie-Aktivator SRT1720, keinen Einfluss auf die Sensibilität der Zellen 

gegenüber vier verschiedenen Zytostatika hatten. Dies macht einen Einfluss der konstitutiven 

Autophagie-Aktivität auf Resistenzmechanismen in Tumorzellen weniger wahrscheinlich und 

verlegt damit den Schwerpunkt vor allem auf die Erforschung der molekularbiologischen 

Mechanismen der Autophagie-Aktivierung als Antwort auf die antitumoralen Therapien. 

Auch wenn in den letzten Jahren viel Arbeit in die Erforschung der Autophagie, die damit 

verbundenen intrazellulären Verknüpfungen und ihre Bedeutung in der Entstehung und 

Progression von Erkrankungen investiert wurde, ist der Wissensstand zum jetzigen Zeitpunkt 

noch eher gering. Ziel ist es, den Autophagie-Mechanismus auf molekularbiologischer Ebene 

zur Gänze zu verstehen, um die Modulation dieses Prozesses für therapeutische Zwecke nutzen 

zu können. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit wichtige Bausteine für das sich fügende 

Puzzle.   
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