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Abkürzungs- und Einheitenverzeichnis 

Abkürzungen 
∆Ψm  mitochondriales Membranpotential 
ADCD  autophagy-dependent cell death  

(Autophagie-abhängiger Zelltod) 

ALL  Akute lymphatische Leukämie 
AML  Akute myeloische Leukämie 

AMP  Adenosinmonophosphat 
AMPK  AMP-aktivierte Proteinkinase 
ATG/ ATG/ Atg  autophagy relevant 

(Autophagie-relevant) 

ATP  Adenosintriphosphat 

b2-M  b2-Mikroglobulin 

CDK  cyclin-dependent kinase 
(Cyclin-abhängige Kinase) 

CDKI  CDK-Inhibitor 
cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 

(komplementäre Desoxyribonukleinsäure) 
CQ  Chloroquin 
ct  cycle threshold 

(Schwellenwert) 

Cyto-ID  Cyto-ID® Green 
DAPI  4‘,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid 

DiOC6(3)  3,3’-Dihexyloxacarbocyaniniod 
DNA  deoxyribonucleic acid 

(Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP  deoxyribonucleoside triphosphate 

(Desoxyribonukleosidtriphosphat) 
DSMZ  Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

des Leibnitz-Instituts 
ER  Endoplasmatisches Retikulum 
evts/s  events per second 

(Ereignisse pro Sekunde) 
FACS  fluorescence activated cell sorter 

(Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer) 

FAM  6-Carboxyfluorescein 
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FKS  Fetales Kälberserum 
FRET  Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
FSC  forward scatter 

(Forwärtsstreulicht) 
GFP  green fluorescent protein 

(grün fluoreszierendes Protein) 

HCQ  Hydroxychloroquin 
IKZ  Inkubationszeit 

KIM  Klinik für Innere Medizin 
KW  Kalenderwoche 
LC3  microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 

(Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1A/1B Leichtkette 3) 
mRFP  monomeric red fluorescent protein 

(rot fluoreszierendes Protein-Monomer) 
mRNA  messenger ribonucleic acid 

(Ribonukleinsäure) 

mTOR  mammalian target of rapamycin 
mTORC  mammalian target of rapamycin complex 
PAS  Phagophore assembly site 

(Lokalisation der Phagophorbildung am ER) 
PBS  phosphate buffered saline 

(phosphatgepufferte Salzlösung) 

PE  Phosphatidylethanolamin 
PI  Propidiumiodid 

PI3K  Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PI3P  Phosphatidylinositol-3-Phosphat 
PLK1  polo-like kinase 1 

(Polo-ähnliche Kinase 1) 

PROPPIN  b-propellers that bind polyphosphoinositides 

PTM  posttranslationale Proteinmodifikation 
real-time RT-PCR real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction  

(Echtzeit-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) 
RLuc  Renilla-Luciferase 
RNA  ribonucleic acid 

(Ribonukleinsäure) 
RPMI-1640  Am Roswell Park Memorial Institute  

formuliertes Zellkulturmedium 



Abkürzungs- und Einheitenverzeichnis   
 ______________________________________________________________________  

 ______________________________________________________________________  
7 

SEM  standard error of the mean 
(Standardabweichung des Mittelwertes) 

SL  Stammlösung 
SSC  side scatter 

(Seitwärtsstreulicht) 
TAMRA  6-Carboxy-tetramethylrhodamin 

U/min  Umdrehungen pro Minute 
ULK  Unc-51-like autophagy activating kinase 

(Unc-51-ähnliche Autophagie-aktivierende Kinase) 
 

Einheiten 
°C  Grad Celsius 

cm  Zentimeter 
h  hora 

(Stunde) 
mg  Milligramm 

min  Minute 
ml  Milliliter 

mm  Millimeter 
mM  Millimolar 

nm  Nanometer 
nM  Nanomolar 

μg  Mikrogramm 
μl  Mikroliter 

μM  Mikromolar 
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1 Zusammenfassung 

Die Autophagie ist ein metabolischer Prozess, mit dem Zellen zum einen die 

Zellhomöostase aufrechterhalten und zum anderen auf Stressbedingungen reagieren 

können; in ersterem Falle handelt es sich um konstitutive, in letzterem um induzierte 

Autophagie. Sie stellt einen Recyclingmechanismus dar, der unter Ausbildung 

sogenannter Autophagosomen potenziell toxisches intrazelluläres Material abbaut und 

die Metaboliten der Wiederverwertung zuführt. Eine Dysregulation der Autophagie kann 

zu neurodegenerativen, entzündlichen oder autoimmunen Erkrankungen führen und 

nimmt auch auf die Tumorentstehung und -progression erheblichen Einfluss. Daher gilt 

die Modulation der Autophagie in der Krebstherapie als erfolgsversprechender Ansatz, 

um die herkömmlichen Therapiemöglichkeiten zu ergänzen. Dabei muss jedoch die 

Tatsache berücksichtigt werden, dass die Autophagie einerseits als protektiver Faktor der 

Krebsentstehung vorbeugen kann, andererseits jedoch auch maligne Zellen vor Stress, 

einschließlich der Chemotherapie, zu schützen vermag. Ob eine hohe oder niedrige 

Autophagie-Aktivität die Krebstherapie unterstützen kann, ist deshalb noch 

unentschieden. Aktuell werden darum sowohl Autophagie-Inhibitoren als auch -

Induktoren klinisch getestet. Zudem ist die Autophagie an der Regulation diverser 

zellulärer Signalwege, wie beispielsweise der Zellzykluskoordination, beteiligt. Der 

Zusammenhang von Zellzyklusphase und Autophagie wird in aktuellen Studien 

allerdings kontrovers diskutiert. 

Ziel dieser Forschungsarbeit war es, durch die Weiterentwicklung und Etablierung der 

Methode der Zellsortierung nach Autophagie-Aktivität einen Beitrag zur Aufklärung der 

pathophysiologischen Bedeutung der Autophagie zu leisten. Auf Basis der Einfärbung 

mit dem Autophagosomen-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID® Green (Cyto-ID)  

wurden Zellen am fluorescence activated cell sorting-Gerät (FACS-Gerät) nach ihrem 

Autophagie-Niveau sortiert. Als Untersuchungsobjekt diente die akute lymphatische 

Leukämie (ALL)-Zelllinie JURKAT. Dem Sortiervorgang gingen die Prüfung der 

Zytotoxizität und der Temperatursensibilität von Cyto-ID voraus: Der Farbstoff erwies 

sich als atoxisch und temperaturempfindlich bei 23 und 37 °C, aber stabil bei 2 °C. Die 

Zellsortierung wurde deshalb bei einer Temperatur von 4 °C vorgenommen. Am Ende 

der Methodenetablierung konnten JURKAT-Zellen erfolgreich in drei Fraktionen mit 
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niedrigem, mittlerem und hohem Autophagie-Niveau getrennt und nach dem Sortieren 

weiterkultiviert werden. Die Bestimmung der autophagozytotischen Aktivität über 24 

Stunden nach Sortierung zeigte, dass die drei Fraktionen auch nach diesem Zeitraum noch 

distinkte Autophagie-Niveaus aufwiesen. Die Analyse der Fraktionen auf 

Genexpressionsebene mittels real-time RT-PCR der Autophagie-relevanten (ATG)-Gene 

ULK1 und BECN1 ergab keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression in den 

Fraktionen und lässt eine zytoplasmatische Regulation der Autophagie vermuten. Über 

Zellen mit konstitutiver Autophagie hinaus wurden auch Zellen mit induzierter 

Autophagie sortiert; als Induktor diente der Topoisomerase II-Inhibitor Etoposid. 

Um dem Zusammenhang von Autophagie und Zellzyklus auf den Grund zu gehen, wurde 

die neue Methode genutzt, um die Zellzyklusprofile der Zellen mit unterschiedlicher 

Autophagie-Aktivität zu analysieren. Sowohl in unbehandelten als auch Autophagie-

stimulierten Zellen wurde eine Assoziation von hohem Autophagie-Niveau mit der 

G2/M-Phase der Zellen festgestellt, vice versa dominierten Zellen mit niedriger 

Autophagie-Aktivität in der G1-Phase. Auch die Auswertung der Expression der G2/M-

spezifisch exprimierten Gene CCNB1 und PLK1 mittels real-time RT-PCR bestätigte 

diese Erkenntnisse: Ihre Expressionen waren in der Fraktion mit hohem Autophagie-

Niveau im Vergleich zur Fraktion mit niedrigem Autophagie-Niveau signifikant erhöht. 

Diese Ergebnisse deuten auf eine Zellzyklus-abhängige Regulation der Autophagie hin.  

Des Weiteren konnte die Methode der Zellsortierung die Rolle der konstitutiven 

Autophagie-Aktivität in Bezug auf die Chemosensibilität in JURKAT-Zellen aufdecken. 

Die zwei dazu getesteten Zytostatika mit unterschiedlichen Wirkmechanismen, nämlich 

Cytarabin und Etoposid, riefen in den drei Cyto-ID-sortierten Fraktionen in gleichem 

Ausmaß Zelltod hervor. Dieser Befund legt nahe, dass die konstitutive Autophagie-

Aktivität der Zellen nicht ausschlaggebend für das Ansprechen auf die Chemotherapie 

ist. 

Die experimentelle Detektion der Autophagie-Aktivität spielt in der Enthüllung ihrer 

Funktion im pathophysiologischen Kontext eine entscheidende Rolle. Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte eine neue Methode etabliert werden, die der Grundlagenforschung der 

konstitutiven und pharmakologisch induzierten Autophagie Türen öffnet, um die 

Autophagie in der Krebstherapie künftig gezielt zu modulieren.  
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2 Einleitung 

2.1 Autophagie 
Die Autophagie ist ein dynamischer, streng regulierter, evolutionär konservierter Prozess, 

der Eukaryoten ermöglicht, ihre Zellhomöostase zu erhalten (Zhi et al. 2017). Sie fungiert 

als adaptiver zellulärer Mechanismus, um mit Stressstimuli wie Nährstoff- und 

Energiemangel, reaktiven oxygenen Spezies, DNA-Schäden, Proteinaggregaten, 

funktionslosen Organellen und pathogener Invasion umzugehen (Kroemer et al. 2010). 

Anfang der 60er-Jahre prägte der Belgier Christian de Duve als Erster den Begriff 

Autophagie (griech.: Selbstverdauung) (Ohsumi 2014, De Duve und Wattiaux 1966). Die 

Autophagie koordiniert den Abbau zellulärer Produkte, die durch Akkumulation toxisch 

werden können (Galluzzi et al. 2017). Je nach Signalweg, der durchlaufen wird, um die 

Fracht vom Zytosol zu den Lysosomen zu übermitteln, wird der Autophagiemechanismus 

in drei Arten unterteilt: Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie und 

Makroautophagie (Zhi et al. 2017). Bei der Mikroautophagie wird zytosolisches Material 

über direkte Internalisierung in das Lysosom degradiert (Li et al. 2012). Die Chaperon-

vermittelte Autophagie dient dem selektiven Abbau zytosolischer Proteine (Catarino et 

al. 2017). 

Die Makroautophagie ist bis heute am besten charakterisiert und wird als Fokus dieser 

Arbeit im Folgenden als Autophagie betitelt. Sie ist gekennzeichnet durch die Bildung 

von Doppelmembran-Vesikeln, die als Autophagosomen bezeichnet werden (Reggiori et 

al. 2012). Langlebige oder fehlgefaltete Proteine, Fette, Glykogene und funktionslose 

Organellen werden in Autophagosomen zu den Lysosomen transportiert und abgebaut 

(Zhi et al. 2017). Die Bildung eines Autophagosoms wird von mehreren 

Proteinkomplexen bestehend aus Autophagie-relevanten (ATG)-Proteinen kontrolliert, 

die die Neuordnung von Membranen abstimmen (Fullgrabe et al. 2016). Bis zu den 90er-

Jahren beschränkte sich die Erforschung des Autophagiemechanismus hauptsächlich auf 

die mikroskopische Observation und morphologische Beschreibung dieses Prozesses 

(Harnett et al. 2017). Erst drei Jahrzehnte nach der Prägung des Begriffes Autophagie, 

1993, beschrieb Yoshinori Ohsumi 15 ATG-Gene, die an der Regulation des 

Autophagiemechanismus beteiligt sind (Harnett et al. 2017). 2016 erhielt Yoshinori 

Ohsumi den Nobelpreis in Physiologie und Medizin für seine revolutionäre Arbeit 
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(Harnett et al. 2017). Heutzutage sind über 40 ATG-Proteine bekannt (Morishita und 

Mizushima 2019). Der große Fortschritt in der Grundlagenforschung der Autophagie 

weckte das Interesse an der exakten Rolle dieses zellulären Mechanismus und resultierte 

in der Publikation zahlreicher neuer Studien. Eine Vielzahl an Mutationen in ATG-Genen 

korreliert mit zellulären Dysfunktionen, die zu humanen Pathologien führen; 

beispielsweise neurodegenerative und infektiöse Erkrankungen oder Krebserkrankungen 

(Levy et al. 2017, Dikic und Elazar 2018). Die Enthüllung dieser Zusammenhänge 

motiviert die Autophagie-Modulation als therapeutischen Ansatz zu nutzen. 

Die Autophagie ist ein mehrstufiger Prozess, der sich wie folgt zusammensetzt: Initiation 

der Autophagie, Biogenese und Expansion eines Phagophor, Bildung eines 

Autophagosoms und letztendlich Fusion des Autophagosoms mit einem Lysosom (Zhi et 

al. 2017). Die Dynamik des Prozesses wird gänzlich als autophagic flux (Autophagieflux) 

bezeichnet (Loos et al. 2014). 
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2.1.1 Autophagiemechanismus 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des mehrstufigen Autophagie-Prozesses und 

des Angriffspunktes des Autophagie-Inhibitors Chloroquin  
(Wirkmechanismus siehe Seite 17) 
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2.1.1.1 Initiation der Autophagie 

Der autophagozytotische Abbau läuft in jeder Zelle konstitutiv, auch in Abwesenheit 

jeglicher Stressstimuli, auf einem basalen Niveau ab (Klionsky et al. 2011). Durch 

aktivierende Signale kann das Autophagie-Niveau einer Zelle deutlich gesteigert werden, 

diese sind unter anderem Energie- und Nährstoffmangel, insbesondere 

Aminosäuremangel, DNA-Schäden und Hypoxie (Morel et al. 2017, Zhi et al. 2017). 

Zum Überblick des komplexen Prozesses dient oben aufgeführte Abbildung 1. 

Die Initiation der Autophagie zeichnet sich durch die Rekrutierung von ATG-Proteinen 

zur phagophore assembly site (PAS) am endoplasmatisches Retikulum (ER) aus (Zhi et 

al. 2017). Ein entscheidender Schritt ist dabei die Translokation des Unc-51-like 

autophagy activating kinase-Komplexes (ULK-Komplex), der sich unter anderem aus 

den ATG-Proteinen ULK1 und Atg13 zusammensetzt, zur PAS (Mercer et al. 2018). Der 

ULK-Komplex wird über energie-/nährstoffsensible Kinasen reguliert: Nämlich der 

AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK) und mammalian target of rapamycin (mTOR) 

(Mercer et al. 2018). Die meisten Autophagie-aktivierenden Signale führen zur 

Deaktivierung der Serin-/Threonin-Kinase mTOR (Zhi et al. 2017). MTOR ist die 

katalytische Untereinheit zweier Proteinkomplexe, nämlich mTORC1 und mTORC2 

(Kim und Guan 2015). In aktivem Zustand bindet mTORC1 ULK1 und inhibiert die 

Autophagie (Mercer et al. 2018). Wird diese Hemmung durch Autophagie-aktivierende 

Signale aufgehoben, kann der ULK-Komplex für weitere Autophagieschritte freigegeben 

werden. Ein niedriges Energielevel wird durch ein hohes zelluläres AMP-zu-ATP 

Verhältnis erkannt und führt zur Phosphorylierung und Aktivierung der AMPK (Zhi et 

al. 2017). Diese kann über verschiedene Signalwege in den Autophagiemechanismus 

eingreifen. Einerseits kann die AMPK direkt ULK1 und Atg13 des ULK-Komplexes 

phosphorylieren und aktivieren (Mercer et al. 2018). Andererseits kann sie in aktivem 

Zustand den ULK-Komplex über Hemmung von mTORC1 aktivieren und somit den 

Autophagieprozess stimulieren (Mercer et al. 2018). Außerdem kann die AMPK auch in 

späteren Autophagieschritten sowohl positiv als auch negativ eingreifen, indem 

Untereinheiten des nachfolgenden class III phosphatidylinositol-3-kinase-Komplexes 

(PI3K-Komplex), welcher sich aus Vps34, Beclin1, Atg14 und weiteren Proteinen 

zusammensetzt, durch diese phosphoryliert werden.  
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Der ULK-Komplex transloziert zu PAS-Subdomänen der ER-Membran (Zhi et al. 2017). 

In dieser Region wird der ULK-Komplex festgehalten, bis ein Phagophor gebildet ist und 

der Komplex ins Zytoplasma rezykliert wird (Mercer et al. 2018). 

2.1.1.2 Biogenese und Expansion eines Phagophors und Bildung eines 
Autophagosoms 

Zur Ausbildung eines Phagophors wird die Aktivität der Lipidkinase Vps34 des class III 

PI3K-Komplexes benötigt (Zhi et al. 2017). Dem ULK-Komplex direkt nachgeschaltet, 

transloziert der PI3K-Komplex zum ER. Die Ko-Lokalisation beider Komplexe wird 

durch Atg13-Atg14 stabilisiert und führt zur kontextabhängigen Phosphorylierung von 

Vps34, Beclin1 oder Atg14 durch ULK 1 (Mercer et al. 2018). Beclin1 des PI3K-

Komplexes gewährleistet die Retention des Phagophors an der Lipiddoppelschicht des 

ERs (Mercer et al. 2018). Vps34 reguliert die Phosphatidylinositol-3-Phosphat-

Produktion (PI3P-Produktion) aus dem Membranlipid Phosphatidylinositol (Rubinsztein 

2010). Die Bildung von Omegasomen, „Ω“-ähnliche PI3P-reiche Membranen, die 

dynamisch mit der ER-Membran verbunden sind, dient als Plattform für die Biogenese 

und Expansion des Phagophors (Zhi et al. 2017). Der komplexe Mechanismus der 

Membranumlagerungen ist noch nicht vollends verstanden. Die PI3P-Produktion lockt 

PI3P-Effektoren der PROPPIN-Familie an, diese wiederum lipidieren Ubiquitin-like 

Proteine, LC3-Proteine genannt (Mercer et al. 2018). Zur autophagozytotischen 

Degradation ubiquitinierter Proteine dient p62 als Adapterprotein und verknüpft diese 

Abbauprodukte mit LC3 (Bjorkoy et al. 2005). Der nächste Schritt markiert den 

Übergang des Omegasoms zum Phagophor (Morel et al. 2017). Unlipidiert befinden sich 

die LC3-Proteine überwiegend im Zytosol (LC3-I) (Mercer et al. 2018). ATG-Proteine 

koordinieren die LC3-Konjugation mit einer membrangebundenen 

Phosphatidylethanolamin (PE)-Gruppe des Omegasoms, es entsteht LC3-II auf der 

Innen- und Außenseite des Phagophors (Mercer et al. 2018). LC3-II begünstigt die 

Rekrutierung und Assoziation autophaphagozytotischer Membranen und ist essentiell für 

die Phagophor-Expansion (Mercer et al. 2018). Bei der Autophagieinduktion, in 

Abhängigkeit vom ULK1-Phosphorylierungsstatus, pendeln sogenannte Atg9-

compartments um das Phagophor (Mercer et al. 2018). Es besteht die Annahme, dass 

diese an der Formation des Autophagosoms aus dem Phagophor beteiligt sind 

(Yamamoto et al. 2012). Das expandierende Phagophor bildet eine kelchförmige Struktur 
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und schließt die vom Zytosol abgesonderte Ladung in das Doppelmembranvesikel ein. 

Ein Autophagosom entsteht. Neben den Atg9-compartments gibt es verschiedene weitere 

Modelle, woher die Autophagosomenmembran stammen könnte (Lamb et al. 2013, 

Tooze und Yoshimori 2010): Von diversen Membranen, wie der Plasmamembran 

(Ravikumar et al. 2010), der ER-Membran (Hayashi-Nishino et al. 2009) und der äußeren 

Mitochondrienmembran (Hailey et al. 2010). Höchstwahrscheinlich haben 

Autophagosomen multiple Mechanismen, um ihre Membran zusammenzusetzen, die alle 

dynamisch als Antwort auf bestimmte Stresssignale reguliert werden (Zhi et al. 2017). 

Zusammenfassend wächst die präautophagosomale Struktur in der Expansionsphase zu 

einem Phagophor und expandiert anschließend zu einem beladenen Autophagosom. 

2.1.1.3 Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom und Degradation der Fracht 

Lysosomen ändern ihre intrazelluläre Verteilung in Abhängigkeit der 

Nährstoffverfügbarkeit: Von einer peripheren Lokalisation in nährstoffreichen 

Situationen zu perinukleärer Clusterbildung in Hungerzuständen (Appelqvist et al. 2013). 

Das reife Autophagosom dissoziiert vom ER, anschließend verschmilzt die äußere 

Membran des Doppelmembran-Vesikels mit dem Lysosom, folglich entsteht ein 

Autolysosom (Zhi et al. 2017). Nach der Fusion werden die innere 

Autophagosomenmembran und der Vesikelinhalt von Lysosom-resistenten sauren 

Hydrolasen in Grundbausteine wie Proteine, Fette und Zuckermoleküle zersetzt (Zhi et 

al. 2017). Anschließend werden die resultierenden monomerischen Einheiten zur 

Aufrechterhaltung der metabolischen Zell- und Organellhomöostase über lysosomale 

Membrantransporter (Permeasen) zurück in das Zytosol transportiert und zur Bildung 

neuer Makromoleküle wiederverwertet (Zhi et al. 2017, Thorburn 2014). 

2.1.2 Ausblick 

Ursprünglich als sehr unspezifischer Prozess charakterisiert, hat sich die Autophagie in 

den letzten Jahren auch als zielgerichteter selektiver Signalweg offenbart (Johansen und 

Lamark 2011). Autophagosomen können intrazelluläres Material relativ wahllos aus dem 

Zytoplasma aufnehmen oder selektives Material degradieren in Abhängigkeit vom 

initiierenden Stimulus (Morishita und Mizushima 2019). Selektive Autophagieprozesse 

werden entsprechend des bestrebten zellulären Materials benannt: Proteinaggregate 

(Aggrephagie), Mitochondrien (Mitophagie), Peroxisomen (Pexophagie) etc. (Morel et 
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al. 2017). Tendenziell wirkt Autophagie eher zytoprotektiv als zytotoxisch (Galluzzi et 

al. 2017). Trotzdem wird Autophagie auch mit dem Zelltod in Zusammenhang gebracht. 

Früher als „Zelltod Typ II“ bezeichnet (Clarke und Clarke 2012), wird der Mechanismus, 

der ohne alternative Zelltod-Signale über Autophagie zum Zelltod führen kann, vom 

Nomenklatur-Komitee nun als Autophagie-abhängiger Zelltod (ADCD – autophagy-

dependent cell death) betitelt (Bialik et al. 2018). So ist beispielsweise die Autosis eine 

Natrium-Kalium-ATPase-abhängige Sonderform des ADCD (Liu et al. 2013). Da die 

zellulären Mechanismen diesbezüglich noch nicht vollends entschlüsselt sind, werden die 

Begriffe teils unpräzise eingesetzt. 

Der Autophagiemechanimus ist an der intrazellulären Qualitätskontrolle, der Prävention 

zellulären Alterns, der Zelldifferenzierung und Entwicklung, dem Zellzyklus, dem 

Zelltod und dem angeborenen und adaptiven Immunsystem beteiligt (Yin et al. 2016, 

Auberger und Puissant 2017). Wenngleich viele dieser Prozesse unabdingbar 

zusammenhängen, soll Schwerpunkt dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen 

Autophagiemechanismus und Zellzyklus sein, mit Ausblick auf potenzielle 

Therapieoptionen in der Krebstherapie. 

2.1.3 Pharmakologische Autophagie-Modulation in den durchgeführten 
Experimenten mit JURKAT-Zellen 

2.1.3.1 Autophagie-Aktivator: Etoposid 

In geringer Konzentration ist Etoposid ein bekannter Autophagie-Induktor (Montecucco 

et al. 2015). In höheren Konzentrationen kommt Etoposid als Zytostatikum zum Einsatz 

(siehe Chemotherapeutikum: Etoposid, Seite 27). Xie et al. bestätigten die Autophagie-

Induktion durch Etoposid in HepG2-Zellen (isolierte humane hepatozelluläre 

Karzinomzellen) mittels-LC3-Fluoreszenzmikroskopie, LC3-II-Protein-Expression im 

Western Blot und die Anzahl autophagozytotischer Vakuolen im Elektronenmikroskop 

(Xie et al. 2011). Etoposid scheint die Autophagie und Autophagosomenformation über 

einen alternativen, unkonventionellen Mechanismus zu aktivieren. So sind die 

Autophagie-relevanten Proteine ULK1 und Beclin1 für die Etoposid-induzierte 

Autophagie unabdingbar, während Atg5 und Atg7 (gezeigt an ATG5- bzw. ATG7-

Knockdown-Mäusen) nicht erforderlich sind (Nishida et al. 2009). 
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2.1.3.2 Autophagie-Inhibitor: Chloroquin 

Chloroquin (CQ) – ursprünglich als Malariamittel bekannt – hemmt die Fusion des 

Autophagosoms mit dem Lysosom und somit einen der letzten Schritte des 

Autophagiemechanismus (siehe Abbildung 1, Seite 12) (Mauthe et al. 2018). CQ und 

seine Derivate akkumulieren in den endolysosomalen Strukturen, welches in einem 

Anstieg des pH-Wertes, beeinträchtigter lysosomaler Funktion und Blockade des 

Autophagieflux resultiert (Amaravadi et al. 2016). Die Blockade der lysosomalen 

Funktion durch CQ beeinträchtigt nicht nur die Beseitigung der Autophagosomen, 

sondern auch den Abbau von Endosomen und andere vesikuläre Transportwege (Galluzzi 

et al. 2017). CQ wird häufig als lysosomaler Inhibitor herangezogen, um beim Einsatz 

eines Autophagie-Modulators (hier Etoposid) die Akkumulation von Autophagosomen 

vom Autophagieflux zu unterscheiden (Klionsky et al. 2016). Mithilfe eines Autophagie-

Markers (hier Cyto-ID siehe nachfolgendes Kapitel: Detektion des Autophagie-Niveaus 

in Zellkulturen) kann die Autophagosomen-Anzahl bestimmt werden. Wird nach 

Inkubation mit CQ eine höhere Autophagosomen-Anzahl detektiert, kann davon 

ausgegangen werden, dass der Autophagie-Modulator den Autophagieflux induziert und 

nicht nur zu einer Akkumulation von Autophagosomen führt. Wird aber in Kombination 

mit CQ kein Anstieg der Autophagosomen-Anzahl registriert, hemmt der Autophagie-

Modulator den Autophagosomen-Abbau und induziert keinen Autophagieflux. 

2.1.4 Detektion des Autophagie-Niveaus in Zellkulturen 

Die besondere Bedeutung der Autophagie in zellulären Prozessen hat das 

wissenschaftliche Interesse an der Aufklärung der Rolle dieses molekularen 

Mechanismus in seinem physiologischen und pathophysiologischen Kontext geweckt 

(Orhon und Reggiori 2017). Die verschiedenen Ansätze, um Autophagie in Zellen zu 

beobachten, wurden im Detail in einer großen Arbeit von Klionsky et al. diskutiert 

(Klionsky et al. 2016). Um Zellen mit verschiedenem Autophagie-Niveau zu vergleichen, 

bietet sich speziell die Zellsortierung am Durchflusszytometer an. Beim fluorescence 

activated cell sorting (FACS) kann eine Zellpopulation in Suspension nach einem 

bestimmten Kriterium in Subpopulationen getrennt werden. Der gewünschte Parameter 

wird zuvor mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Eine Zu- oder Abnahme des 

Fluoreszenzsignals entspricht einer Änderung der untersuchten zellulären Aktivität. 
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Am geläufigsten ist die LC3-Fusion mit der monomeric red fluorescent protein (mRFP)-

green fluorescent protein (GFP)-Probe, wie beispielsweise mCherry-GFP: MCherry-

GFP-LC3 (Orhon und Reggiori 2017). Die Probe generiert ein gelbes Signal, wenn LC3 

an zytoplasmatische autophagosomale Vorläuferstrukturen und -vesikel gebunden ist 

(Orhon und Reggiori 2017). Bei der Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen 

unterdrückt der niedrige lysosomale pH-Wert das GFP-Signal, sodass nur noch das rote 

mRFP-Fluoreszenzsignal der Autolysosomen detektiert werden kann (Orhon und 

Reggiori 2017, Kimura et al. 2007). Die Messung der Fluoreszenzsignale ermöglicht 

folglich die Quantifizierung der Autophagie-Induktion und des Autophagieflux (Orhon 

und Reggiori 2017). Genauer gesagt kann der Schritt der Fusion des Autophagosoms mit 

dem Lysosom erfasst werden (Kimura et al. 2007), ohne weitere Notwendigkeit eines 

Autophagie-Inhibitors (Klionsky et al. 2016). Es gibt weitere Methoden zur Messung des 

Autophagie-Niveaus, die auf einer LC3-Fusion basieren, wie das Renilla-Luciferase-LC3 

(RLuc-LC3)-Reporter-Konstrukt (Orhon und Reggiori 2017) oder die Fluoreszenz-Probe 

GFP-LC3-RFP-LC3DG (Kaizuka et al. 2016). Den bis hierhin beschriebenen Methoden 

ist jedoch ein gemeinsamer Nachteil zueigen: Um die Messungen durchführen zu können, 

muss zuvor eine Transfektion der Zellen mit einem Plasmid, das die fluoreszierenden 

Konstrukte codiert, erfolgen (mRFP-GFP-LC3 (Kimura et al. 2007), GFP-LC3-RFP-

LC3DG (Kaizuka et al. 2016) oder RLuc-LC3 (Farkas et al. 2009). 

Der neuartige Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID ermöglicht auf eine simple Art die schnelle 

relative Quantifizierung der Autophagie-Aktivität einer einzelnen Zelle. Cyto-ID ist ein 

kationischer amphiphiler Fluoreszenzfarbstoff, der autophagozytotische Kompartimente 

anfärbt, bei parallel geringer Anfärbung der Lysosomen (Oeste et al. 2013). Ein Anstieg 

im Cyto-ID-Fluoreszenzsignal repräsentiert die Autophagosomenformation (Chan et al. 

2012). Die erste Arbeit zur Charakterisierung von Cyto-ID wurde 2012 von Chan et al. 

veröffentlicht. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde zuvor nur vereinzelt eingesetzt, um die 

Autophagie zu detektieren (Lee und Lee 2012, Klappan et al. 2012, Warenius et al. 2011). 

Chan et al. validierten den neuen Farbstoff mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie in HeLa-

Zellen (humane Zervixkarzinomzellen) in drei verschiedenen Settings. Zunächst wurden 

Zellen mit Nährstoffmangel-induzierter Autophagie und unbehandelte Zellen mit Cyto-

ID inkubiert. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich in der Autophagie-induzierten 

Population ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz, die Anfärbung lysosomaler Strukturen 
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in der Kontrollgruppe blieb aus und lieferte erste Hinweise zur Spezifität des 

Autophagosomen-Markers Cyto-ID. Als nächstes kam der Autophagie-Aktivator 

Rapamycin zum Einsatz, auch die pharmakologische Autophagie-Induktion ließ sich 

mittels Cyto-ID nachweisen, bei zusätzlicher Inkubation mit dem Autophagie-Inhibitor 

3-Methyladenin war keine Fluoreszenz mehr nachzuweisen. Zuletzt konnte die Spezifität 

des Fluoreszenzfarbstoffs anhand der Ko-Lokalisation der RFP-LC3- und Cyto-ID-

Fluoreszenz in Autophagie-induzierten (Tamoxifen) Zellen bestätigt werden (Chan et al. 

2012). Auch Guo et al. (2015) bestätigten die hohe Spezifität des Autophagosomen-

Markers anhand der Fluoreszenz-Überlappungen von Cyto-ID mit einem 

autophagosomalen (mCherry-LC3), lysosomalen (LAMP-mRFP) bzw. endosomalen 

(mRFP-RAB5A) Fluoreszenzfarbstoff. Die Sensitivität von Cyto-ID konnte mindestens 

genauso hoch wie die eines LC3-Immunblots eingestuft werden (Guo et al. 2015). 

Ausschlaggebend ist nicht nur die Autophagosomen-Formation und somit Autophagie-

Induktion oder -Inhibition detektieren zu können, sondern den tatsächlichen 

Autophagieflux und das Durchlaufen des gesamten Prozesses. Mithilfe des Autophagie-

Inhibitors CQ konnte bestätigt werden, dass Cyto-ID die adäquate Abschätzung des 

Autophagieflux ermöglicht. Einerseits im Vergleich mit LC3-Immunblots einer 

Autophagie-induzierten (Imatinib) myeloischen Leukämiezelllinie (K562), andererseits 

in der durchflusszytometrischen Analyse Autophagie-induzierter (Nährstoffmangel) 

JURKAT-Zellen (Chan et al. 2012, Guo et al. 2015). 2015 setzten Guo et al. den damals 

neu entwickelten Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID bei lebenden Organismen ein, in der 

Hoffnung die Wirksamkeit Autophagie-modulierender Therapien überwachen zu 

können. Sie bewiesen erfolgreich, dass Autophagie-Antworten auf Autophagie-

Modulatoren in peripheren Blutzellen und Knochenmarkszellen von Mäusen mittels 

Cyto-ID detektiert werden können (Guo et al. 2015). 

2.2 Zellzyklus 

2.2.1 Ablauf des Zellzyklus 

Der Zellzyklus kann in vier Hauptphasen unterteilt werden: G1, S, G2 und M-Phase. G1, 

S und G2 werden zur Interphase zusammengefasst, während die M-Phase die Mitose und 

Zytokinese einschließt. Die S-Phase (Synthese-Phase) wird umgeben von zwei G-Phasen 

(gap=engl. Lücke) (siehe Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zellzyklus 

Während der G1-Phase wird die Zelle auf die DNA-Synthese vorbereitet. Zellen in der 

G1-Phase können in ein Ruhestadium ausweichen, G0, hierzu zählen überwiegend nicht 

proliferierende Zellen des menschlichen Körpers (Vermeulen et al. 2003). In der S-Phase 

findet die Replikation der DNA statt. Gefolgt wird die S-Phase von der G2-Phase, in 

welcher die Zelle auf die Mitose vorbereitet wird. In der M-Phase werden zelluläre 

Bestandteile auf die Tochterzellen aufgeteilt und letztere anschließend separiert. Die 

Mitose wird in fünf Phasen unterteilt: Prophase (Initiation der DNA-Kondensation), 

Prometaphase (Entwicklung des mitotischen Spindelapparates und Auflösung der 

Zellkernwand), Metaphase (Chromosomenanordnung in Äquatorialebene), Anaphase 

(Trennung der Schwesterchromatiden zu Tochterchromosomen) und Telophase (DNA-

Dekondensation, Bildung der Zellkernmembran). Anschließend folgt die Zytokinese, bei 

der die Tochterzellen räumlich voneinander getrennt werden (Mathiassen et al. 2017).  

2.2.2 Regulation des Zellzyklus 

Als Antwort auf DNA-Schäden kann an Kontrollstationen, sogenannten checkpoints, der 

Zellzyklus angehalten werden (Zellzyklusarrest), um Zeit für die DNA-Reparatur zu 

schaffen. Es gibt einen G1-S-Kontrollpunkt und einen G2-M-Kontrollpunkt, zudem 

werden Kontrollstationen während der M- und der S-Phase beschrieben (Vermeulen et 
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al. 2003). Die abgestimmte Progression im Zellzyklus wird durch Cyclin-abhängige 

Kinasen (CDKs) koordiniert (siehe Abbildung 2). Die CDK-Aktivität wird durch 

Bindung ihrer regulatorischen Untereinheiten, sogenannten Cyclinen, bestimmt. Das 

CDK-Level bleibt während des gesamten Zellzyklus beständig (Vermeulen et al. 2003). 

Im Gegensatz dazu werden Cycline in spezifischen Phasen des Zellzyklus synthetisiert 

und abgebaut (Mathiassen et al. 2017). Zusätzlich können CDK-Inhibitoren (CDKI) die 

CDKs direkt hemmen (Mathiassen et al. 2017).  

Die Alternative, den Zellzyklus zu durchlaufen oder anzuhalten, hängt von der 

Nährstoffsituation, dem mitogenen Status sowie den vorhandenen Stressstimuli ab 

(Mathiassen et al. 2017). Sobald die Zelle im Zellzyklus engagiert ist, durchläuft sie eine 

Reihe regulierter Ereignisse (u.a. Zellwachstum, DNA-Replikation, Qualitätskontrollen 

etc.), die in dem minutiös abgestimmten Prozess der Zellteilung kulminieren (Mathiassen 

et al. 2017). Dysregulationen in diesem Prozess können zu unkontrollierter 

Zellproliferation und neoplastischen Transformationen führen (Zheng et al. 2019). 

2.3 Autophagie und Zellzyklus 

2.3.1 Zusammenhang zwischen Zellzyklusphase und Autophagie-Aktivität 

Ob und in welchen Phasen des Zellzyklus der Autophagieflux aktiv ist, ist umstritten. 

2007 beschrieben Tasdemir et al., dass die Autophagie-Induktion eng mit der Progression 

des Zellzyklus verbunden ist, denn nur 50 % der Zellen, bevorzugt Zellen der G1- und S-

Phase, konnten Autophagie-stimuliert werden (Tasdemir et al. 2007). An anderer Stelle 

wurde anhand mikroskopischer Observationen vermutet, dass es während der 

Mitosephase zu einer strengen Inhibition der Autophagie kommt (Eskelinen et al. 2002). 

Dies wurde durch den Einsatz von Autophagie-Inhibitoren und die anschließende 

Beobachtung von Autophagosomen-Akkumulation in mitotischen Zellen widerlegt (Liu 

et al. 2009). Auch Loukil et al. konnten eine Autophagie-Aktivität in der Mitosephase 

beobachten: So scheint der Autophagie-Prozess am Abbau des Cyclins A2, das von der 

späten G1 bis zur M-Phase akkumuliert, beteiligt zu sein (Loukil et al. 2014). Eine andere 

Studie (Kaminskyy et al. 2011) nutzte LC3-Antikörper, die die 

Autophagosomenmembran assoziierten LC3-II-Proteine anfärben, um das Autophagie-

Niveau in den Zellzyklusphasen darzustellen. Die Menge an LC3-II aus LC3-I korreliert 

mit dem Ausmaß der Autophagosomenformation (Kabeya et al. 2000). Diese 
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Arbeitsgruppe fand mittels Propidiumiodid-Färbung (PI-Färbung) heraus, dass die 

Autophagie-Aktivität nach pharmakologischer oder Nährstoff-abhängiger Autophagie-

Induktion in allen Phasen (G0/G1, S und G2/M) gleich ansteigt (Kaminskyy et al. 2011). 

2016 versuchten Li et al. diesen Widersprüchen systematisch auf den Grund zu gehen. 

Ihre Ergebnisse zeigten eine Aktivität des Autophagieflux während des gesamten 

Zellzyklus mit relativ erhöhtem Autophagieflux in der frühen Mitose und S-Phase im 

Gegensatz zur G1- und späten G2-Phase (Li et al. 2016). Inzwischen ist man sich in der 

Literatur größtenteils einig, dass in jeder Zellzyklusphase ein basales Autophagie-Niveau 

vorhanden ist; ob die Autophagie in der M-Phase hoch oder niedrig ist, bleibt in 

Diskussion (Zheng et al. 2019).  

Sowohl die Autophagie als auch der Zellzyklus sind streng regulierte, dynamische 

zelluläre Prozesse. Neuere Studien zeigen, dass ursprünglich als Autophagie-relevant 

charakterisierte Proteine auch an der Zellzyklusregulation beteiligt sind und umgekehrt 

(Li und Zhang 2017, Zheng et al. 2019). Unter anderem sind folgende Proteine in beide 

Prozesse involviert: MTORC1, AMPK, PI3K, CDKs, CDKIs und PLK1. Eine Störung 

der Regulation des einen Prozesses resultiert in der Dysfunktion des anderen, wodurch 

die enge Verknüpfung zwischen Autophagie und Zellzyklus verdeutlicht wird (Zheng et 

al. 2019). 

2.4 Autophagie und Tumorentstehung bzw. -progression 
Aberrante Autophagie ist mit humanen Pathologien, wie neurodegenerativen (Hara et al. 

2006), entzündlichen (Cadwell et al. 2008) und autoimmunen Erkrankungen (Yin et al. 

2018) bis hin zur Krebsentstehung, assoziiert. Im Folgenden soll insbesondere auf den 

Zusammenhang zwischen Autophagie und Tumorgenese bzw. -progression eingegangen 

werden. Viele Kommentare und Review-Artikel über die Rolle der Autophagie nutzen 

Begriffe wie das „zweischneidige Schwert“ um metaphorisch zu beschreiben, dass die 

Autophagie häufig konträre Effekte bei gleichen biologischen Prozessen zeigt (Thorburn 

2014). Vor allem in Bezug auf Krebserkrankungen ist diese Tatsache von Aktualität. 

Während vermutet wird, dass Autophagie der Krebsentstehung vorbeugen kann, gibt es 

auch Evidenzen dafür, dass die Autophagie die Progression eines etablierten Tumors 

unterstützt.  
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Zunächst wurde davon ausgegangen, dass die Autophagie eine tumorunterdrückende 

Wirkung hat. Dies basierte hauptsächlich auf folgender Beobachtung: Das Ausschalten 

von Autophagiegenen, wie beispielsweise BECN1 oder ATG5, führte in bestimmten 

Konstellationen und in Abhängigkeit vom Gewebetyp zur Initiation der Bildung von 

Neoplasien (Takamura et al. 2011, Qu et al. 2003, Yue et al. 2003). Einige Mechanismen 

können, zumindest teilweise, die onko-protektive Wirkung der Autophagie erklären 

(Galluzzi et al. 2015). Autophagozytotische Prozesse unterdrücken auf verschiedene Art 

und Weise zelluläre Defekte, die maligne Transformationen mit sich bringen können. So 

scheint die Autophagie über Atg7 die Aufrechterhaltung normaler hämatopoetischer 

Stammzellen zu gewährleisten (Mortensen et al. 2011). Die Akkumulation reaktiver 

Sauerstoffspezies, die höchst gentoxisch wirken, wird durch die selektive 

autophagozytotische Zersetzung dysfunktionaler Mitochondrien (Green et al. 2011) und 

redox-aktiver ubiquitinierter Proteinaggregate gewährleistet (Komatsu et al. 2007). 

Zudem wirkt die Autophagie, dank ihrer Fähigkeit Zelltod zu induzieren, 

tumorsuppressiv (Bishop und Bradshaw 2018). Autophagozytotischer Zelltod ist durch 

die Präsenz zytoplasmatischer Vakuolen und erhöhtem Autophagieflux charakterisiert. 

Er läuft unabhängig von der Caspasen-Aktivität ab (Bishop und Bradshaw 2018). 

Außerdem ist die Autophagie wahrscheinlich in die Degradation onkogenetischer 

Proteine involviert (Mathew et al. 2009, Wang et al. 2011). Ebenso ist sie an 

Immunantworten beteiligt, die der Etablierung und Proliferation maligner Zellen 

vorbeugen (Ma et al. 2013). Autophagie generiert extrazelluläres ATP, welches 

Immunzellen rekrutiert (Michaud et al. 2011). Manche malignen Transformationen 

entstehen in inflammatorischer Umgebung. Die Autophagie koordiniert wirksame anti-

inflammatorische Effekte. Sie zersetzt sogenannte Inflammasome und verhindert somit 

die weitere Freisetzung pro-inflammatorischer Leukine (Zitvogel et al. 2012). Zuletzt 

schützt die Autophagie durch Abwehr viraler und bakterieller Infektionen vor 

neoplastischer Transformation (Deretic et al. 2013). Zusammenfassend führen diese 

Observationen zu der Annahme, dass der Autophagiemechanismus vor maligner 

Transformation schützt, indem er die zelluläre Homöostase des gesamten Organismus 

konserviert.  

Im Gegensatz zu ihrer Rolle, die Tumorinitiation zu hemmen, zeigte Autophagie auch 

eine kritische pro-tumorale Funktion in vielen bereits etablierten Krebstypen 
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(Kimmelman und White 2017). In Krebszellen ist der Autophagiemechanismus komplett 

intakt, teilweise ist die Transkription dieses Signalwegs sogar hochreguliert (Amaravadi 

et al. 2016). Die erhöhte basale Autophagierate trägt zur Aufrechterhaltung des Tumors 

bei (Kimmelman 2011). So sichert die Autophagie das Überleben von Zellen bei 

iatrogenem Stress, wie Chemotherapie oder Radiotherapie, und führt zu 

Therapieresistenzen, die durch die Autophagie-Inhibition überwunden werden können 

(Levy et al. 2014, Ko et al. 2014, Apel et al. 2008, Qadir et al. 2008). Studien zeigten, 

dass das Autophagie-Niveau in sauerstoffarmen Regionen von Tumoren erhöht ist und 

dieser Mechanismus die Tumorzellen vor Stressoren wie Nährstoffmangel und Hypoxie 

schützt (Degenhardt et al. 2006). Isolierte Krebszellen, bei denen die Autophagie 

genetisch oder pharmakologisch inhibiert ist, sind dagegen weniger resistent gegenüber 

endogenen und exogenenen Stimuli (Galluzzi et al. 2015). Zusätzlich zur Funktion der 

Autophagie im Überleben der Krebszellen durch metabolische Adaptation berichten 

weitere Arbeiten, dass die Autophagie zelluläre Prozesse, wie die Invasion und 

Metastasierung von Tumorzellen begünstigt (Macintosh et al. 2012, Lock et al. 2014). 

Autophagie wird für die Tumorzellmotilität benötigt, eine Inhibition der Autophagie 

resultiert in einer Blockierung der Krebszellmigration und -invasion und einer Reduktion 

der Metastasen in vivo (Sharifi et al. 2016). Sobald der Prozess der Invasion und 

Metastasierung beginnt, verlieren die Tumorzellen den Kontakt zu ihren Nachbarzellen 

und werden mobil. Normalerweise wird ein apoptotischer Zelltod eingeleitet, sobald eine 

Zelle die Verbindung zu ihrem Verband löst. Dies wird als Anoikis bezeichnet (Gilmore 

2005). Tumorzellen entgehen diesem Mechanismus, indem sie die Autophagie aktivieren 

und in einen Ruhezustand verfallen, bis wieder Kontakt zu einer neuen extrazellulären 

Matrix aufgebaut ist (Guadamillas et al. 2011). 

Der Autophagiemechanismus zeigt je nach Phase der Tumorgenese verschiedene 

Auswirkungen. Diese Diskrepanz macht die Autophagie auf ihren verschiedenen Niveaus 

zu einem interessanten Studienobjekt. Die Erforschung der näheren Rolle der Autophagie 

in den unterschiedlichen Stadien der Tumorgenese birgt bedeutendes Potenzial, um neue 

therapeutischen Strategien zur Krebsbekämpfung zu entwickeln (Bishop und Bradshaw 

2018). 
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2.4.1 Autophagiemodulation in der Krebstherapie 

Krebszellen können über verschiedene Mechanismen der Chemotherapie 

entgegenwirken und Resistenzen ausbilden: Tumorheterogenität, Inaktivierung der 

Apoptose, erhöhte DNA-Reparaturrate, Bildung von Kompartimenten, Angiogenese, 

veränderter Wirkstoffmetabolismus und -efflux, Verlust molekularer Zielstrukturen und 

Autophagie-Manipulation (Sui et al. 2013). Die Modulation des letztgenannten 

Mechanismus, sowohl die Aktivierung als auch die Inhibierung, wurden für verschiedene 

Krankheiten, unter anderem für Krebserkrankungen, im klinischen Alltag vorgeschlagen 

(Thorburn 2018). Der Forschungsschwerpunkt wurde zunächst auf die Inhibierung der 

Autophagie gelegt. CQ und sein Derivat Hydroxychloroquin (HCQ) sind derzeit die 

geläufigsten klinisch verfügbaren Wirkstoffe, um die Autophagie beim Menschen zu 

inhibieren (Levy et al. 2017). Während in den ersten Versuchen mit CQ noch positive 

Bilanzen gezogen werden konnten (Choi et al. 2012), wurden in weiteren klinischen 

Studien divergierende Effekte in Abhängigkeit der Tumorart und Kombination mit 

Chemotherapeutika bzw. Radiotherapie festgestellt (Levy et al. 2017). Trotzdem ist es 

weithin unbestritten, dass die Inhibierung der Autophagie Krebszellen für die 

zytotoxische Therapie sensitivieren und dadurch die Effekte der Chemotherapie 

potenzieren könnte (Bishop und Bradshaw 2018). Obwohl der Untersuchung der 

Autophagie-Induktion in Tumormodellen anfänglich weniger Bedeutung beigemessen 

wurde (Bishop und Bradshaw 2018), muss die Aktivierung dieses Prozesses in Zukunft 

intensiver als therapeutischer Ansatz in Betracht gezogen werden.  

Derzeit sind zahlreiche klinische Studien (Phase I/II) in hämatopoetischen Tumoren im 

Gange. Sowohl die ausschließliche Autophagiemodulation, Inhibition und Aktivierung, 

als auch die Kombination mit Chemotherapeutika werden getestet (Djavaheri-Mergny et 

al. 2019). Bisherige Ergebnisse zeigten ein variierendes Outcome in hämatopoetischen 

Krebsarten (Djavaheri-Mergny et al. 2019). Somit sollte die Autophagiemodulation in 

der Therapie wohl überlegt und individuell abgestimmt werden. 

2.5 Akute lymphatische Leukämie 
Im Kindes- und Jugendalter handelt es sich bei beinahe einem Drittel (30,2 %) der 

malignen Erkrankungen um Leukämien (Kaatsch 2019). Die akute lymphatische 

Leukämie (ALL) ist die häufigste aller pädiatrischen Leukämien (Kaatsch 2019). Zur 
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Durchführung der Experimente wurde eine Zelllinie akuter lymphatischer T-

Leukämiezellen, JURKAT, gewählt. Bei der ALL proliferieren lymphatische 

Vorläuferzellen unkontrolliert und akkumulieren im Knochenmark, Blut, lymphatischem 

und nicht lymphatischem Gewebe. Die unreifen, transformierten, lymphatischen Blasten 

verdrängen in Folge das blutbildende Knochenmark. Diese Zellinfiltration führt zum 

Versagen der obligaten Knochenmarksfunktionen und zu einer Zytopenie in den drei 

anderen Zellreihen: Anämie, Thrombozytopenie, Granulozytopenie (Gökbuget 2018). 

Die Symptome der Erkrankung lassen sich aus genannten Dysfunktionen des 

blutbildenden Systems ableiten. Unter anderem lässt sich am immunologischen Subtyp 

ablesen, ob es sich um Zelldifferenzierungen aus der B- oder T-Zellreihe handelt. 80 % 

der ALL-Erkrankungen sind B-ALL- und 20 % T-ALL-Fälle (Djavaheri-Mergny et al. 

2019). Die exakte Rolle der Autophagie in lymphoiden Tumoren, wie ALL, ist bis heute 

umstritten und wahrscheinlich abhängig von den spezifischen Subtypen (Djavaheri-

Mergny et al. 2019). Beim Ausbleiben einer Behandlung führt ALL innerhalb weniger 

Monate zum Tod. Das Ziel der Behandlung ist eine kurative Therapie. Die Behandlung 

setzt sich aus folgenden Phasen zusammen: Der Induktionstherapie mit dem Ziel der 

kompletten Remission und der Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie zur 

Aufrechterhaltung der kompletten Remission (Gökbuget 2018). Zusätzlich zur 

Chemotherapie erfolgen Strahlentherapie und Knochenmarkstransplantationen. 

Gegenwärtig beträgt die Langzeitüberlebensrate, von mindestens 15 Jahren, 90 % 

(Kaatsch 2019). Während dies als großer Erfolg in der Geschichte der Onkologie gewertet 

werden kann, verbleiben die derzeitigen Therapien toxisch und traumatisch für die jungen 

Patienten und deren Familien und können Jahrzehnte später zu Langzeit-

Gesundheitsschäden führen (Essig et al. 2014, Winther und Schmiegelow 2014). 

Hoffnung neuer Therapieoptionen steckt in der Aufklärung der molekularen 

Mechanismen der Krebsinitiation und -entwicklung, um beispielsweise neue 

Kombinationen mit Autophagie-Modulatoren und somit geringere Konzentrationen 

herkömmlicher Medikamente in der ALL-Therapie einsetzen zu können. 
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2.5.1 Chemotherapeutika in den durchgeführten Experimenten mit JURKAT-
Zellen 

2.5.1.1 Chemotherapeutikum: Cytarabin 

Cytarabin wird als Zytostatikum in Leukämien eingesetzt. Es wirkt als Antimetabolit und 

wird während der DNA-Replikation fälschlicherweise anstelle eines Nukleotids in diese 

eingebaut, wodurch ein korrektes Ablesen nicht gewährleistet werden kann. Dies führt zu 

einer Hemmung des Zellwachstums. In seltenen Fällen kann Cytarabin auch als 

Virostatikum eingesetzt werden (Cohen 1977).  

2.5.1.2 Chemotherapeutikum: Etoposid 

Etoposid kommt in höheren Konzentrationen als „Breitspektrum“-Zytostatikum, 

beispielsweise zur Behandlung von Lymphomen und der akuten myeloischen Leukämie 

(AML), sowie des Hoden-, Ovarial- und Bronchialkarzinoms, zum Einsatz. Es interagiert 

mit der DNA-Topoisomerase II, was zu DNA-Strangbrüchen und zum G2/M-

Zellzyklusarrest führt (Schonn et al. 2010). Können die DNA-Schäden nicht hinlänglich 

beseitigt werden, wird die Caspase-induzierte Apoptose getriggert und somit kann 

Etoposid zytotoxisch wirken (Montecucco et al. 2015). Das Isoenzym Topoisomerase IIa 

ist ein Proliferationsmarker, der in Tumorzellen stark erhöht ist und dadurch ein ideales 

Ziel für Krebsmedikamente darstellt (Montecucco et al. 2015). 
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3 Zielstellung der Arbeit 

Der Grundgedanke meiner Arbeit war, eine simple, zuverlässige, Zelllinien-unspezifische 

Methode zu etablieren, um Zellpopulationen mittels des Autophagosomen-spezifischen 

Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID am FACS nach ihrem Autophagie-Niveau in distinkte 

Fraktionen trennen und nachfolgend weiterkultivieren zu können. Diese Methode sollte 

es ermöglichen, Zellen mit unterschiedlicher Autophagie-Aktivität in 

Anschlussexperimenten vergleichend auf zellbiologische Aspekte zu untersuchen. Damit 

sollte insbesondere der mögliche Zusammenhang zwischen Autophagie und 

tumorbiologisch bedeutsamen Faktoren wie Zellzyklusphasen und Chemosensibilität 

geprüft werden.  

Vergleichend zu Zellen mit basaler Autophagie-Aktivität sollten auch Autophagie-

stimulierte Zellen untersucht werden. In Vorversuchen mit unsortierten Zellen musste 

zunächst eine geeignete Konzentration des Autophagie-Induktors Etoposid ermittelt und 

die tatsächliche Aktivierung des Autophagieflux anhand der Kombination mit dem 

Autophagie-Inhibitor CQ bestätigt werden. Cyto-ID wurde zwar bereits gründlich als 

Autophagie-Marker validiert (Guo et al. 2015, Chan et al. 2012), doch wurde es noch 

nicht für Zellsortierungen genutzt. In Vorbereitung derselben sollte der 

Fluoreszenzfarbstoff daher zunächst auf Zytotoxizität und Temperatursensibilität getestet 

werden. Im Weiteren sollte in den sortierten Fraktionen die Stabilität der 

unterschiedlichen Autophagie-Aktivitäten analysiert werden. Würde sich die 

Autophagie-Aktivität der sortierten Fraktionen auch über einen längeren Zeitraum 

nachweislich unterscheiden, könnten die Zellen Anschlussexperimente durchlaufen. In 

der Folge sollten unbehandelte und stimulierte Zellpopulationen nach der Autophagie-

basierten Fraktionierung mittels durchflusszytometrischer Zellzyklusprofilanalyse auf 

ihre Zellzyklusphasen-Verteilung untersucht werden. Dabei sollte auch die Expression 

Zellzyklusphasen-relevanter Gene mittels real-time RT-PCR bestimmt werden. 

Abschließend sollte die Methode der Zellsortierung außerdem dazu dienen, den Einfluss 

der konstitutiven Autophagie-Aktivität auf die Chemosensibilität aufzuklären. Hierzu 

sollten die Zellpopulationen mit unterschiedlicher autophagozytotischer Aktivität 

vergleichend auf ihr Ansprechen auf die Zytostatika Cytarabin und Etoposid geprüft 

werden.  
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4 Methodik 

4.1 Material 

4.1.1 Verbrauchsmaterial und Geräte 

Aus der Universitätsapotheke Jena oder direkt von den Herstellern (rechte Spalte) 

Tabelle 1: Verwendetes Material und Geräte 

-20 °C Gefrierschrank Liebherr 

4 °C Kühlschrank Liebherr 

Accu-Jet® Pro Pipettierhilfe BrandTech® Scientific 

ARCTIC Kälte-/Wärmebad SC100 A10 Thermo Scientific™ 

BBD 6220 CO2-Inkubator  
(37 °C; 5 % CO2) 

Thermo Scientific™ 

BD FACSAria™ Fusion 
Durchflusszytometer 

BD Biosciences 

BD FACSCanto™ II Durchflusszytometer BD Biosciences 

BD Falcon™ Rundbodenröhrchen, 5 ml BD Biosciences 

BioPhotometer® Plus Eppendorf AG 

Cellstar® Kulturflasche 50/250 ml Greiner Bio-One GmbH 

Cellstar® Serologische Pipette 1/ 2/ 5/ 10 ml Greiner Bio-One GmbH 

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

Cellstar® Zellkulturwellplatte 12 Well Greiner Bio-One GmbH 

CoolCellLX Biozym 

Eiswürfelbereiter NordCap® GmbH & Co. KG 

Fast RT-PCR System® (7900 HT) Applied Biosystems 

Filter Tips 100/ 200/ 1 000 µl ClearLine® 

HERAcell® CO2-Inkubator 
(37 °C; 5 % CO2) 

Thermo Scientific™ 

Kryoröhrchen 2 ml Greiner Bio-One GmbH 

Menzel Deckgläser für Haemocytometer Thermo Scientific™ 

MicroAmp Optical 96-Well Reaction plate Applied Biosystems 

MicroAmp Optical Adhesive film Applied Biosystems 
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Mikroskope Carl Zeiss Jena GmbH, Leica 

Multipette Aufsätze 500 µl/ 1 ml Eppendorf AG 

Multipette® plus Eppendorf AG 

Neubauer Zählkammer (Improved)  
0,100 mm Tiefe/ 0,0025 mm2  

Hecht Assistent® Germany 

Pipetten Eppendorf Reference® variabel 
0,5-10/ 10-100/ 50-200/ 1 000 μl 

Eppendorf AG 

Pipettenspitzen 10/ 200/ 1 000 μl Eppendorf AG, BrandTech® Scientific, 
Neptune®  

Präzisions-Quarzküvette VWR® International 

Safe Lock Röhrchen 0,5/ 1,5 ml Eppendorf AG 

Serumpipette steril Greiner Bio-One GmbH 

Sterilwerkbank Herasafe™ KS Thermo Scientific™ 

Sterilwerkbank PCR Workstation VWR® International 

Sterilwerkbank Safe 2020 Thermo Scientific™ 

Thermomixer comfort (Heizblock) Eppendorf AG 

Transferpipette Einweg, 3,5 ml Sarstedt AG & Co. KG 

Vasco® nitril white Handschuhe B. Braun 

Vortex-Genie® 2 Scientific Industries™, Inc. 

Waagen Kern 

Wasserbad Julabo GmbH, GFL 

Zellzähler Counter AC-15 Hecht Assistent® Germany 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf AG 

Zentrifuge Rotina 420 R Hettich GmbH & Co. KG 

Zentrifuge Universal 16 A Hettich GmbH & Co. KG 

4.1.2 Reagenzien und Kits 

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Kits 

Ampuwa® Wasser Polyethylenampullen 
Mini-Plasco® connect 10 ml 

Fresenius Kabi 

BD FACSClean™ BD Biosciences 

BD FACSDiva™ CS&T Research Beads BD Biosciences 

BD FACSFlow™ BD Biosciences 
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BD FACS™ Accudrop Beads BD Biosciences 

BD FACS™ Shutdown Solution BD Biosciences 

BD™ Cytometer Setup & Tracking Beads BD Biosciences 

Chloroquin Enzo Life Sciences 

Cytarabin Zytostatikaabteilung FSU Jena 

Cyto-ID® Green Autophagy detection Kit Enzo Life Sciences 

D-(+)-Glucose wasserfrei 
≥ 99,5 % Zellkulturqualität 

Carl Roth® 

DiOC6(3) Molecular Probes™ 

Dulbecco’s PBS w/o Ca2+ Mg2+ Capricorn Scientific 

Ethanol 99,5 % J.T. Baker 

Etoposid Zytostatikaabteilung FSU Jena 

Fetales Kälberserum (FKS) Capricorn Scientific 

Glutamin Biozym 

Meliseptol® HBV Desinfektionstücher B. Braun 

Meliseptol® rapid Desinfektionsspray B. Braun 

Omniscript® RT Kit (200) 
(10xBuffer-RT, dNTP-Mix, oMniscript RT) 

Qiagen 

PBS (pH 7,4) Thermo Scientific™ 

pegGOLD DNAse I  
(Digest Kit) 

PeqLab 

Penicillin G/ Streptomycin Biozym  

PeqGOLD Total-RNA-Kit  
(RNA Isolation) 

PeqLab 

Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich® 

QIAshredder™ (250) Qiagen 

RNAse freies Wasser Qiagen 

RNAse OUT™ 
(Recombinant Ribonuclease Inhibitor) 

Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific 

RNeasy® Mini Kit (250) 
(RTL-Lyse-Puffer, RW1-Waschpuffer, RPE-
Waschpuffer) 

Qiagen 

RPMI-1640 mit stabilem Glutamin Capricorn Scientific 

RPMI-1640 w/o phenol red Capricorn Scientific 
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TaqMan® Gene Expression Assay 
(Primer-Sonden-Mix,  
Universal PCR Master Mix) 
b2-M: Hs00187842_m1 
ULK1: Hs00177504_m1 
BECN1: Hs00186838_m1 
PLK1: Hs00983227_m1 
CCNB1: Hs01030099_m1 

Applied Biosystems 

Triton® X-100 Sigma-Aldrich® 

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

4.1.3 Zelllinie 

JURKAT:  Akute lymphatische T-Leukämiezellen 

Isolation:  1976 aus dem peripheren Blut eines an ALL erkrankten Jungen 
im ersten Rezidiv 

Morphologie:  Runde Suspensionszellen, wachsen vereinzelt oder in Zellhaufen  

Depositor:  Dr. Jun Minowada, ACC 282, Lot 15, DSMZ 

Inkubation:  37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit 

Komplettmedium: 500 ml – 90 %  RPMI-1640 [mit stabilem Glutamin] 
50 ml  – 10 %  FKS 
100 units/ml  Penicillin G 
0,1 mg/ml  Streptomycin 

4.2 Versuchsdurchführung 

4.2.1 Zellkultivierung 

4.2.1.1 Auftauen und Kultivieren der kryokonservierten Zellen 

Die Zelllinien wurden bei -196 °C in flüssigem Stickstoff gelagert. Zum Ansetzen einer 

neuen Kultur wurde ein Aliquot à zwei Millionen Zellen im Wasserbad (37 °C) rasch 

aufgetaut. Unter der sterilen Werkbank wurden die aufgetauten Zellen sogleich zu 6 ml 

vorgewärmten Komplettmedium in einem 15 ml Röhrchen gegeben. Im Anschluss wurde 

die Suspension drei Minuten bei 1 200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

dekantiert, das Zellpellet in 6 ml frischem Komplettmedium resuspendiert und in eine 

25 cm2-Kulturflasche überführt. Die Inkubation der Stammkulturen im Brutschrank 

erfolgte stetig bei 37 °C mit 5 % CO2-Gehalt sowie 95 % Luftfeuchtigkeit. Diese 
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wuchsen ausschließlich in Suspension. Bis zur nächsten Passage wurden die 

Kulturflaschen im Brutschrank verwahrt. Für Experimente wurden Zellen der Passagen 

4 bis 30 eingesetzt. Das Auftauen der Kryokulturen wurde freundlicherweise von der 

Medizintechnischen Assistentin Sabine Becker übernommen. 

4.2.1.2 Passagieren der Zellen 

Zunächst wurde die Zellkulturflasche lichtmikroskopisch auf Verunreinigungen und 

Infektionen untersucht. Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage, vor Erreichen der 

Konfluenz, unter einer sterilen Werkbank passagiert. Mit einer serologischen Pipette 

wurden die Zellen, inklusive verbrauchtem Medium, in ein 50 ml Röhrchen überführt. 

Die 75 cm2-Kulturflasche wurde einmalig mit 10 ml frischem warmen (37 °C) 

Komplettmedium gespült, welches anschließend ebenfalls in das 50 ml Röhrchen 

gegeben wurde. Es folgte ein fünfminütiger Zentrifugationsvorgang bei 1 200 U/min. 

Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet mittels Pipette in 20 ml frischem 

warmen Komplettmedium resuspendiert und sorgfältig vereinzelt. 

4.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität 

Zur quantitativen Bestimmung der Zellen wurde eine 1:2 Verdünnung angesetzt, 

bestehend aus 20 µl der homogenen Zell-Medium-Suspension und 20 µl Trypanblau. Der 

verdünnte Ansatz wurde kurz gevortext. Um die Zellen auszuzählen wurden 10 µl des 

Ansatzes in eine mit Deckglas belegte Neubauerzählkammer pipettiert. Unter dem 

Mikroskop wurden zwei diagonal liegende Großquadrante, bestehend aus je 16 

Kleinquadranten, ausgezählt. Die Vitalitätsbestimmung der Zellen erfolgte mit dem 

Farbstoff Trypanblau, der sich nur in Zellen mit permeabler Zellmembran, also 

geschädigten Zellen, einlagert und somit ein Indikator für den Zelltod darstellt. Der Anteil 

vitaler, ungefärbter Zellen ergibt sich aus dem Quotienten lebender Zellen und der 

Gesamtzellzahl sowie Multiplikation mit 100 %. 

Anzahl	der	lebenden	Zellen
Anzahl	aller	Zellen 	x	100	% = Zellvitalität 

Die Vitalität in den Kulturflaschen der Zelllinien betrug zwischen 90 % und 98 %. Das 

Volumen eines Großquadranten beträgt jeweils 0,1 µl (1 mm2 Fläche x 0,1 mm 

Schichtdicke). Die Multiplikation der erhaltenen Zellzahl mit 104 ermöglichte die 
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Ermittlung der Zellzahl pro ml. Zur Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors (1:2) 

multipliziert man mit 2 und dividiert durch die Anzahl der Quadrate (hier 2). 

Anzahl	der	gezählten	lebenden	Zellen	x	10	000	x	Verdünnungsfaktor
Anzahl	der	gezählten	Großquadrate

= Anzahl	der	lebenden	Zellen	pro	ml 

4.2.1.4 Erhaltung der Zellkultur 

Zur Fortführung der JURKAT-Zellkultur wurde eine 75 cm2-Kulturflasche mit frischem 

warmem Medium und gewünschter errechneter Zellzahl angesetzt: 

Für eine Zyklusdauer von 3 Tagen: 4 x 106 Zellen (0,2 x 106 Zellen pro ml) 

Für eine Zyklusdauer von 4 Tagen: 3 x 106 Zellen (0,15 x 106 Zellen pro ml) 

Insgesamt wurden die Kulturflaschen mit Medium auf 20 ml Zellsuspension aufgefüllt. 

Die Zellkulturen wurden bis zur nächsten Passage im Brutschrank inkubiert. Die Zellzahl 

der Kulturflaschen wurde vor jeder Passage bestimmt. Die Verdopplungszeit der 

JURKAT-Zellen in Kultur betrug demnach um die 30 Stunden (siehe Abbildung 3). 

 

Abbildung 3: Verdopplungszeit JURKAT-Zellen 
Zellkultur in der Flasche. Zellzählung mittels Neubauerzählkammer.  
A: Zusammenfassung der ermittelten Zellzahl während der Zellpassage über 4 
Wochen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils vier Zählungen.  
B: Lineare Regression. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM einer 
Doppelbestimmung.  
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4.2.1.5 Aussäen der Zellen für funktionelle Versuche 

Für durchflusszytometrische Analysen wurden je nach Experiment bestimmte Zellzahlen 

pro 12-Well-Platte ausgesät (siehe Tabelle 3). Hierzu wurde nach der 

Zellzahlbestimmung eine Zellsuspension mit gewünschter Zelldichte und frischem 

Medium in einem 50 ml-Röhrchen angelegt. Mittels Multipette wurden dann in jedes 

Well 500 µl oder 1 ml gegeben und im Brutschrank für den angegebenen Zeitraum 

inkubiert. 

Tabelle 3: Zelldichte pro Well in den durchgeführten Experimenten 

Experiment Zellzahl pro Well/ ml pro Well 

Zytotoxizität von Cyto-ID bei Langzeitinkubation  
(siehe Seite 50) 

75 000/ 0,5 ml  
(= 150 000/ 1 ml) 

Einfluss der Temperatur auf die Stabilität der Cyto-ID-
Fluoreszenz (siehe Seite 51) 

100 000/ 1 ml 

Durchflusszytometrische Messung zur Kinetik der 
Autophagie und des Zelltodes in Cyto-ID-sortierten 
JURKAT-Fraktionen (siehe Seite 51) 

100 000/ 1 ml 

Autophagie-Induktion durch Etoposid (siehe Seite 53) 150 000/ 1 ml 

Zellzyklusanalyse in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 
(siehe Seite 54) 

100 000/ 1 ml 

Vorversuche Zytostatika (siehe Seite 60) 150 000/ 1 ml 

Chemosensibilität in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 
(siehe Seite 61) 

100 000/ 1 ml 

4.2.1.6 Wirkstoffapplikation 

Die Wirkstoffapplikationen der Vorversuche (Cyto-ID, Autophagie-Induktor, 

Autophagie-Inhibitor und Chemotherapeutika) erfolgten 24 Stunden nach Aussaat. Die 

Applikation der Wirkstoffe nach einem Zellsortiervorgang im FACS erfolgte aus 

methodischen Gründen direkt nach dem Aussähen der sortierten Zellen. Die Applikation 

fand unter sterilen Bedingungen und bei gedämpftem Licht statt, da die Substanzen 

photosensibel sind. Die Verdünnung erfolgte mit JURKAT Komplettmedium. 

Die JURKAT Zellen wurden je nach Experiment mit den in Tabelle 4 aufgeführten 

Konzentrationen behandelt und für die gewünschte Zeit im Brutschrank weiterkultiviert. 

Um die gewünschte Konzentration aus der Stammlösung zu erhalten, wurden 
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Verdünnungsreihen mit Medium pipettiert. Nach gewünschter Inkubationszeit konnte die 

Messung durchgeführt werden. 

Tabelle 4: Eingesetzte Autophagie-Modulatoren und Chemotherapeutika 

Wirkstoff Wirkstoffklasse Intention Konzentration 
der SL 

Konzen-
tration 

IKZ 

Etoposid Topoisomerase-
II-Hemmstoff 

Autophagie-
Induktion 

50 mM 0/ 0,2/ 0,3/ 
0,5/ 0,7 µM 

24 h 

CQ Lysosomaler 
Inhibitor der 
Autophagie 

Autophagie-
Inhibition 

25 mM 10 µM 0, 1, 2,  
3, 4, 5 h 

Cytarabin Antimetabolit Zytostatikum 2 mM 250/ 500/ 
1 000 nM 

24 h 

Etoposid Topoisomerase-
II-Hemmstoff 

Zytostatikum 50 mM 2,5/ 5/ 
10 µM 

24 h 

Legende: SL = Stammlösung, IKZ = Inkubationszeit 

4.2.2 Durchflusszytometrie 

Dank der Durchflusszytometrie, speziell der FACS-Analyse, lassen sich sowohl 

verschiedene Zellparameter untersuchen als auch Zellen nach verschiedenen Variablen 

sortieren. Bei diesem Messverfahren werden Suspensionszellen in einer sich 

verjüngenden Messküvette beschleunigt, wodurch die Zellen einzeln monochromatische 

Laserstrahlen passieren. Es kann sowohl die Lichtbeugung (Vorwärtsstreulicht – FSC: 

forward scatter), als auch die Lichtbrechung und Reflexion (Seitwärtsstreulicht – SSC: 

side scatter) registriert werden. Ersteres ist proportional zur Zelloberfläche und somit zur 

Zellgröße, Zweiteres repräsentiert die Zellkomplexität und –granularität des 

Zytoplasmas, des Zellkerns und der Vesikel. Werden FSC und SSC in einem 

Koordinatiensystem gegeneinander aufgetragen, lässt sich anhand dieser Parameter 

zunächst eine intakte Population, mit Ausschluss der Verunreinigungen, Zellfragmente 

und Zelldubletten definieren, Gating genannt. Nach der Inkubation mit einem oder 

mehreren Fluoreszenzfarbstoffen, wurden in dieser Arbeit mithilfe des Geräts BD 

FACSCantoTM II der Zelltod, der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) 

und das Autophagie-Niveau gemessen. Bei diesem Messverfahren wird ein 

charakteristisches Fluoreszenzsignal emittiert, welches proportional zur Zahl der 

gebundenen Fluorochrommoleküle ist. Die relative Fluoreszenzintensität wird durch 
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einen Photodetektor erfasst und in elektrische Signale umgewandelt. Die Datenanalyse 

der elektrischen Signale erfolgte mittels der BD FACSDiva-Software. Auf dem 

Bildschirm erscheinen in einem zweidimensionalen Koordinatensystem Populationen, in 

denen jeder Punkt einer Zelle entspricht. Für die durchgeführten Experimente wurde eine 

Ereigniszahl von 10 000 festgelegt, für die Zellzyklusanalysen waren es 20 000. Zur 

Darstellung wurden zweidimensionale Dotplots und Histogramme mit variierender 

gewünschten Achsenbeschriftung erstellt. Es folgte die Datenauswertung der Korrelation 

zwischen den eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffen. 

Zum Sortieren der Zellen nach ihrem Autophagie-Niveau wurde der BD FACSAria™ 

Fusion Durchflusszytometer herangezogen. Der Sortiervorgang durfte freundlicherweise 

eigens unter Supervision von Frau Yvonne Schlenker durchgeführt werden. Folgendes 

Prinzip ermöglicht die Zellsortierung. Die gefärbten Zellen in Suspensionsflüssigkeit 

(PBS pH 7,4) werden unter hohem Druck durch eine kleine Öffnung (nozzle: 85 µM) 

gepresst. Die Tropfen mit je einer Zelle werden entsprechend ihres Fluoreszenzsignals 

mit einer positiven oder negativen Ladung versehen und in einem Spannungsfeld (plate 

voltage: 4 500) durch elektrische Platten abgelenkt. Sobald die gewünschte Zellzahl in 

einer Fraktion erreicht ist, wird die Sammlung der Zellen dieser Fraktion unterbrochen. 

Die Fraktionen erreichen zu unterschiedlichen Zeitpunkten die eingestellte Zellzahl. 

Auch hier fand die Datenanalyse mit der FACSDiva-Software statt. Die sortierten 

homogenen Fraktionen mit niedrigem, mittlerem und hohem Autophagie-Niveau können 

anschließend für weitere Experimente genutzt werden. 

4.2.2.1 Zelltodanalyse und Messung des mitochondrialen Membranpotentials 

Die Bestimmung des Zelltods erfolgte mittels PI. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran 

sind impermeabel für PI, während es von Zellen mit permeabler Zellmembran, also toten 

Zellen, aufgenommen wird und stöchiometrisch in die DNA interkaliert. Das 

Absorptionsmaximum von PI liegt bei 535 nm und das Emissionsmaximum bei 617 nm. 

Kurz vor der Messung wurde in jede 500 µl Probe 1 µl PI appliziert und gevortext.  

Als weiterer Zytotoxizitätsparameter wird der Verlust des ∆Ψm gemessen, welcher durch 

DiOC6(3)-Einfärbung dargestellt wird. DiOC6(3) ist ein lipophiler Farbstoff, der 

spezifisch die Mitochondrienmembran durchdringt und sich in diese einlagert. Verliert 

die Zelle ihre Integrität gehen die Mitochondrien, sowie das mitochondriale 
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Membranpotential zu Grunde. Der Fluoreszenzfarbstoff kann entweichen und 

ausgewaschen werden. Demzufolge entspricht die DiOC6(3)-positive Population den 

intakten Zellen mit wohlbehaltenem Mitochondrien-Membranpotential. Das 

Absorptionsmaximum von DiOC6(3) liegt bei 482 nm und das Emissionsmaximum bei 

497 nm. 

Vor der Messung wurden die Zellen mit jeweils 10 µl DiOC6(3) (1:10 Verdünnung mit 

Komplettmedium) pro Well (ml) versehen. Nach 45 Minuten wurde die Zellsuspension 

mittels Einwegpasteurpipetten in 4 ml FACS-Röhrchen überführt, die Wells wurden mit 

jeweils 1 ml farblosem Medium gespült und ebenfalls in die FACS-Röhrchen gegeben. 

Diese wurden dann mit zusätzlich 2 ml farblosem Medium aufgefüllt und für fünf 

Minuten bei 1 800 U/min zentrifugiert, um die Zellen auszuwaschen. Der Überstand 

wurde dekantiert, die Röhrchen in Eis gestellt und das Zellpellet in jeweils 500 µl 

farblosem Medium resuspendiert. 

4.2.2.2 Messung der autophagozytotischen Aktivität 

Die genaue Quantifizierung der Autophagie-Aktivität erfolgte mittels des 

Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals korreliert mit der 

steigenden Anzahl an Autophagosomen und erlaubt dadurch eine Einschätzung des 

Autophagie-Effektes (Chan et al. 2012). Somit lassen sich die Zellen je nach 

Stoffwechsellage unterschiedlich einfärben. Das Absorptionsmaximum von Cyto-ID 

liegt bei 463 nm und das Emissionsmaximum bei 534 nm. 

Die Proben wurden mit 37 °C warmen farblosen Medium geerntet, zentrifugiert und 

dekantiert. Das Zellpellet wurde in einer 240 µl Cyto-ID-Verdünnung (1:1 000 mit 

JURKAT-Komplettmedium) resuspendiert und 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend wurden die FACS-Röhrchen mit farblosem warmem Medium auf 

insgesamt 2,5 ml aufgefüllt und für fünf Minuten bei 1 800 U/min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde dekantiert und das Zellpellet in jeweils 500 µl farblosem Medium 

resuspendiert und auf Eis gestellt. 

Um beim Experiment „Einfluss der Temperatur auf die Stabilität der Cyto-ID-

Fluoreszenz“ zu gewährleisten, dass alle Zellen mit exakt der gleichen Konzentration 

Cyto-ID und für exakt die gleiche Zeit inkubieren, wurde bei diesem Experiment eine 
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Zell-Medium Suspension in einem 50 ml Röhrchen angesetzt, mit Cyto-ID inkubiert und 

anschließend auf die FACS-Röhrchen verteilt. 

4.2.2.3 Kompensationsmessung 

Bei der simultanen Messung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe kann es zur Interferenz der 

emittierten Wellenlängen kommen, wobei mehrere Signale in einen Bereich einstrahlen 

und eine falsch positive Zellpopulation in entsprechendem Kanal detektiert werden 

würde. Um diese Überlappungsbereiche herauszufinden, erfolgte eine 

Kompensationsmessung. Hierzu wurden 4 Well einer 12-Well-Platte mit 150 000 

JURKAT-Zellen pro ml ausgesät. Drei Well wurden mit je einem Fluoreszenzfarbstoff 

gefärbt. Die Applikation von 1 µl DiOC6(3) erfolgte 45 Minuten vor dem Ernten der 

ausgesäten Zellen. Die 30-minütige Inkubation von Cyto-ID erfolgte nach dem Ernten. 

Um den Zelltod in der vierten Probe zu simulieren wurde nach der Ernte auf 500 µl 

Messlösung 55 µl 0,5 %-iges Triton X-100 hinzugefügt und 1 µl PI appliziert. Die fünfte 

ungefärbte Probe wurde als Negativkontrolle mitgemessen. Anschließend konnten die 

Überlappungsbereiche rechnerisch korrigiert und auf die Messungen angewendet werden. 

4.2.3 Zellsortierung und durchflusszytometrische Messung 

Nach der Weiterentwicklung und Etablierung der Methode der Zellsortierung mittels 

Cyto-ID wurde nachfolgendes Protokoll auch für weitere Promotionsarbeiten in unserer 

Arbeitsgruppe für die Sortierung der Zellen vor Anschlussexperimenten befolgt. 

4.2.3.1 Vorbereitung der zu sortierende Proben 

Die Zellsortierung basiert auf der Methode der Durchflusszytometrie. Am Vortag des 

Sortiertermins in den Laborräumen der Klinik für Innere Medizin (KIM) I (Arbeitsgruppe 

Pneumologie von Dr. Martin Förster) wurden zwei zusätzliche 75 cm2-Zellkulturflaschen 

mit 8 Millionen Zellen/ 20 ml Komplettmedium mit Phenolrot (Endkonzentration: 0,4 x 

106/ml) angelegt. Für einen Teil der Versuchsreihen wurde eine der beiden Flaschen mit 

0,3 µM Etoposid behandelt, um die Autophagie zu induzieren. Unter der sterilen 

Werkbank wurde der Flascheninhalt nach 24 Stunden mit je einer 10 ml-Pipette in je ein 

50 ml Röhrchen überführt und die Zellkulturflaschen wurden mit jeweils 10 ml 

vorgewärmten Komplettmedium ausgewaschen und zum 50 ml Röhrchen gegeben. Nach 

Schwenken der Röhrchen folgte ein fünfminütiger Zentrifugationsvorgang bei 
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1 800 U/min. Der Überstand wurde dekantiert und in jeweils 14 ml farblosem Medium 

resuspendiert. Die Zellen wurden mittels einer sterilen Pasteurpipette vereinzelt. Jedes 

Röhrchen der Zell-Medium-Suspension wurde für den Sortiervorgang auf drei bis vier 

FACS-Röhrchen aufgeteilt. 

4.2.3.2 Sortiervorgang 

In den Laborräumen der KIM I wurde das zu sortierende FACS-Röhrchen vor der 

Messung 5 Minuten bei 1 800 U/min zentrifugiert, der Überstand dekantiert und 30 

Minuten mit Cyto-ID-Verdünnung (1:1 000) im Brutschrank inkubiert. Anschließend 

wurde der Fluoreszenzfarbstoff ausgewaschen und das Zellpellet in 2,4 ml farblosem 

warmen Medium resuspendiert. Die restlichen FACS-Röhrchen wurden während des 

Sortiervorgangs im Brutschrank gelagert. Zu gegebener Zeit wurde das nächste FACS-

Röhrchen mit Cyto-ID inkubiert. Je nach Anschlussexperiment wurden kurz vor dem 

Sortieren 5 µl PI hinzugegeben. Der Sortiervorgang lief bei 4 °C ab. In die 

Sammelröhrchen wurden 2 ml Komplettmedium vorgelegt und die Wände der Röhrchen 

durch Schwenken benetzt. Der Sortiervorgang bis zum Erreichen der gewünschten 

Zellzahl dauerte pro angelegte Zellkulturflasche ein bis zwei Stunden. Sobald das 

Sammelröhrchen voll war, wurden die sortierten Zellen zentrifugiert, der Überstand mit 

Sortierflüssigkeit (PBS pH 7,4) dekantiert, das Zellpellet mit frischem Komplettmedium 

resuspendiert und in den Brutschrank gestellt. 

4.2.4 Etablierung der Methode der Zellsortierung nach Autophagie-Niveau 
mittels Cyto-ID 

4.2.4.1 Prozess der Optimierung der Methode bezüglich sortierter Zellzahl und 
Dauer des Sortiervorgangs 

Während der ersten Zellsortierversuche zeigten sich Schwierigkeiten beim Erreichen der 

gewünschten sortierten Zellzahlen in einem angemessenen Zeitraum. Der 

Entwicklungsprozess der Methode ist in Tabelle 5 abgebildet. Zu Beginn dauerten die 

Sortiervorgänge bis zum Erreichen der gewünschten Zellzahl bis zu 2,5 Stunden, bedingt 

durch die geringe Anzahl gemessener Ereignisse pro Sekunde (evts/s). Insbesondere in 

der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau (siehe fettgedruckte Zahlen Tabelle 5) 

konnten teilweise nur um die 5-15 evts/s registriert werden. Diese Problematik konnte 

Schritt für Schritt mithilfe der Modulation folgender Parameter behoben werden: 
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Modifikation der Zelldichte der Proben, sukzessive Regulierung der Flussrate am FACS-

Gerät. Die Herausforderung bei den Einstellungen am FACS-Gerät bestand vor allem 

darin, einen Kompromiss zu finden, die Zellen zügiger zu sortieren, ohne dass es zu einem 

Abriss des durch die nozzle gepressten Zellstrahls kam. 

Tabelle 5: Entwicklungsprozess der Methode der Zellsortierung nach Cyto-ID 
bezüglich der gesammelten Zellzahl 

Gesammelte 
Zellzahl in der 
Fraktion mit: 

Niedrigem 
Autophagie-
Niveau 

Mittlerem 
Autophagie-
Niveau 

Hohem 
Autophagie-
Niveau 

Ungefähre 
Sortierdauer 

2017, KW 49  612 500 612 500 5 638 2,5 h 

2017, KW 50  399 140 399 140 255 330 2,5 h 

2017, KW 51 399 700 399 700 182 000 2,5 h 

2018, KW 3 399 700 399 700 399 700 2 h 

2018,  
KW 4/ 5/ 6/ 7/ 8/ 
11/ 12/ 14/ 15/ 16 

400 000 400 000 400 000 1 h 

2018, ab KW 17 600 000 600 000 600 000  2 h 

Legende: KW = Kalenderwoche 

Die zweite Problematik ließ sich während des Sortiervorgangs in dem 

Koordinatensystem, bei dem die Zellgröße (im FSC-Kanal gemessen, y-Achse) gegen die 

Cyto-ID-Fluoreszenz (im FITC-Kanal gemessen, x-Achse) aufgetragen ist, beobachten 

und erklärt ebenfalls die Schwierigkeit der Zellsammlung, vor allem in der Fraktion mit 

hohem Autophagie-Niveau. Zur Veranschaulichung ist in Tabelle 6 das „Re-Gating“ 

während des Sortiervorgangs der 12. KW (2018) abgebildet. Die gesamte unsortierte 

Population wanderte während des Sortiervorgangs minimal nach „links“. Vergleicht man 

die absoluten Cyto-ID-Fluoreszenzen zu Beginn des Sortiervorgangs und nach 30 

Minuten, wird deutlich, dass die Cyto-ID-Fluoreszenz der Zellen im Zeitraum des 

Sortiervorgangs abnahm (siehe rote Markierungen Tabelle 6). Dies konnte durch zwei 

verschiedene Ansätze ausgeglichen werden. Die Gates wurden während des 

Sortiervorgangs manuell verschoben, somit konnte die Fluoreszenzabnahme teilweise 

kompensiert werden. Demzufolge zeigten sich in den drei Fraktionen ähnliche evts/s. 

Dabei wurde darauf geachtet, dass sich der prozentuale Anteil der einzelnen Fraktionen 

zwischen 25-45 % bewegte. Rechnet man die Anteile der Subpopulationen zusammen, 
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so ergeben sich knapp über 100 %, da sich die Trennlinien minimal überlappen. Die 

zweite Optimierungsoption setzte bei den Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes an. 

Im Folgenden wird genauer auf die Analyse des Fluorezenzfarbstoffes Cyto-ID 

eingegangen (siehe Charakterisierung des Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID, Seite 50). 

Tabelle 6: Cyto-ID-Fluoreszenzabnahme während des Sortiervorgangs  

 Zellpopulation zu Beginn des 
Sortiervorgangs 

Zellpopulation 30 Minuten nach 
Beginn des Sortiervorgangs  

„Re-Gating“ 

 

  

 Absolute Cyto-ID-
Fluoreszenz 
(FITC-Mean) 

Prozentualer 
Anteil aller 
Zellen 

Absolute Cyto-ID-
Fluoreszenz 
(FITC-Mean) 

Prozentualer 
Anteil aller 
Zellen 

P5 431 34,8 % 392 37,0 % 

P6 678 40,6 % 597 38,1 % 

P7 1 059 33,3 % 901 33,7 % 

Legende: P5 entspricht den Zellen mit niedrigem, P6 mit mittlerem und P7 mit hohem 
Autophagie-Niveau. 

Letztendlich konnte ein Protokoll für eine zufriedenstellende Zellsortierung nach 

Autophagie-Niveau mittels Cyto-ID etabliert werden. Für die Experimente, die im 

nachfolgenden Ergebnisteil präsentiert werden, wurden Zellen des Sortiervorgangs ab 

KW 7 (2018) herangezogen. 

4.2.4.2 Aussäen der Zellen für anschließende funktionelle Versuche mittels FACS 

In den Laborräumen der Kinderklinik wurden die sortierten FACS-Röhrchen 5 Minuten 

bei 1 800 U/min zentrifugiert, der Überstand dekantiert und in soviel Komplettmedium 
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resuspendiert, dass eine Konzentration von 100 000 Zellen/ml entstand. Mithilfe einer 

Multipette wurden 500 µl bzw. 1 ml Zell-Medium-Suspension pro Well einer 12-Well-

Platte pipettiert. 

4.2.5 Zellzyklusanalyse der sortierten Fraktionen mittels Durchflusszytometrie  

Jeder Phase des Zellzyklus (G1-Phase, S-Phase, G2/M-Phase) bis zur Zellteilung 

entspricht ein bestimmter DNA-Gehalt im Zellkern. PI interkaliert stöchiometrisch in die 

DNA und erlaubt somit einen Rückschluss auf den DNA-Gehalt und somit die 

Zellzyklusphase einer Zelle (siehe Abbildung 4) (Krishan 1975). Über die Intensität des 

Fluoreszenzsignals jeder Zelle lässt sich ableiten in welcher Zellzyklusphase sie sich 

befindet. Hauptmerkmal apoptotischer Zellen ist die Fragmentierung der DNA, diese 

weisen die niedrigste Fluoreszenzintensität auf (sub-G1). PI lagert sich ebenfalls in die 

RNA ein, deshalb muss diese vor der Messung mithilfe einer RNAse eliminiert werden. 

 

Abbildung 4: Zellzyklusanalyse einer Zellpopulation 
Bestimmung des DNA-Gehalts in JURKAT-Zellen mittels durchfluss-
zytometrischer Analyse der PI-Aufnahme. Die gemessene Zellzahl (y-Achse) 
wurde gegen die PI-Fluoreszenz aufgetragen (x-Achse). Die Cut-offs wurden 
optisch bestimmt und festgelegt. 

Es wurden sowohl Etoposid-stimulierte als auch unbehandelte Zellen sortiert. Während 

des Sortiervorgangs wurde PI genutzt, um tote Zellen aus der Messung auszuschließen. 

Nach dem Sortiervorgang wurden 1 ml pro Well Zellen ausgesät. Pro Zeitpunkt wurde 

eine eigene 12-Well-Platte genutzt (3 Well unbehandelte und 3 Well Etoposid-stimulierte 
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Zellen mit jeweils niedriger, mittlerer und hoher Autophagie-Aktivität, dementsprechend 

insgesamt 6 Well pro Zeitpunkt). Sofort nach dem Sortiervorgang, nach 24 Stunden und 

nach 48 Stunden wurde die jeweilige Wellplatte mit Einmalpasteurpipetten geerntet und 

in FACS-Röhrchen überführt. Die Wells wurden mit 1 ml vorgewärmten PBS gespült 

und dieses ebenfalls zu den FACS-Röhrchen gegeben. Nach zusätzlicher Zugabe von 

2 ml PBS, 5-minütiger Zentrifugation bei 1 800 U/min und scharfem Abkippen des 

Überstandes, wurden die FACS-Röhrchen mit dem Zellpellet auf Eis gestellt. Unter 

Vortexen wurden tröpfchenweise 1 ml gekühltes 70 %-iges Ethanol (70 ml 99 % Ethanol 

+ 30 ml Ampuwa® Wasser) zugegeben, um die Zellen zu fixieren und zu 

permeabilisieren. Das Zellpellet wurde mit einer 1000 µl Pipette vereinzelt. Mit einer 

Multipette wurden anschließend nochmals 1 ml Ethanol in die FACS-Röhrchen pipettiert. 

Die Proben konnten bis zu einer Woche bei -20 °C gelagert werden. 

Die Messung jeder Reihe fand am selben Tag statt, sobald alle Messzeitpunkte gesammelt 

und mindestens eine Nacht gelagert waren. Die Proben wurden erneut zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Zellsediment in 500 µl einer Glucose-RNase-PI-Lösung 

(RNase 50 µg/ml; 50 µg/ml PI; 1 %-ige Glucose in PBS) resuspendiert. Nach 45-

minütiger Inkubation unter Lichtschutz bei 4 °C wurde die Fluoreszenzintensität jeder 

Zelle durchflusszytometrisch am BD FACSCantoTM II gemessen. Die Begrenzung der 

Ereignisrate lag bei 20 000, die Messung erfolgte bei niedriger Flussgeschwindigkeit.  

4.2.6 Genexpressionsanalyse der sortierten Fraktionen mittels real-time RT-PCR  

Um auf molekularbiologischer Ebene zu verifizieren, ob eine Assoziation zwischen dem 

Autophagie-Niveau und der Expression bestimmter Zellzyklus- oder Autophagiegene 

besteht, wurden Genexpressionen in den drei Zellfraktionen verglichen. Als 

Referenzgene für die Autophagie wurden ULK1 und BECN1, für den Zellzyklus PLK1 

und CCNB1 herangezogen. Die Bestimmung der Expressionswerte erfolgte anhand der 

Präparation der RNA. Die erhaltene RNA wird mithilfe des Omniscript® in cDNA 

umgeschrieben und mittels real-time RT-PCR quantifiziert. Um Kontamination mit 

RNAsen zu vermeiden, wurde mit Handschuhen, sterilen wattierten Filterspitzen, sterilen 

Reaktionsgefäßen und sterilem RNAse-freien Wasser gearbeitet. Anschließend wurden 

Unterschiede in den amplifizierten Genprodukten analysiert. 
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Zunächst wurden unbehandelte JURKAT-Zellen, ohne PI, mittels Cyto-ID nach ihrer 

Autophagie-Aktivität sortiert. Pro Fraktion wurden 400 000 Zellen gesammelt und in ein 

15 ml Röhrchen überführt. 

4.2.6.1 RNA-Isolation mit PeqGOLD-Total-RNA-Kit 

Die 15 ml Röhrchen wurden mit PBS (37 °C) auf 13 ml aufgefüllt, 5 Minuten bei 

1 800 U/min im vorgekühlten Gerät zentrifugiert, der Überstand dekantiert und das 

Zellpellet mit einer wattierten Filterspitze trocken gesaugt. Die Proben wurden auf Eis 

weiterverarbeitet. Die RNA-Isolation erfolgte mit dem PeqGOLD Total-RNA-Kit. Die 

trockenen Zellpellets wurden in jeweils 400 µl RNA-Lyse-Puffer homogenisiert und auf 

die DNA-Removing-Säule mit Unterstandsröhrchen gegeben. Es folgte ein 

zweiminütiger Zentrifugationsvorgang bei 13 000 U/min. Somit wurde die gesamte DNA 

in der Säule gebunden und aus dem Lysat entfernt. Die Säule wurde verworfen und der 

RNA-haltige Unterstand war zur Weiterverarbeitung bereit. Zu diesem wurden 400 µl 

70 %-iger Ethanol (7 ml Ethanol 99,9 % + 3 ml Ampuwa® Wasser) gegeben und mit einer 

Pipette auf- und abpipettiert. Das komplette Lysat wurde auf eine PerfectBind-RNA-

Säule mit neuem Unterstandsröhrchen gegeben. Anschließend folgte eine erneute 

Zentrifugation von 1 Minute bei 13 000 U/min, folglich war die RNA in dem Filter der 

Säule gebunden. Der Unterstand wurde verworfen. Für eine Einwirkzeit von 5 Minuten 

wurden 500 µl RNA-Washbuffer-I auf die PerfectBind-RNA-Säule gegeben. Der 

Washbuffer wurde durch 15 Sekunden Zentrifugation bei 13 000 U/min ausgewaschen. 

Um auch die übrigen DNA-Reste zu entfernen wurde für 15 bis 25 Minuten der Filter der 

PerfectBind-RNA-Säule mit einem 75 µl DNAse-Verdau-Enzymgemisch (73,5 µl 

DNAse I Digestionspuffer + 1,5 µl RNase-freie DNase) benetzt. Als nächstes folgten 

weitere Wasch- und Zentrifugationsschritte mit 350 µl RNA-Washbuffer-I und zweimal 

mit 500 µl RNA-Washbuffer-II. Um die RNA zu eluieren, wurde die PerfectBind-RNA-

Säule auf ein 1,5 ml Eppendorf Röhrchen gesetzt, der Filter mit der gebundenen RNA 

mit 35 µl RNAse-freiem-Wasser benetzt und für 1 Minute bei 13 000 U/min zentrifugiert. 

Die Proben mit der gelösten RNA wurden über Nacht bei – 20 °C gelagert. 

4.2.6.2 Photometrische RNA-Bestimmung 

Zur Quantifizierung des RNA-Gehalts und Beurteilung der Probenqualität wurden 4 µl 

jeder Probe mit 76 µl RNAse-freiem Wasser verdünnt (1:20) und in einer standardisierten 
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Quarzküvette mithilfe des BioPhotometers von Eppendorf photometrisch gemessen. Der 

Photometer wurde mit 80 µl RNAse-freiem Wasser kalibriert. Das Absorptionsmaximum 

von RNA liegt bei 260 nm. Da 40 µg RNA/ml einer Absorptionseinheit entsprechen, 

berechnet sich die RNA-Konzentration (µg/µl) einer Probe folgendermaßen: 

Absorption260nm x 40 µg RNA/ml x Verdünnungsfaktor (20) : 1 000  

= RNA-Konzentration (µg/µl) 

Das Absorptionsmaximum von Proteinen bzw. deren aromatischen Resten liegt bei 

280 nm. Durch die Messung der Absorption in diesem Wellenlängenbereich, können 

Rückschlüsse auf die Reinheit der Probe gezogen werden. Wenn der Quotient beider 

Absorptionswerte (Absorption260nm/Absorption280nm) kleiner als 2,0 ist, muss von einer 

Kontamination der Proben ausgegangen werden. 

4.2.6.3 cDNA Transkription mit Omniscript® 

Um 0,5 µg RNA in komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben, werden die 

entsprechenden µl jeder Probe mit RNAse-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 13 µl 

aufgefüllt. Zu jeder Probe werden 7 µl „Mastermix“ zugegeben, gevortext und in einem 

Heizblock (37 °C) für 60 Minuten inkubiert.  

„Mastermix“-Zusammensetzung pro Probe: 

2 µl  10xBuffer-Reverse Transkriptase 

2 µl  dNTP-Mix 

2 µl  Random-Hexamer 

0,25 µl  RNAse-Out 

1 µl   Omniscript-Reverse Transkriptase 
 

Dank des Mastermix fand während der Phase im Heizblock folgendes Prozedere statt: 

Mittels der RNA-abhängigen DNA-Polymerase wurde die isolierte RNA in cDNA 

transkribiert. Die neu gewonnene cDNA wurde mit RNase-freiem Wasser verdünnt 

(1:2), auf zwei 0,5 ml Eppendorf-Röhrchen aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 
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4.2.6.4 TaqMan®- real-time RT-PCR 

Die real-time RT-PCR ermöglicht eine simultane, schnelle Amplifikation der erhaltenen 

cDNA. Während der Vervielfältigungszyklen misst diese standardisierte Methode den 

Zeitpunkt, an dem die Zielsequenz zum ersten Mal detektiert werden kann. Je höher die 

anfängliche Menge an Nukleinsäuren der Zielsequenz ist, desto früher wird ein 

signifikanter Anstieg des Fluoreszenzsignals beobachtet, welches sich proportional zur 

Produktmenge verhält. Zum relativen Mengenvergleich wird ein Referenzgen (hier b2-

Mikroglobulin – b2-M) zu Hilfe gezogen. Der Nachweis der synthetisierten Amplifikate 

erfolgte in der vorliegenden Arbeit mithilfe der hochspezifischen TaqMan®-Methodik.  

Bei der in vitro Replikation lagern sich Primer und Sonden nach der Denaturierung der 

Doppelstränge der cDNA in einer Hybridisierungsreaktion spezifisch an ihre 

Zielsequenz. Somit können nur Gene detektiert werden, bei denen es während der real-

time RT-PCR zur Amplifikation der Zielsequenz kommt. Die speziell eingesetzten 

fluorogenen Sonden, aus mehreren Nukleotiden, setzen sich an ihrem 5’-Ende aus einem 

fluoreszierende Reporter-Farbstoff (z.B. FAM = 6-Carboxyfluorescein) und an ihrem 3’-

Ende aus einem Quencher-Farbstoff (z.B. TAMRA = 6-Carboxy-tetramethylrhodamin) 

zusammen. Wenn die Fluoreszenzfarbstoffe nahe beieinander liegen und durch eine 

spezifische Wellenlänge zur Fluoreszenz angeregt werden, unterdrückt der Quencher 

durch einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) das Reporter-

Fluoreszenzsignal. Dank des folgenden Prinzips kann die Gesamtfluoreszenz der 

Amplifikate gemessen werden: Durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der hitzestabilen 

Taq-DNA-Polymerase auf die fluorogene Sonde während der Extensionsphase der real-

time RT-PCR werden die zwei Fluoreszenzfarbstoffe räumlich voneinander getrennt und 

die sequenzspezifische Reporterfluoreszenz steigt. Die Änderung der Fluoreszenz wird 

Zyklus für Zyklus in Echtzeit mit dem 7900HT Fast real-time RT-PCR System der Firma 

Applied Biosystems erfasst und mithilfe der Software SDS 2.4 weiterverarbeitet. 

Zunächst wurde für jedes zu untersuchende Gen oder Housekeeping-Gens ein Vielfaches 

des folgenden Mastermix mit spezifischem Primer und entsprechender Sonde 

zusammengesetzt, um pro Probe ein Endvolumen von 25 µl zu erreichen. Die Proben 

wurden zwischenzeitlich gevortext auf Eis verarbeitet. 
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Mastermix pro Probe: 

 11,25 µl  RNAse-freies Wasser 

 12,5  µl  Universal PCR Mastermix (mit AmpliTaq Gold DNA-Polymerase) 

1,25  µl  Primer-Sonden-Mix (genspezifischer Primer + entsprechende 
 fluorogene Sonde) oder Housekeeping-Gen-Mix 
 

Für jede Probe, genauso wie für die Negativkontrollen fand eine Doppelbestimmung statt. 

50 µl des spezifischen Mastermix wurden in einem kleinen Eppendorf-Röhrchen mit 2 µl 

der entsprechenden cDNA versetzt, gevortext und auf zwei Well einer 96-Spitzwell-

Platte aliquotiert (25 µl/Well). Die Negativkontrollen bestanden aus 50 µl reinem 

genspezifischen Mastermix und wurden ebenfalls aufgeteilt auf zwei Well der 96-

Spitzwell-Platte (25 µl/Well). 

Mit Adhäsiv-Folie wurde die Wellplatte vor Kontamination geschützt und in das 7900HT 

Fast real-time RT-PCR System gesetzt. Im Thermocycler liefen folgende Reaktionen 

nacheinander ab: Zunächst wurde die bei Raumtemperatur inaktive TaqPolymerase für 

20 Minuten bei 95 °C erhitzt und somit das Enzym aktiviert. Anschließend folgten 40 

Zyklen à 1 Minute (95 °C) zur Denaturierung der DNA und à 20 Minuten (60 °C) zur 

Anlagerung der Primer-Sonden und Amplifikation. Die reverse Transkription und 

Polymerisation liefen im Reaktionsgefäß direkt nacheinander ab. 

4.2.6.5 Auswertung der TaqMan®-real-time RT-PCR 

Die Änderung der sequenzspezifischen Reporterfluoreszenz lässt sich im 

Amplifikationsplot der SDS 2.4 Software ablesen. Die gemessene Fluoreszenzintensität 

(DRN) wird in Echtzeit gegen die Zyklusanzahl abgebildet. Sie spiegelt die spezifische 

Genexpression wider. Zur relativen Quantifizierung der Expressionsrate wird im 

Amplifikationsplot ein imaginärer Schnittpunkt festgelegt. Er entspricht dem Zeitpunkt, 

bzw. der Zyklusanzahl, an dem die Fluoreszenzintensität das zehnfache des 

Signalniveaus (engl.: threshold) der Hintergrundfluoreszenz der Sonden (engl.: baseline) 

übersteigt. Diese Schwelle wird als Cycle-threshold (ct) bezeichnet. Ein niedriger ct-Wert 

entspricht einer hohen mRNA-Expression der Ausgangsprobe und vice versa. Um die 

variierenden RNA-Mengen der Ausgangsproben auszugleichen wird für jede Probe 

parallel ein Referenzgen amplifiziert (hier das b2-M). Die Differenz zwischen den ct-
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Werten des Ziel- und Referenzgens führen zum korrigierten Dct-Wert des Zielgens. Um 

die Genexpressionsunterschiede in den drei Fraktionen besser vergleichen zu können, 

wurden die Dct-Werte der Proben mit niedrigem, mittlerem und hohem Autophagie-

Niveau auf den Dct-Wert der Probe mit niedrigen Autophagie-Niveaus normiert, sodass 

der DDct-Wert entstand. Die relative Genexpression wurde anhand der 2(-DDct)-Methode 

berechnet. 

4.2.7 Graphische Darstellung und Statistische Analyse der Daten 

Die graphischen Darstellungen der Daten wurden mithilfe des Programms OriginPro 

2015G angefertigt. Die Auswertung der Daten fand anhand ungepaarter, zweiseitiger t-

Tests statt. Aus diesen wurden statistische p-Werte berechnet. Statistisch signifikante 

Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 sind mit * gekennzeichnet. Alle Daten basieren auf 

biologischen Replikaten unabhängiger Experimente. Die Werte sind als Mittelwerte 

± SEM (standard error of the mean) angegeben.  
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5 Ergebnisse 

Mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID wurde eine relativ simple, reproduzierbare 

Methode etabliert, um JURKAT-Zellen durchflusszytometrisch nach ihrem Autophagie-

Niveau zu sortieren (siehe Methodenteil ab Seite 39). Da alle Zellen ein basales 

Autophagie-Niveau aufweisen, konnten Autophagie-stimulierte, aber auch unstimulierte 

Zellen, untersucht werden. Sowohl die Abhängigkeit der Autophagie vom Zellzyklus als 

auch der Zusammenhang zwischen der Autophagie und der Chemosensibilität wurden 

mithilfe durchflusszytometrischer Messungen aufgezeigt. Unterstützend wurden mittels 

real-time RT-PCR Unterschiede auf Genexpressionsebene in den sortierten Zellen 

ermittelt. 

5.1 Charakterisierung des Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID 

5.1.1 Zytotoxizität von Cyto-ID bei Langzeitinkubation 

Da die einzelnen Zellfraktionen nach der Sortierung Anschlussexperimente durchlaufen 

sollten und darum weiterkultiviert werden mussten, wurde zunächst geprüft, ob der 

Fluoreszenzfarbstoff nach längerer Inkubationszeit als den regulären 30 Minuten 

zelltoxisch ist. Dies wurde widerlegt, nach 24 Stunden Inkubation mit der üblichen 

Konzentration Cyto-ID (Verdünnung 1:1 000) zeigte sich sowohl in der behandelten als 

auch in der unbehandelten Population ein Zelltod von 8,0 % (siehe Abbildung 5). Somit 

konnten die Zellen nach dem Sortiervorgang bedenkenlos weiterkultiviert werden. 

 

Abbildung 5: Zytotoxizität von Cyto-ID bei Langzeitinkubation 
Bestimmung des Zelltodes in JURKAT-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 
Cyto-ID mittels durchflusszytometrischer Analyse der PI-Aufnahme. 
Kontrollgruppe sind Cyto-ID-ungefärbte JURKAT-Zellen. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Doppelbestimmungen.  
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5.1.2 Einfluss der Temperatur auf die Stabilität der Cyto-ID-Fluoreszenz 

Wie zuvor erwähnt, wurde während der ersten Zellsortierversuche beobachtet, dass die 

Fluoreszenz der Population während des Messvorgangs abnimmt und zugleich der 

Einfluss der Zeit und der Temperatur auf das Fluorochrom in JURKAT-Zellen 

untersucht. Abbildung 6 zeigt, dass die Fluoreszenz von Cyto-ID stark 

temperaturabhängig ist. Zellen, die nach dem Einfärben auf Eis (2 °C) gestellt wurden, 

wiesen nach 15 Minuten eine relative Restfluoreszenz von 95 % auf. Nach gleicher Zeit 

wurde bei den Zellen bei Raumtemperatur (23 °C) 75 % Restfluoreszenz und den Zellen 

im Inkubator (37 °C) 52 % Restfluoreszenz detektiert. Nach 90 Minuten zeigten die 

Zellen auf Eis eine relative Restfluoreszenz von 92 %. Im Gegensatz dazu lag die relative 

Restfluoreszenz der Zellen im Inkubator nur noch bei 36 %. 

 

Abbildung 6: Einfluss der Temperatur auf die Stabilität der Cyto-ID-Fluoreszenz 
JURKAT-Zellen wurden mit Cyto-ID inkubiert und bei 2 °C, 22 °C und 37 °C 
weiterkultiviert. Als Startwert wurden je zwei Proben aus dem Eis gemessen 
und deren Fluoreszenzintensität als 100 % definiert. Die Cyto-ID-Fluoreszenz 
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten am FACS gemessen. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SEM von jeweils zwei unabhängigen Messungen. 

5.1.3 Durchflusszytometrische Messung zur Kinetik der Autophagie und des 
Zelltodes in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Fraktionen 

Nach dem neu etablierten Schema (siehe Methodenteil ab Seite 39) wurden unbehandelte 

JURKAT-Zellen entsprechend ihrer Cyto-ID-Fluoreszenz sortiert. Die relative Cyto-ID-

Fluoreszenz lässt einen proportionalen Rückschluss auf die Autophagie-Aktivität in den 

sortierten Fraktionen zu. Es folgte die Analyse der zeitlichen Entwicklung der 

autophagozytotischen Aktivität und des Zelltodes. Die Autophagie-Aktivitäten in den 

drei Fraktionen blieben in dem gemessenen Zeitraum von 24 Stunden distinkt 
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voneinander getrennt und weisen auf einen erfolgreichen Sortiervorgang hin (siehe 

Abbildung 7A). In Bezug auf die autophagozytotische Aktivität der Fraktion mit 

mittlerem Autophagie-Niveau lag die Aktivität der Fraktion mit hohem Autophagie-

Niveau fünf Stunden nach dem Sortiervorgang 0,44 Mal höher und die der Fraktion mit 

niedrigem Autophagie-Niveau 0,32 Mal niedriger. Alle drei Fraktionen konvergierten 

nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. In den drei Fraktionen schien sich also wieder 

die ursprüngliche stochastische Verteilung bezüglich der Autophagie-Aktivität 

einzustellen. 

Vergleicht man den prozentualen Zelltod in den drei Fraktionen ergibt sich kein 

signifikanter Unterschied. Nach 5 Stunden hatten 5,4 % der Zellen mit niedrigem 

Autophagie-Niveau PI aufgenommen und 6,7 % der Zellen mit hohem Autophagie-

Niveau (siehe Abbildung 7B). Weitere 19 Stunden später wiesen die Zellen mit niedrigem 

Autophagie-Niveau den höchsten Zelltod auf (14,5 %). Die unterschiedlichen 

Autophagieraten scheinen keinen signifikanten Einfluss auf den Zelltod in unbehandelten 

Zellen in Kultur zu nehmen. 

 

Abbildung 7: Kinetik der Autophagie und des Zelltodes in Cyto-ID-sortierten 
JURKAT-Zellen 
JURKAT-Zellen wurden nach dem Sortiervorgang wieder in Medium ausgesät. 
Die durchflusszytometrischen Fluoreszenzmessungen der drei Fraktionen 
erfolgten zu den angegebenen Zeitpunkten. A: Bestimmung der Autophagie-
Aktivität mittels Cyto-ID. Normierung auf die Zellen mit mittlerer Autophagie. 
B: Bestimmung des Zelltods mittels PI-Aufnahme. Gezeigt sind die Mittelwerte 
± SEM von jeweils vier unabhängigen Messungen.  
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5.2 Autophagie-Induktion durch Etoposid 
Etoposid induzierte bei einer Konzentration von 0,2/ 0,3 µM und 24-stündiger Inkubation 

das 1,65 bzw. 2,07-Fache der Autophagie-Aktivität und einen Zelltod von 8,8 bzw. 

11,2 % (siehe Abbildung 8). Andere potentiell Autophagie-aktivierende Wirkstoffe (z.B. 

Sirolimus, A769662, Carbamazepin, Calcitriol) zeigten in Vorversuchen an JURKAT-

Zellen nicht die gewünschte Wirkung. 

  

Abbildung 8: Autophagieaktivität und Zelltod nach Behandlung mit Etoposid in 
JURKAT-Zellen 
JURKAT-Zellen wurden 24 Stunden mit Etoposid behandelt. Das relative 
Autophagie-Niveau (A) und der Zelltod (B) wurden mittels 
durchflusszytometrischer Analyse der Cyto-ID-Fluoreszenz und der PI-
Aufnahme bestimmt. Gezeigt ist eine Einfachbestimmung. 

Um nachzuweisen, dass Etoposid tatsächlich den gesamten Autophagiemechanismus 

aktiviert und nicht nur zu einer Akkumulation von Autophagosomen führt, wurden 

Etoposid-stimulierte JURKAT-Zellen mit dem lysosomalen Inhibitor CQ behandelt. 

Vergleicht man die CQ-behandelten Zellen mit der Kontrollgruppe, kann man in 

erstgenannten einen steileren Anstieg der relativen Cyto-ID-Fluoreszenz beobachten 

(siehe Abbildung 9A). CQ verstärkt durch die Inhibition der Autophagosomen-

Lysosomen-Fusion die Akkumulierung der Autophagosomen und bestätigt somit den 

durch Etoposid induzierten Autophagieflux. Etoposid-behandelte Zellen wiesen einen 

etwas höheren Zelltod auf als die Kontrollgruppe (siehe Abbildung 9B). 
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Abbildung 9: Nachweis des Etoposid-stimulierten Autophagieflux in JURKAT-
Zellen 
JURKAT-Zellen wurden 24 Stunden mit dem Autophagie-Aktivator Etoposid 
(0,2 µM) behandelt. Es folgte eine Inkubationskinetik mit 10 µM CQ über 5 
Stunden. Das relative Autophagie-Niveau (A) und der Zelltod (B) wurden 
mittels durchflusszytometrischer Analyse der Cyto-ID-Fluoreszenz bzw. der PI-
Aufnahme bestimmt. Die relative Cyto-ID-Fluoreszenz wurde auf den Startwert 
der Kontrollgruppe normiert. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils 
drei unabhängigen Messungen. 

5.3 Zusammenhang zwischen Autophagie und Zellzyklus 

5.3.1 Zellzyklusanalyse in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen  

Dank der neu etablierten Methode der Zellsortierung mittels Cyto-ID, erfolgter 

Charakterisierung des Fluoreszenzfarbstoffes und Auswahl eines geeigneten Autophagie-

Aktivators konnten die Fraktionen näher untersucht werden. 

5.3.1.1 Unbehandelte Zellen 

Zunächst wurden unbehandelte Zellen nach ihrem basalen Autophagie-Niveau sortiert. 

Abbildung 10A verdeutlicht die Zellzyklusphasen-abhängige Verteilung der Zellen direkt 

im Anschluss an die Zellsortierung nach Autophagie-Niveau. 88 % der Zellen mit 

niedrigem Autophagie-Niveau befanden sich in der G1-Phase und 5 % in der G2/M-

Phase. Im Gegensatz dazu waren in der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau 46 % in 

der G1-Phase und 39 % in der G2/M-Phase. Dies lässt vermuten, dass Zellen in der 

G2/M-Phase eine höhere Autophagie-Aktivität aufweisen als Zellen in der G1-Phase. Die 

Verteilung der Zellen in der S-Phase stieg von 6 % in der Fraktion mit niedrigem 
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Autophagie-Niveau auf 14 % in den Fraktionen mit mittlerer und hoher Autophagie-

Aktivität.  

Nach 24 Stunden (siehe Abbildung 10 B-E) ging diese Autophagie-abhängige Verteilung 

der Zellen in den Zellzyklusphasen verloren. Die Zellen mit niedrigem Autophagie-

Niveau befanden sich nur noch zu 22 % in der G1-Phase, dafür jedoch zu 18 % in der S-

Phase und zu 58 % in der G2/M-Phase. In der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau 

ging der prozentuale Anteil der Zellen in G1 etwas zurück auf 34 %. Dafür stieg der 

Anteil der Zellen in der S-Phase und G2/M-Phase etwas an. Nach 48 Stunden pendelte 

sich der prozentuale Anteil der sortierten Fraktionen in den jeweiligen Phasen um 

ähnliche Werte ein. 46 % der Zellen befanden sich in der G1-Phase, 15 % in der S-Phase 

und 38 % in der G2/M-Phase (Mittelwert der Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen 

der drei Fraktionen). Die Zellen in der sub-G1-Phase blieben über den untersuchten 

Zeitraum konstant niedrig, unter 4 %. 
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Abbildung 10: Zusammenhang zwischen Autophagie-Niveau und Zellzyklus in 
unbehandelten, Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 
Unbehandelte nach Cyto-ID-Fluoreszenz-sortierte JURKAT-Zellen. Nach der 
Zellsortierung wurden die Zellen über den angegebenen Zeitraum 
weiterkultiviert. Die Bestimmung der Zellzyklusphasen erfolgte über 
durchflusszytometrische Analyse der PI-Färbung Ethanol-fixierter Zellen. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils drei unabhängigen Messungen. 
A: Darstellung des prozentualen Anteils aller sortierten Zellen der drei 
Fraktionen in den Zellzyklusphasen direkt nach dem Sortiervorgang  
B-E: Darstellung des prozentualen Anteils aller Zellen der drei Fraktionen in 
den Zellzyklusphasen über 48 Stunden.  
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5.3.1.2 Autophagie-induzierte Zellen 

Vergleichend wurden Autophagie-induzierte Zellen sortiert. Die Zellpopulation wurde 

für 24 Stunden mit 0,3 µM Etoposid inkubiert und anschließend nach Autophagie-Niveau 

in drei Fraktionen getrennt. 

Abbildung 11A verdeutlicht die Verteilung der Zellen direkt im Anschluss an die 

Zellsortierung. Wie bei unbehandelten JURKAT-Zellen war der prozentuale Anteil an 

Zellen in der G2/M-Phase in der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau am höchsten 

(88 %), im Gegensatz dazu waren 53 % der Zellen mit niedrigem Autophagie-Niveau in 

der G2/M-Phase. Auch die Zellen in der G1-Phase wiesen einen Zusammenhang mit dem 

Autophagie-Niveau auf. Nur 7 % der Zellen mit hohem Autophagie-Niveau befanden 

sich in der G1-Phase, im Gegensatz dazu waren es 33 % mit niedrigem Autophagie-

Niveau. Die Schwankungen in der S-Phase waren weniger bedeutend, der prozentuale 

Anteil nahm von den Zellen mit niedrigem zu hohem Autophagie-Niveau ab. Es war ein 

G2/M-Arrest zu beobachten. In allen drei Fraktionen zeigte sich im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen eine deutliche Verschiebung der prozentualen Zellverteilung 

zugunsten der G2/M-Phase. 

Über einen Zeitraum von 48 Stunden (siehe Abbildung 11 B-E) nahm der prozentuale 

Anteil an Zellen mit hohem Autophagie-Niveau in der G1-Phase zu und in der G2/M-

Phase ab. Grundsätzlich befanden sich in allen drei Fraktionen mehr Zellen in der G2/M-

Phase als bei den unbehandelten Zellen. Auch in den stimulierten Zellen pendelte sich 

der prozentuale Anteil der sortierten Fraktionen nach 48 Stunden in den jeweiligen 

Phasen um ähnliche Werte ein. 40 % der Zellen befanden sich in der G1-Phase, 14 % in 

der S-Phase und 37 % in der G2/M-Phase (Mittelwert der Zellen in den jeweiligen 

Zellzyklusphasen der drei Fraktionen). Der prozentuale Anteil der Zellen in der sub-G1-

Phase war direkt nach dem Sortiervorgang verschwindend gering, stieg im Mittel nach 

24 Stunden auf 6 % und nach 48 Stunden auf 9 %. 

Interessanterweise zeigte sich in den unbehandelten und in den Etoposid-stimulierten 

Fraktionen eine deutliche Korrelation zwischen der Zellzyklusphase, in der sich eine 

Zelle befindet, und ihrer Autophagie-Aktivität. 
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Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Autophagie-Niveau und Zellzyklus in 
Etoposid-stimulierten, Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 
Behandlung der JURKAT-Zellen mit 0,3 µM Etoposid, Inkubation für 24 
Stunden. Im Anschluss nach Cyto-ID-Fluoreszenz sortiert. Nach der 
Zellsortierung wurden die Zellen über den angegebenen Zeitraum 
weiterkultiviert. Die Bestimmung der Zellzyklusphasen erfolgte über 
durchflusszytometrische Analyse der PI-Färbung Ethanol-fixierter Zellen. 
Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils drei unabhängigen Messungen. 
A: Darstellung des prozentualen Anteils aller Zellen der drei Fraktionen in den 
Zellzyklusphasen direkt nach dem Sortiervorgang B-E: Darstellung des 
prozentualen Anteils aller Zellen der drei Fraktionen in den Zellzyklusphasen 
über 48 Stunden.  
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5.3.2 Genexpressionsmuster Autophagie- und Zellzyklus-relevanter Gene in Cyto-
ID-sortierten JURKAT-Zellen 

Um dem Zusammenhang zwischen Autophagiemechanismus und Zellzyklusphase 

nachzugehen, wurden Genexpressionsmuster ausgewählter Zellzyklus- und Autophagie-

relevanter Gene untersucht. Die semiquantitative Expressionsionsbestimmung auf 

mRNA-Ebene fand mittels real-time RT-PCR statt. Diese wurde in den sortierten 

Fraktionen verglichen. 

 

Abbildung 12: Relative Expression der ULK1-, BECN1-, CCNB1- und PLK1-mRNA 
in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 
Die RNA der drei Fraktionen wurde direkt im Anschluss an den Sortiervorgang 
nach Autophagie-Niveau isoliert und die Genexpressionsmuster mittels real-
time RT-PCR ermittelt. Als Referenzgen wurde die Expression von b2-M 
herangezogen. Die Genexpression der Fraktion der mittleren und hohen 
Autophagie wurde auf die mit niedrigem Autophagie-Niveau normiert. Gezeigt 
sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils drei unabhängigen Messungen.  
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Fraktionen. 

ULK1 und BECN1: ULK1 (codiert vom ULK1-Gen) ist Teil des ULK-Komplexes, dem 

Knotenpunkt bei der Initiation der Autophagie. Je nach Phophorylierungs- und 

Ubiquitinierungsstatus führen Stresssignale zur Formation von Autophagosomen 

(Zachari und Ganley 2017). ULK1 wird von den energie- und nährstoffsensiblen Kinasen 

AMPK und mTOR, direkt bzw. indirekt, aktiviert und phosphoryliert nachfolgend 
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Beclin1 (codiert vom BECN1-Gen) des class III PI3K-Komplexes, welches wiederum 

zur PI3P-Produktion durch Vps34 des class III PI3K-Komplexes führt (Zhi et al. 2017). 

Beclin1 ist außerdem für die Retention des Phagophors an der Lipiddoppelschicht der 

ER-Membran verantwortlich (Mercer et al. 2018). 

Auf Expressionsebene zeigten sich in den nach Autophagie-Niveau sortierten Fraktionen 

keine nennenswerten Unterschiede bezüglich der mRNA-Expression der ATG-Gene 

ULK1 und BECN1 (siehe Abbildung 12A). Lediglich die BECN1-mRNA-Expression war 

in den Fraktionen mit mittlerem und hohem Autophagie-Niveau geringfügig erhöht. 

CCNB1 und PLK1: Das mitosespezifische Cyclin B1 (codiert vom CCNB1-Gen) wird 

zu Beginn der M-Phase exprimiert, bildet dann einen Komplex mit CDK1 und ist 

essentiell, um die Ereignisse der Mitosephase einzuleiten (Brown et al. 2015). Eine 

Cdc25-Phosphatase reguliert den Cyclin B1-CDK1-Komplex (Jackman et al. 2003). Sie 

wird bei DNA-Schäden inaktiviert und führt im weiteren Verlauf zum G2-

Zellzyklusarrest (Zheng et al. 2019). Die Phosphatase wiederum wird von der PLK1 

(codiert vom PLK1 Gen) phosphoryliert und aktiviert (Roshak et al. 2000), die somit die 

Transition der G2 zur M-Phase initiiert (Karlsson-Rosenthal und Millar 2006). 

Abbildung 12B zeigt, dass die Expressionsmuster der Zellzyklus-relevanten Gene mit 

den vorangegangenen Ergebnissen korrelieren. Die signifikant erhöhte CCNB1- und 

PLK1-mRNA-Expression in der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau zeigt die enge 

Relation zwischen Zellzyklusphase und Autophagie-Aktivität.  

5.4 Einfluss des Autophagie-Niveaus auf die Chemosensibilität 
Es ist nach wie vor ungeklärt, ob ein hohes oder niedriges Autophagie-Niveau in der 

Krebstherapie günstig ist. Das Ansprechen auf Chemotherapeutika wurde vergleichend 

in nach Autophagie-Niveau sortierten Fraktionen untersucht. Als neue Herangehensweise 

diente die Methode der Zellsortierung nach Cyto-ID-Fluoreszenz. Die Zellen wurden 

nach Autophagie-Niveau sortiert und anschließend mit verschiedenen Zytostatika-

Konzentrationen behandelt: Cytarabin und Etoposid. 

5.4.1 Vorversuche Zytostatika 

Zunächst fand die Ermittlung der optimalen Konzentrations-Wirkungsbeziehung bei 24-

stündiger Wirkstoff-Inkubation statt. Abbildung 13 stellt die konzentrationsabhängigen 
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Effekte der Zytostatika Cytarabin und Etoposid in unsortierten Zellen auf den Zelltod dar. 

In den Experimenten kamen folgende ausgewählte Konzentrationsreihen zum Einsatz: 

Für die Behandlung mit Cytarabin: 250 nM, 500 nM und 1 000 nM; sowie für die 

Behandlung mit Etoposid: 2,5 µM, 5 µM und 10 µM. 

 

Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Zytostatika in JURKAT-
Zellen 
Die Zellen wurden 24 Stunden mit Cytarabin (A) und Etoposid (B) behandelt. 
Der Zelltod wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse der PI-Aufnahme 
bestimmt. Gezeigt ist eine Einfachbestimmung. 

5.4.2 Chemosensibilität in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 

Zur Analyse von Differenzen in den nach Autophagie-Niveau sortierten Fraktionen 

hinsichtlich der Sensibilität auf Chemotherapeutika wurden nur unbehandelte Zellen im 

FACS sortiert. Um die Ergebnisse bezüglich der Zelltoxizität nicht zu verfälschen, wurde 

ohne den DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff PI sortiert. Die Zellen wurden 

unmittelbar nach Sortierung mit den aufsteigenden Wirkstoffkonzentrationen behandelt. 

Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen geerntet und der Zelltod wie auch ∆Ψm-

Verlust mittels durchflusszytometrischer Analyse ermittelt. Obwohl die ausgewählten 

Zytostatika in unterschiedliche zelluläre Mechanismen eingreifen, zeigten sich bei beiden 

keine signifikanten Unterschiede in den nach Autophagie-Niveau sortierten Fraktionen 

hinsichtlich der Chemosensibilität (siehe Abbildung 14). Tendenziell wurden in der 

DiOC6(3)-Analyse stärkere Effekte beobachtet als in der PI-Analyse, was darauf 

hindeutet, dass der Verlust des ∆Ψm dem Eintreten des Zelltodes vorausging. 

A B
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Abbildung 14: Vergleich der Chemosensibilität Cyto-ID-sortierter JURKAT-Zellen 
Cyto-ID-sortierte JURKAT-Zellen wurden mit Cytarabin (A) und Etoposid (B) 
für 24 Stunden behandelt. Die Bestimmung des prozentualen Anteils toter 
Zellen erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analyse der PI-Aufnahme, die 
des Verlustes des ∆Ψm mittels DiOC6(3)-Färbung. Gezeigt sind die Mittelwerte 
± SEM von jeweils vier unabhängigen Messungen. 

  

A

B
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6 Diskussion 

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, erstmalig eine reproduzierbare Methode der 

Zellsortierung nach Autophagie-Niveau zu etablieren, um die konstitutive Autophagie-

Aktivität näher beleuchten zu können. Die Weiterentwicklung der Methode der 

Zellsortierung nach Autophagie-Niveau, hier anhand einer ALL-Zelllinie (JURKAT), 

bildete die Grundlage, um den Zusammenhang zwischen Autophagie und Zellzyklus 

sowie Chemosensibilität zu untersuchen. 

Mithilfe des Autophagosomen-färbenden Fluoreszenzfarbstoffes Cyto-ID konnten 

unbehandelte Zellpopulationen in drei Fraktionen mit niedrigem, mittlerem und hohem 

Autophagie-Niveau getrennt werden, wobei sich die Autophagie-Aktivität über einen 

Zeitraum von 24 Stunden nachweislich unterschied. Auf Transkriptionsebene konnten 

bezüglich der ATG-Gene ULK1 und BECN1 keine signifikanten Abstufungen verzeichnet 

werden. Die Charakterisierung des Fluoreszenzfarbstoffes ergab bei Langzeitinkubation 

keine Zytotoxizität. Die beobachtete Wärmesensibilität konnte durch einen 

Sortiervorgang bei 4 °C umgangen werden. Mit besonderem Augenmerk auf den 

Zusammenhang zwischen Autophagie und Zellzyklus konnte in einer Zellpopulation mit 

konstitutivem Autophagie-Niveau dank der Methode der Zellsortierung eine deutliche 

Korrelation zwischen hohem Autophagie-Niveau und der G2/M-Phase einer Zelle 

nachgewiesen werden. Dieselben Ergebnisse zeigten sich bei einer stimulierten 

Zellpopulation mit dem Autophagie-Aktivator Etoposid. Auch auf Transkriptionsebene 

konnte dieses Phänomen bestätigt werden, die Expressionen der G2/M-Markergene 

CCNB1 und PLK1 nahmen in den sortierten Fraktionen sukzessiv, entsprechend der 

Autophagie-Aktivität, zu. Letztlich wurde mithilfe der Methode der Zellsortierung die 

Rolle der konstitutiven Autophagie-Aktivität in Bezug auf die Chemosensibilität in 

JURKAT-Zellen untersucht. In den sortierten Fraktionen zeigte sich keine signifikante 

Differenz der Reaktion auf die Chemotherapeutika (Cytarabin und Etoposid). 

Die Möglichkeit nach der Zellsortierung beliebige Anschlussexperimente durchzuführen, 

bietet Aussichten für die weitere Charakterisierung der konstitutiven Autophagie-

Aktivität in sortierten Zellfraktionen und leistet somit einen Beitrag zur Erforschung der 

Autophagie-Grundlagen. 
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6.1 Etablierung der Methode der Zellsortierung nach Autophagie-Niveau mittels 
Cyto-ID 

Die Grundlage der Zellsortierung stellt das FACS dar, welches es ermöglicht, eine 

Zellpopulation nach einem bestimmten Kriterium in Fraktionen zu trennen. Gump et al. 

(2014) gelang es erstmals, Zellen mittels Durchflusszytometer nach ihrem Autophagie-

Niveau zu sortieren. Dabei wurden die Zellen in solche mit hohem und niedrigem 

Autophagieflux getrennt. Als Fluoreszenzfarbstoff und Autophagieflux-Marker wurde 

mCherry-GFP-LC3 herangezogen. Die erfolgreiche Trennung der Autophagie-

Fraktionen wurde mittels Immunblot (anhand der ATG-Proteine LC3 und p62), 

Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie validiert (Gump et al. 2014). In unserer 

Arbeitsgruppe wurde bis dahin vereinzelt versucht, Zellen mithilfe des Autophagosomen-

Markers Cyto-ID nach Autophagie-Niveau zu sortieren. Im Vergleich zu der von Gump 

et al. (2014) eingesetzten Methode, bei der über Transfektion eines Fluoreszenzfarbstoff-

codierenden Plasmids die Autophagie-Aktivität detektiert wird (mCherry-GFP-LC3: 

siehe Detektion des Autophagie-Niveaus in Zellkulturen, Seite 17), kann beim 

Autophagie-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID auf diese genmanipulierende 

Komponente verzichtet werden. Erwiesenermaßen können ursprünglich als neutral 

betrachtete Genmanipulationen, wie beispielsweise die Transfektion eines Reporter-

Gens, zu genetischen Variabilitäten innerhalb einer klonalen Zelllinie und folglich zu 

Abweichungen in der Genexpressionen oder zu unterschiedlichen Reaktionen auf 

Pharmakotherapie führen (Ben-David et al. 2018). Die ersten Experimente mit MOLM-

13-Zellen (AML-Zellen) zeigten, dass die Zellsortierung mittels Cyto-ID prinzipiell 

möglich ist, die Methode aber systematischer Optimierungen bedarf. Ziel dieser Arbeit 

war es, eine reproduzierbare Methode zu entwickeln und zu etablieren, die es ermöglicht, 

die Aspekte der Autophagie auf ihren unterschiedlichen Niveaus zu beleuchten. 

In einem Vergleich von 16 verschiedenen Zelllinien fand man heraus, dass Lymphozyten 

am besten geeignet sind, um die Autophagie-Aktivität zu bestimmen und 

dementsprechend zu sortieren (Gump und Thorburn 2014). Folglich wurde in 

nachfolgenden Experimenten die nicht adhärente ALL-Zelllinie JURKAT genutzt. Diese 

Suspensionszelllinie bedarf keiner Trypsinierung, die als zusätzlicher Stressor die 

Autophagie modulieren könnte (Huang et al. 2010). 
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Als Autophagie-spezifischer Marker wurde Cyto-ID gewählt, der bereits zur 

durchflusszytometrischen Analyse des Autophagie-Niveaus in JURKAT-Zellen validiert 

wurde (Chan et al. 2012) und anschließend genauer charakterisiert. In dieser Arbeit wurde 

die Zytotoxität des Fluoreszenzfarbstoffes untersucht, um eine anschließende 

Weiterkultivierung der Zellen zu ermöglichen. Cyto-ID nahm keinen Einfluss auf den 

Zelltod in JURKAT-Zellen. Auch nach der Zellsortierung konnte eine Zytotoxizität von 

Cyto-ID ausgeschlossen werden (Zelltodanalyse (Zellen in der sub-G1 Phase), 

Chemosensibilität (Konzentration=0)). Weitere Versuche zeigten, dass die Fluoreszenz 

von Cyto-ID stark temperaturabhängig ist. Während Zellen auf Eis (2 °C) nach 90 

Minuten eine relative Restfluoreszenz von 92 % aufwiesen, waren es bei den Zellen im 

Inkubator (37 °C) nur noch 36 %. Infolge wurden die Zellen mit Rücksicht auf die 

Temperatursensibilität mithilfe des BD FACSAria™ Fusion Durchflusszytometer bei 

4 °C sortiert. Der starke Fluoreszenzabfall bei einer Temperatur von 37 °C im Inkubator 

ermöglicht eine erneute Messung des Autophagie-Niveaus mittels Cyto-ID nach 24 

Stunden, ohne Detektion des Cyto-ID-Fluoreszenzfarbstoffes, welcher zur Zellsortierung 

zugegeben wurde. 

Da alle Zellen eine konstitutive Autophagie-Rate aufweisen (Klionsky et al. 2011), 

konnten unstimulierte Zellpopulationen sortiert werden. Außerdem konnte die Dauer des 

Sortiervorgangs bis zum Erreichen der gewünschten Zellzahl durch sukzessive 

Optimierung der Methode auf eine Stunde verkürzt werden (siehe Tabelle 5: 

Entwicklungsprozess der Methode der Zellsortierung nach Cyto-ID bezüglich der 

gesammelten Zellzahl, Seite 41). Ferner wurde die Abnahme der Fluoreszenz über den 

Zeitraum des Sortiervorgangs manuell angepasst (siehe Tabelle 6: Cyto-ID-

Fluoreszenzabnahme während des Sortiervorgangs, Seite 42). Der Fehler, der dadurch 

zustande kommt, wurde durch den stetigen Vergleich der drei Fraktionen nivelliert. Die 

rasche Abnahme der Cyto-ID-Fluoreszenz im Inkubator (37 °C) lässt vermuten, dass sich 

das Fluorochrom nicht in den Zellen ablagert und wirkt sich vorteilhaft auf die 

Weiterkultivierung der Zellen aus. Um die Einflüsse der Nährstoffmangel-induzierten 

Autophagie im Rahmen der Zellsortierung bestmöglich zu minimieren, wurde in die 

Sammelröhrchen des FACS-Gerätes Medium vorgelegt. Sobald das Röhrchen gefüllt 

war, wurde die nährstofflose Sortierflüssigkeit ausgewaschen und die sortierten Zellen in 

frischem Medium resuspendiert. In unserer Arbeitsgruppe wurde nachgewiesen, dass die 
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Cyto-ID-Fluoreszenz nicht sortierter Zellen dem Durchschnitt der sortierten 

Zellfraktionen glich und folglich durch den Sortiervorgang keine Änderung der 

Autophagie zu verzeichnen ist (persönliche Mitteilung von Dr. Jürgen Sonnemann). 

Cyto-ID ermöglicht eine simple, nicht zelltoxische, quantitative Abschätzung des 

Autophagieflux ohne genmanipulierende Komponente, mit hoher Spezifität und 

Sensitivität im Gegensatz zu herkömmlichen Methoden. Folglich wurde der 

Fluoreszenzfarbstoff als geeignet erachtet und konnte für die Etablierung einer Methode 

der Zellsortierung nach Autophagie-Niveau herangezogen werden. 

6.1.1 Kinetik der Autophagie und des Zelltodes in Cyto-ID-sortierten JURKAT-
Zellen 

Da die neu etablierte Methode der Zellsortierung primär der anschließenden 

Untersuchung beliebiger zellbiologischer Eigenschaften dienen sollte, wurde das 

Verhalten der sortierten Zellen über 24 Stunden beobachtet. Die Fraktionen unterschieden 

sich über einen Zeitraum von 8 Stunden nachweislich in ihrer Autophagie-Aktivität. Nach 

24 Stunden näherten sich die Fraktionen der Subpopulation mit mittlerem Autophagie-

Niveau. Auch Gump et al. (2014) beschrieben in den mCherry-GFP-LC3-sortierten 

Zellen drei distinkte Subpopulationen über mindestens 4 Stunden, nach 24 Stunden 

konvergierten die Fluoreszenzen der Fraktionen; auch auf Proteinebene zeigten sich nach 

24 Stunden keine Unterschiede mehr (Gump et al. 2014). Für die Duplikationsdauer der 

JURKAT-Zellen wurden 30 Stunden ermittelt (siehe Abbildung 3: Verdopplungszeit 

JURKAT-Zellen, Seite 34). Dass sich die sortierten JURKAT-Fraktionen nach 24 

Stunden einander annäherten, legt nahe, dass die Unterschiede nicht auf der Heterogenität 

der Genexpression beruhen. Die Variation innerhalb einer unberührten Zellpopulation 

beruht wahrscheinlich vielmehr auf der stochastischen Fluktuation der Level bzw. 

Aktivitäten von Autophagie-Regulatoren (Gump et al. 2014). Bezüglich des Zelltodes 

zeigten sich über 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede in den sortierten 

Fraktionen. Als nächstes sollte analysiert werden, ob sich die sortierten Fraktionen in der 

Expression Autophagie-relevanter Gene unterscheiden. 

6.1.2 Expression von ATG-Genen in Cyto-ID-sortierten JURKAT-Zellen 

Die Autophagie-relevanten Proteine ULK1 (Gen: ULK1) und Beclin1 (Gen: BECN1) sind 

an der Initiation des Autophagieprozesses beteiligt. Bei der Analyse der Genexpression 
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dieser beiden Proteine konnten keine signifikanten Unterschiede in den nach Autophagie-

Niveau sortierten Zellfraktionen nachgewiesen werden. Die ULK1-mRNA-Expression 

entsprach sich in den drei sortierten Gruppen, lediglich die BECN1-mRNA-Expression 

zeigte eine leicht aufsteigende Tendenz von der Fraktion mit niedriger zu hoher 

Autophagie-Aktivität. 

Gleichermaßen dokumentierten Martinet et al. (2006) weder eine signifikant erhöhte 

BECN1-mRNA-Expression, noch eine Änderung des Beclin1-Expressionslevels in durch 

Nährstoffmangel Autophagie-induzierten HepG2-Zellen. Bei der Autophagie-

Aktivierung muss zwischen zwei Phasen differenziert werden: Dem schnellen Anstieg 

des Autophagieflux als Antwort auf Stressereignisse innerhalb von Minuten bis Stunden, 

der hauptsächlich über die posttranslationale Proteinmodifikation (PTM) reguliert wird, 

und diesem folgend eine verzögerte, anhaltende Aktivierung spezifischer 

Transkriptionsfaktoren, die über die Transkription und Translation zu einer verstärkten 

Proteinexpression führen (Pietrocola et al. 2013). PTMs beeinflussen die Proteinstruktur, 

deren Stabilität und biologische Funktion (Morel et al. 2017). Diese Modifikationen 

veranlassen Interaktionen mit anderen Proteinen oder Lokalisationsänderungen. Die 

meisten Schlüsselproteine der Autophagie werden posttranslational modifiziert, 

beispielsweise über Phosphorylierung, Acetylierung oder Ubiquitinierung (McEwan und 

Dikic 2011). ATG-Proteine, wie ULK1 und Beclin1, sind Zielobjekt der Ubiquitinierung. 

Die ULK1-Ubiquitinierung kann einerseits den ULK1-Komplex stabilisieren und somit 

seine Aktivität während der Autophagie-Induktion fördern (Morel et al. 2017). Sie kann 

andererseits aber auch zur Autophagie-Inhibition über den Ubiqutin-abhängigen Abbau 

im Proteasom führen (Zachari und Ganley 2017). Die Ubiquitinierung von Beclin1 führt 

zu seinem Abbau im Proteaosom, umgekehrt bewirkt die Deubiquitinierung von Beclin1 

die Aktivierung der Autophagie (Morel et al. 2017). Die Proteinlevel können neben dem 

Abbau auch über ihre Synthese reguliert werden. Die Regulation der Autophagie auf 

Transkriptionsebene manifestiert sich als sehr komplex, bisher sind über 20 

Transkriptionsfaktoren bekannt, die im Autophagieprozess involviert sind (Fullgrabe et 

al. 2016). Besonders ULK1 und BECN1 weisen eine hohe Anzahl regulatorischer 

Tranksripitions-Aktivatoren auf, dies deutet auf ihre Schlüsselrolle in der Autophagie-

Aktivierung durch diverse Stimuli hin (Fullgrabe et al. 2016). 
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Dank der PTM lässt sich der Autophagiemechanismus schnell aktivieren und erklärt 

womöglich weshalb sich die relative Genexpression von ULK1 und BECN1, die vor allem 

an der Initiation der Autophagie beteiligt sind, in den sortierten Fraktionen kaum 

unterscheidet. Cyto-ID markiert Autophagosomen, also das Produkt der Autophagie-

Induktion und zeigt somit, ob der Prozess aktiviert und durchlaufen wurde. Ein 

Markerprotein für die Autophagosomenformation ist LC3-II. Das membrangebundenen 

LC3-II geht erst bei initiiertem Autophagieprozess durch Konjugation mit einer PE-

Gruppe aus dem zytosolischen LC3-I hervor und befindet sich an der Innen- und 

Außenseite des Phagophors, der Vorläuferstruktur des Autophagosoms (Mercer et al. 

2018). In unserer Arbeitsgruppe konnte mittels Immunoblot, den drei sortierten 

Fraktionen entsprechend, ein gradueller Anstieg des LC3-II-Levels festgestellt werden 

(persönliche Mitteilung von Dr. Jürgen Sonnemann). Somit konnte die erfolgreiche 

Zellsortierung der drei Fraktionen nach Autophagie-Niveau validiert werden. 

6.2 Induktion des Autophagieflux durch den Autophagie-Modulator Etoposid in 
JURKAT-Zellen  

Neben der Zellsortierung nach konstitutiver Autophagie-Aktivität sollten vergleichend 

auch pharmakologisch Autophagie-stimulierte Zellen nach Autophagie-Niveau getrennt 

werden. Etoposid aktivierte in Vorversuchen die Autophagie in JURKAT-Zellen. Bei 

Konzentrationen von 0,2 und 0,3 µM stieg die Autophagie-Aktivität in der stimulierten 

Population auf das 1,65- bzw. 2,07-Fache an, während der Zelltod bei 8,8 bzw. 11,2 % 

lag. Der Wirkstoff stellte in diesem Konzentrationsbereich einen guten Kompromiss aus 

hoher Autophagie-Aktivierung bei zugleich relativ geringem Zelltod dar. 

Die tatsächliche Autophagieflux-Aktivierung in Etoposid-behandelten JURKAT-Zellen 

konnte anhand von CQ bestätigt werden. In einer 5-stündigen Inkubationskinetik mit CQ 

wurden Zellen exemplarisch mit einer Etoposid-Konzentration von 0,2 µM behandelt und 

mit einer unstimulierten Kontrollgruppe verglichen. Zeitgleich zur Hemmung des 

Autophagosomen-Abbaus durch den Autophagie-Inhibitor CQ nahm die Cyto-ID 

Fluoreszenz in den Etoposid-behandelten Zellen stärker zu als in der Kontrollgruppe. In 

diesem Experiment wurde überdies abermals bestätigt, dass der Fluoreszenzfarbstoff 

geeignet ist, um einen Autophagieflux nachzuweisen. Wie zu erwarten war der Zelltod in 
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Etoposid-behandelten Zellen zur Kontrollgruppe erhöht, die Differenz belief sich stets 

auf unter 10 % und veränderte sich über die Inkubationszeit von CQ kaum. 

Anzumerken ist, dass Etoposid einen konzentrationsabhängigen und 

zelllinienabhängigen (in HeLa- bzw. nMuMG-Zellen (Brustdrüsenepithelzellen einer 

Maus-Zelllinie)) G2/M-Phase-Arrest auszulösen vermag (Sakaue-Sawano et al. 2011). 

Andere wiederum beobachteten einen G1/S-Phase-Arrest in Etoposid-induzierten 

Hep3B-Zellen (isolierte humane hepatozelluläre Karzinomzellen) (Yoo et al. 2012). Da 

Etoposid sowohl die Autophagie moduliert als auch in den Zellzyklus eingreift, war es 

interessant, die Zellzyklusprofile Etoposid-behandelter, nach Autophagie-Niveau-

sortierter Zellen zu analysieren. Vergleichend wurden die Zellzyklusprofile 

unstimulierter Zellen beobachtet, um den Zusammenhang zwischen Autophagie-

Aktivität und Zellzyklusphase einer Zelle zu untersuchen. 

6.3 Assoziation zwischen hohem Autophagie-Niveau und G2/M-Phase des 
Zellzyklus in JURKAT-Zellen 

Mittlerweile ist unumstritten, dass eine enge Korrelation zwischen der Autophagie- und 

Zellzyklusregulation herrscht (Zheng et al. 2019), dennoch gibt es multiple kontroverse 

Diskussionen in welcher der Zellzyklusphasen die Autophagie hochreguliert ist. Während 

die Autophagie in allen Phasen des Zellzyklus aktiv zu sein scheint (Liu et al. 2009, 

Kaminskyy et al. 2011, Li et al. 2016), plädieren einige für eine vermehrte Aktivierung 

in der frühen Interphase (G1 und S-Phase) (Tasdemir et al. 2007), andere in der frühen 

Mitose- und S-Phase (Li et al. 2016) und dritte wiederum beschreiben einen G2/M-Arrest 

bei pharmakologischer Autophagie-Induktion (Pathania et al. 2016, Filippi-Chiela et al. 

2011, Kuo et al. 2006). Die verschiedenen Erkenntnisse basieren wahrscheinlich auf den 

vielfältigen experimentellen Herangehensweisen und Interpretationen. Problematisch in 

vielen Studien ist, dass in den Experimenten Autophagie-Aktivatoren bzw. -Inhibitoren 

angewendet werden, die erwiesenermaßen unterschiedliche Effekte auf den Zellzyklus 

haben können. Des Weiteren greifen in einigen der genannten Studien, die zur 

Synchronisierung der Zellzyklusphasen genutzten Methoden, wie der Thymidin-Block 

(G1/S-Arrest), der RO-3306-induzierte G2-Arrest und das Hervorrufen einer Pseudo-

Mitose mithilfe von Nocodazol, in den natürlichen Zellzyklus ein (Tasdemir et al. 2007, 

Liu et al. 2009, Li et al. 2016). 
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6.3.1 Durchflusszytometrische Analyse – Zellfraktionen mit hohem Autophagie-
Niveau befinden sich überwiegend in der G2/M-Phase 

Dank der Methode der Zellsortierung nach Cyto-ID-Fluoreszenz wurden unbehandelte, 

nicht synchronisierte JURKAT-Zellen nach ihrem Autophagie-Niveau voneinander 

separiert, anschließend konnten die Zellzyklusprofile mittels PI-Färbung in Abhängigkeit 

der Autophagie-Aktivität analysiert werden. Die neue Herangehensweise ermöglicht es 

zuvor beschriebene Einflussfaktoren weitestgehend zu minimieren. Zusätzlich wurden 

vergleichend Autophagie-stimulierte (Etoposid) Zellen nach Autophagie-Niveau sortiert 

und auf ihre Zellzyklusprofile untersucht. 

In den sortierten Fraktionen konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen Autophagie-

Aktivität und Zellzyklusphase erkannt werden. Sowohl in unbehandelten als auch in 

Autophagie-stimulierten JURKAT-Zellen zeigten sich direkt nach dem Sortiervorgang 

Unterschiede in der Verteilung der Zellen in der G1-, S-, und G2/M-Phase der drei 

Fraktionen. In der unbehandelten Population, die nach konstitutiver Autophagie-Aktivität 

sortiert wurde, dominierten die Zellen mit niedrigem Autophagie-Niveau in der G1-

Phase, während in der G2/M-Phase die Zellen mit hohem Autophagie-Niveau 

überwogen. Die Zellen mit mittlerem Autophagie-Niveau bewegten sich zwischen den 

beiden anderen Fraktionen und zeigen den entsprechenden Zusammenhang zwischen 

Autophagie-Niveau und Zellzyklusphase. Die Zellen in der S-Phase wiesen tendenziell 

ein hohes Autophagie-Niveau auf. Der aktive Autophagieflux in der M-Phase schließt 

sich der Behauptung an, dass ein defekter Autophagiemechanismus in Einzellern mit 

abnormaler Mitose und vermehrt auftretender Aneuploidie assoziiert ist (Matsui et al. 

2013). Die Observation, dass Zellen in der G1-Phase eine niedrige Autophagie-Aktivität 

an den Tag legen, die Autophagie in S-Phase Zellen hochreguliert wird und sich Zellen 

mit hohem Autophagie-Niveau größtenteils in der G2/M-Phase befinden, stützt zudem 

die Annahmen einer Studie von Warnes (2015). In dieser konnte in myeloischen 

Leukämiezellen mittels Durchflusszytometrie bei Nährstoffmangel-induzierter 

Autophagie eine Änderung der LC3-, ergo Autophagie-Level über die Zellzyklusphasen 

festgestellt werden. Zellen in der G1-Phase wiesen den geringsten LC3-Spiegel auf, 

dieser stieg sowohl beim Übergang der G1- in die S-Phase, als auch von der S- zur G2/M-

Phase; als Zellzyklusmarker wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4‘,6-Diamidin-2-

phenylindol) herangezogen (Warnes 2015). Sowohl der bei Warnes (2015) eingesetzte 
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Fluoreszenzfarbstoff DAPI, als auch PI, lassen über den DNA-Gehalt einer Zelle 

Rückschlüsse auf die Zellzyklusphasen ziehen. Ein Defizit ist dabei die mangelnde 

Unterscheidung der G2- von der Mitosephase. Eine systematische und umfangreiche 

Studie lieferten Li et al (2016). Synchronisierte HeLa-Zellen zeigten in Western Blots im 

Vergleich zur G2-, späten Mitose- und G1-Phase einen hohen Autophagieflux (LC3-II-

Expression und Autophagie-Inhibitor Ammoniumchlorid) in der S-, sowie in der frühen 

Mitosephase (Li et al. 2016). In unbehandelten HeLa-Zellen wurde die natürlich 

auftretende Mitose fluoreszenzmikroskopisch präziser untersucht: Ebenso konnte hier, 

besonders in der frühen Mitosephase (fluoreszierende anti-β-Tubulin-Antikörper), ein 

hoher Autophagieflux (fluoreszierende anti-LC3-Antikörper und Autophagie-Inhibitor 

CQ) erfasst werden (Li et al. 2016). 

Vergleicht man vorangegangene Zellzyklusprofile unbehandelter nach Autophagie-

Niveau-sortierter Zellen mit denen Etoposid-stimulierter Zellen, lassen sich zuvor 

getroffene Annahmen untermauern. In Autophagie-induzierten Zellen wiesen diejenigen 

mit hohem Autophagie-Niveau ebenso die Tendenz auf, sich in der G2/M-Phase zu 

befinden, vice versa hielten sich Zellen mit niedrigem Autophagie-Niveau eher in der G1-

Phase auf. Während der Anteil der S-Phase-Zellen in unbehandelten Zellen, passend zu 

den Ergebnissen von Li et al. (2016), von den Zellen mit niedrigem zu hohem 

Autophagie-Niveau stieg, fiel er in Etoposid-stimulierten Zellen.Womöglich liegt dieser 

Effekt in der Zellzyklus-manipulierende Komponente von Etoposid begründet, so greift 

Etoposid, unabhängig von seinem Autophagie-Effekt, in hohen Konzentrationen in die 

DNA-Synthese, folglich in die S-Phase, ein (Ishiyama et al. 1994). Anzumerken ist, dass 

die S-Phase-Werte zu niedrig lagen, um eindeutige Schlüsse zu ziehen. 

Nach 24 Stunden waren die unterschiedlichen Verteilungsverhältnisse zwischen den 

sortierten Fraktionen der unbehandelten und der stimulierten Population nicht mehr zu 

erkennen. Bedenkt man die Verdopplungszeit der JURKAT-Zellen von 30 Stunden, 

könnte die engmaschigere Beobachtung der Zellen von Interesse sein. Abermals 24 

Stunden später, nach 48 Stunden, pendelten sich die prozentualen Anteile der Zellen in 

den verschiedenen Zellzyklusphasen auf ähnliche Werte ein und entsprachen wieder der 

durchschnittlichen stochastischen Verteilung nicht sortierter Zellen. 
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Insgesamt befindet sich der überwiegende Anteil der unbehandelten Zellpopulation in der 

G1-Phase, passend dazu arretieren Zellen, die einem Nährstoff- oder 

Wachstumsfaktormangel ausgesetzt sind, meist in der G1-Phase (Jorgensen und Tyers 

2004). Die Mehrheit der Autophagie-stimulierten Zellen befindet sich hingegen in der 

G2/M-Phase, was im Einklang mit einem Etoposid-induzierten G2/M-Zellzyklus-Arrest 

steht. Dies begründet sich vermutlich unter anderem darin, dass subletale 

Konzentrationen DNA-schädigender Wirkstoffe, wie Etoposid, zur Expression des Atg5 

Proteins führen können, welches für die Induktion der sogenannten „Mitotischen 

Katastrophe“ verantwortlich ist (Maskey et al. 2013). Diese stellt einen onko-

suppressiven Mechanismus zur Kontrolle Mitose-inkompetenter Zellen dar, kann zum 

Mitose-Arrest und folglich zum mitotischen Zelltod führen (Galluzzi et al. 2018). Solange 

eine Autophagie-Antwort während der „Mitotischen Katastrophe“ aufrechterhalten wird, 

kann der Zelltod umgangen werden (Maskey et al. 2013). Der prozentuale Anteil an sub-

G1-Zellen, welche Zellen mit fragmentierter DNA repräsentieren, lag in Etoposid-

behandelten Zellen direkt nach dem Sortiervorgang bei unter 1 %, da die toten Zellen 

mittels PI-Markierung während des Sortiervorgangs ausgeschlossen wurden. Der Zelltod 

stieg innerhalb von 48 Stunden im Vergleich zu unbehandelten Zellen etwas an (im Mittel 

bis zu 9 %), zeigte aber keine relevanten Unterschiede zwischen den sortierten 

Fraktionen. Die Versuche belegten, dass Etoposid zusätzlich zur Autophagie-Stimulation 

zu einem G2/M-Arrest in JURKAT-Zellen führt. Dies befürwortet die Annahme, dass 

Autophagie-Modulatoren in den Zellzyklus eingreifen. Um Fehlinterpretationen bei der 

Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Autophagie und Zellzyklus zu vermeiden, 

muss hierauf in Zukunft Rücksicht genommen werden. 

Zusammenfassend sprechen die erhobenen Ergebnisse sowie die Mehrheit anderer 

Forschungsarbeiten für einen Zusammenhang zwischen niedriger Autophagie-Aktivität 

und G1-Phase und widerlegen somit die Erkenntnisse von Tasdemir et al. 2007. Meine 

Ergebnisse enthüllten, dass sich sowohl unbehandelte als auch Autophagie-stimulierte 

Zellen mit einem hohen Autophagie-Niveau überwiegend in der G2/M-Phase befinden. 

Sie entkräften somit die Behauptung von Eskelinen et al. (2002), die Autophagie sei 

während der Mitosephase inhibiert, und erhärten die Hypothese eines hohen 

Autophagieflux kurz vor bzw. in der Mitosephase (Li et al. 2016, Liu et al. 2009, Loukil 

et al. 2014). Daraufhin stellte sich die Frage welchen Einfluss das Autophagie-Niveau auf 
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die molekularbiologische Zellzyklusregulation hat. Der Fokus wurde hierbei auf die 

Genexpression G2/M-spezifischer Proteine in unbehandelten Zellen gesetzt. 

6.3.2 Signifikant erhöhte Genexpression von G2/M-Markern in den 
Zellfraktionen mit hohem Autophagie-Niveau 

Da in den vorangegangenen Ergebnissen gezeigt wurde, dass sich Zellen mit hohem 

Autophagie-Niveau größtenteils in der G2/M-Phase befinden, wurde die mRNA-

Expression der Zellzyklus-Proteine Cyclin B1 (Gen: CCNB1) und PLK1 (Gen: PLK1) in 

den Autophagie-Niveau-sortieren JURKAT-Zellen untersucht. Auf Transkriptionsebene 

konnte eine signifikante Zunahme der CCNB1- und PLK1-Genexpression von der 

Fraktion mit niedrigem zu hohem Autophagie-Niveau festgestellt werden. 

Cyclin B1 und PLK1 sind annerkannte G2/M-Marker (Williams und Stoeber 2007). 

Während der G2-Phase steigt das Cyclin B1-Level um ein Vielfaches an (Pines und 

Hunter 1989) und reguliert über die Interaktion mit CDK1 den Eintritt der G2- in die 

Mitosephase (Brown et al. 2015). Die PLK1 weist in der G1- und S-Phase eine geringe 

Expression und Aktivität auf, die während der G2-Phase ansteigt und in der M-Phase 

ihren Gipfel erreicht (Strebhardt und Ullrich 2006). Die erhöhte CCNB1- und PLK1-

mRNA-Expression in der Fraktion mit hohem Autophagie-Niveau zeigt, dass sich Zellen 

mit hoher Autophagie-Aktivität überwiegend kurz vor oder in der Mitosephase befinden. 

Sie unterscheiden sich deutlich von den Zellen mit mittlerem und niedrigem Autophagie-

Niveau, die eine geringere mRNA-Expression beider Gene aufzeigten. Beide Proteine 

kennzeichnen die G2- und M-Phase und belegen passend zu den Zellzyklusanalysen eine 

enge Korrelation zwischen hoher konstitutiver Autophagie-Aktivität einer Zelle und 

genannter Zellzyklusphasen. 

Wirft man einen genaueren Blick auf die Proteine, die sowohl im Zellzyklus als auch in 

der Autophagie involviert sind, fällt auf, dass ursprünglich als Zellzyklus-relevant 

charakterisierte Proteine parallel in der Autophagieregulation eine Rolle spielen. Einige 

CDK-Inhibitoren (p16, p19, p21, p27) induzieren die Autophagie (Capparelli et al. 2012, 

Campos et al. 2016, Zada et al. 2015). Dagegen inhibieren die meisten CDKs die 

Autophagie während des Zellzyklus (Zheng et al. 2019). CDK1 ist über die 

Phosphorylierung von Vps34 an der Autophagie beteiligt und verhindert die Interaktion 

zwischen Vps34 und Beclin1, welches normalerweise in der Herunterregulierung der 
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Autophagagosomen-Formation resultiert (Rubinsztein 2010). Li et al. (2016) schlugen 

aber vor, dass dieser Schritt nicht reiche, um die Autophagie während der M-Phase 

vollends zu inhibieren. Nach anfänglicher Inhibition scheint Vps34 in späten Stadien der 

M-Phase sogar dephosphoryliert und reaktiviert zu werden (Furuya et al. 2010). Zudem 

kann die Zytokinese, der letzte Schritt der M-Phase, bei Inhibition des Autophagie-

relevanten Vps34-Komplexes nicht adäquat vonstattengehen (Sagona et al. 2010, 

Thoresen et al. 2010). Die CDK1, die über Cyclin B1 reguliert wird und über die 

Interaktion mit Vps34 Einfluss auf die Autophagieregulation nimmt, erfüllt während der 

G2/M-Phase offenbar vielfältige Aufgaben. Li et al. (2016) näherten sich der Problematik 

auf folgende Art und Weise: Sie nutzten Cyclin B1 als Zellzyklusmarker und konnten in 

der Mitosephase eine verstärkte mRNA-Expression der Autophagie-relevanten Proteine 

LC3 und Beclin1 nachweisen. Uns gelang es diese Beobachtungen in umgekehrter 

Richtung zu bestätigen. Mittels der Zellsortierung wurden die Zellen zuerst nach 

Autophagie-Niveau getrennt, anschließend konnte eine starke mRNA-Expression des 

Cyclin B1-Proteins in Zellen mit hohem Autophagie-Niveau im Vergleich zu Zellen mit 

niedrigem Autophagie-Niveau nachgewiesen werden. Auch die leicht erhöhte BECN1-

mRNA-Expression in der Zellfraktion mit hohem Autophagie-Niveau deckt sich mit 

diesen Ergebnissen (siehe Expression von ATG-Genen in Cyto-ID-sortierten JURKAT-

Zellen, Seite 66). Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Zellzyklusanalysen deutet 

dies womöglich auf eine Schlüsselrolle des Cyclin B1-Levels bzw. der CDK1-Aktivität 

in der engen Verknüpfung zwischen G2/M-Phase und hoher Autophagie-Aktivität. 

Die Rolle der PLK1 in der Autophagie bleibt kontrovers diskutiert. Einerseits induziert 

die PLK1 die Autophagie durch Phosphorylierung und somit Inhibition von mTOR (Ruf 

et al. 2017), andererseits führt die Inhibition der PLK1 zur Induktion der Autophagie in 

AML-Zellen durch Dephosphorylierung von mTOR (Tao et al. 2017), welches wiederum 

eine inhibitorische Aufgabe der PLK1 in der Autophagie-Regulation vermuten lässt. Die 

komplexe Funktion der PLK1 in der mitotischen Autophagie-Regulation scheint 

experimentell schwer zu erfassen sein. Die starke PLK1-mRNA-Expression in Zellen mit 

hohem Autophagie-Niveau, die sich laut Zellzyklusanalysen vermehrt in der G2/M-Phase 

befinden, deutet zunächst auf eine Autophagie-aktivierende Aufgabe der PLK1 in der 

G2/M-Phase und schließt sich den Aussagen von Ruf et al. (2017) an. Umgekehrt sind 

auch Autophagie-spezifische Proteine an der Zellzyklus-Regulation beteiligt. So 
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kontrolliert der Komplex mTORC1 neben der indirekten Autophagie-Antwort auf 

Nährstoffmangel und verminderte Wachstumsfaktorsignale die G2/M-Progression 

(Ramirez-Valle et al. 2010). Auch die AMPK, ein Energiesensor, der bei niedrigem 

intrazellulären ATP-Level aktiviert wird, ist sowohl in der Autophagie-Regulation über 

die Interaktion mit ULK1 als auch in den Mitoseprozess über die Regulation der 

Spindelorientierung involviert (Thaiparambil et al. 2012). Die Class III PI3K Vps34 

induziert die Autophagie über die Generierung von PI3P, welches zur Rekrutierung 

autophagozytotischer Proteine und zur Bildung des Vps34-Komplexes führt. Die 

Inhibierung des PI3K-Signalwegs führt zu einem verzögerten S-Phase-Austritt und einer 

verzögerten G2/M-Transition aufgrund von einer herabgesetzten CDK1-Aktivität 

(Ornelas et al. 2013, Roberts et al. 2002). Demnach scheint die Autophagie während der 

G2- bzw. M-Phase durchaus ein unabdingbarer Prozess zu sein. 

Die vielfältige Rolle der involvierten Proteine erklärt die Problematik, eine eindeutige 

Antwort auf die Frage zu finden, in welcher Zellzyklusphase die Autophagie 

hochreguliert ist. Der Autophagiemechanismus wird ebenso wie der Zellzyklusarrest 

unter verschiedenen Stressbedingungen induziert, in welchen er eine ausschlaggebende 

Rolle in der Überlebensfähigkeit der Zelle spielt (Mathiassen et al. 2017). Ihm werden 

zunehmend wesentliche Aufgaben zugesprochen, die den korrekten Ablauf des 

Zellzyklus sicherstellen. Ein bekannter Verbindungspunkt zwischen Autophagie und 

Zellzyklus ist die Antwort auf DNA-Schäden (Anand et al. 2020). Diese initiiert einen 

Halt der Zellzyklus-Progression und die Stimulation der Autophagie (Vessoni et al. 2013, 

Roos et al. 2016, Hewitt und Korolchuk 2017, Gomes et al. 2017) und gewährleistet somit 

die Genomintegrität. Der Fortschritt im Verständnis des Zusammenhangs zwischen 

Autophagie-Niveau und Zellzyklus hat offensichtliche Bedeutung für das Verständnis der 

komplizierten Beziehung zwischen Autophagie und Tumorgenese. 

6.4 Keine Einflussnahme der konstitutiven Autophagie-Aktivität auf die 
Chemosensibilität in JURKAT-Zellen 

In den letzten Jahren wurden die weitreichenden Erkenntnisse in Hinblick auf den 

Zusammenhang zwischen Autophagie, Tumorentstehung und -progression kontinuierlich 

zusammengetragen (Singh et al. 2017, Amaravadi et al. 2016, Galluzzi et al. 2015) und 

lassen keinen Zweifel an der potentiellen Chance, die die Autophagie-Modulation in der 
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Krebsbehandlung mit sich bringen würde. Die vielseitigen Widersprüche bezüglich 

Autophagie-Inhibition versus -Induktion in der Literatur lassen die Frage offen, in welche 

Richtung die Autophagie-Modulation bei der Krebstherapie von Vorteil sein könnte 

(siehe Autophagie und Tumorentstehung bzw. -progression, Seite 22). Einerseits können 

Autophagie-abhängige Zelltodmechanismen zur Wirksamkeit von Chemotherapeutika 

beitragen, andererseits führen protektive Autophagieprozesse in Krebszellen zur 

Ausbildung von Resistenzen unter Chemotherapie (Sui et al. 2013). In Mausmodellen mit 

humanen Leukämiezellen (AML) konnte bei genetischer Autophagie-Inhibition (über 

ATG7-Knockdown) eine bessere Ansprechrate auf Chemotherapeutika festgestellt 

werden (Piya et al. 2016). Auch die pharmakologische Autophagie-Inhibition (mittels 

CQ) erhöhte die Chemosensibilität in ALL-Zellen (Takahashi et al. 2017). Auf der 

anderen Seite zeigte der Einsatz von Autophagie-Aktivatoren, wie beispielsweise mTOR-

Inhibitor Everolimus, in Mausmodellen mit humanen Leukämiezellen (ALL) ebenfalls 

eine Sensitivierung gegenüber Chemotherapeutika (Crazzolara et al. 2009). Auch in 

klinischen Studien konnte beim Einsatz von Autophagie-Inhibitoren sowie -Aktivatoren 

die Frage, ob eine Hochregulation oder Unterdrückung der Autophagie in der 

Krebstherapie förderlich ist, nicht einheitlich geklärt werden (Djavaheri-Mergny et al. 

2019). Bis dato gibt es zahlreiche Forschungsarbeiten, die die Autophagie-Aktivität 

pharmakologisch oder genetisch modulieren, jedoch untersuchte kaum eine den Einfluss 

der konstitutiven Autophagie-Aktivität von Tumorzellen auf Unterschiede in der 

Reaktion auf die Behandlung mit Zytostatika. 

Da die neue Methode der Zellsortierung erfolgreich zur Zellzyklusprofilanalyse 

Autophagie-Niveau-sortierter JURKAT-Zellen eingesetzt werden konnte, kam der 

Gedanke auf, die Methode zu nutzen, um im Allgemeinen eine Aussage darüber treffen 

zu können, ob sich Zellen mit niedriger, mittlerer und hoher konstitutiver Autophagie-

Aktivität hinsichtlich ihrer Chemosensibilität unterscheiden. Exemplarisch wurde wieder 

die ALL-Zelllinie JURKAT herangezogen. Die Wahl der Zytostatika fiel auf Cytarabin, 

einem zur Behandlung von Leukämien gängigen Chemotherapeutikum, und Etoposid, 

einem allgemein weitläufig eingesetzten Zytostatikum. Cyto-ID-sortierte JURKAT-

Zellen wurden für 24 Stunden mit den Chemotherapeutika Cytarabin bzw. Etoposid 

inkubiert. Pro Chemotherapeutikum kamen drei aufsteigende Wirkstoffkonzentrationen 

zum Einsatz. Sowohl beim Zelltod als auch im Verlust des ∆Ψm waren keine signifikanten 
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Unterschiede zwischen den nach Autophagie-Niveau sortierten Fraktionen festzustellen. 

Zu vermerken ist, dass beide eingesetzten Zytostatika in der S-Phase wirken. Etoposid, 

ein Topoisomerase-II-Inhibitor, induziert Doppelstrangbrüche und hemmt die DNA-

Synthese der S-Phase Zellen und führte in Leukämiezellen, passend zu vorangegangenen 

Ergebnissen, zu einem Arrest in der G2/M-Phase (Ishiyama et al. 1994). Auch Cytarabin, 

ein Antimetabolit, wirkt in der S-Phase, führte jedoch zu einem G1/S-Phase-Arrest 

(Ishiyama et al. 1994). Interessanterweise führte die Kombination von Autophagie-

Inhibitor CQ und Chemotherapeutika, die ihre zytotoxische Wirkung in der M-Phase 

entfalten (Paclitaxel und Vinblastin), zu erhöhten anti-tumoralen Effekten der Zytostatika 

(Levy et al. 2014, Gao et al. 2015). Mit Hinblick auf die gewonnenen Erkenntnisse bei 

der Analyse der Zellzyklusprofile der nach Autophagie-Niveau sortieren Zellen und dem 

Zusammenhang zwischen Autophagie-Aktivität und Zellzyklusphase einer Zelle, stellt 

sich die Frage, inwieweit dieser Faktor bei der Wahl des Zytostatikums in Bezug auf die 

konstitutive Autophagie-Aktivität bzw. Kombination mit einem Autophagie-Modulator 

eine Rolle spielt. Hierzu wären weitere Versuche – unter systematischer 

Berücksichtigung der Zellzyklusphase, in der die eingesetzten Zytostatika wirken – von 

Interesse und würden Klarheit schaffen im Zusammenspiel zwischen Autophagie, 

Zellzyklus und Chemosensibilität. 

Es bleibt festzuhalten, dass die initiale konstitutive Autophagie-Aktivität keinen Einfluss 

auf die Chemosensibilität (bezüglich Cytarabin und Etoposid) in JURKAT-Zellen nimmt. 

Diese neue Erkenntnis trägt dazu bei, die Autophagie-abhängigen Resistenzmechanismen 

in Tumorzellen besser zu verstehen. Die Beobachtungen sprechen gegen einen 

protektiven Effekt einer initial hohen konstitutiven Autophagie-Aktivität in Krebszellen, 

lassen jedoch nur einen Rückschluss über den Einfluss der basalen und nicht der 

Zytostatika-induzierten Autophagie-Aktivität auf die Chemosensibilität zu. So kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass die Zytostatika-induzierte Autophagie beispielsweise zu 

einer herabgesetzten Zytostatika-Empfindlichkeit führt und folglich die Inhibition der 

Autophagie im Kontext der Krebstherapie förderlich wäre. Die Autophagie-Modulation 

als Ansatz der Sensibilitätssteigerung zu nutzen verbleibt eine Option, jedoch muss der 

Rolle der Autophagie mit Blick auf die Kannzerogenese künftig weiter nachgegangen 

werden.  
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7 Schlussfolgerung 

Die Weiterentwicklung und Etablierung der Methode der Zellsortierung mittels Cyto-ID 

ermöglichte weitreichende Erkenntnisse im Hinblick auf den Zusammenhang der 

Autophagie-Aktivität mit tumorbiologisch bedeutsamen Faktoren wie Zellzyklusphasen 

und Chemosensibilität in ALL-Zellen. 

Der Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID wurde nach Validierung und Charakterisierung als 

Autophagieflux-Marker in der Methode der Zellsortierung nach Autophagie-Niveau 

eingesetzt. Die Methode ermöglichte erstmalig, anhand von Zellpopulationen mit 

distinkter autophagozytotischer Aktivität den Zusammenhang von konsitutiver 

Autophagie sowohl mit dem Zellzyklus wie auch mit der Chemosensibilität zu 

untersuchen. Obwohl die Verknüpfung von Zellzyklus und Autophagie in vielen Studien 

untersucht wurde, war der Charakter des Zusammenhangs umstritten. Die Methode der 

Zellsortierung ermöglichte es nachzuweisen, dass Zellen besonders in der G2/M-Phase 

einen hohen Autophagieflux aufwiesen. In Bezug auf die zweischneidige Rolle der 

Autophagie in der Kanzerogenese führten die Untersuchungen an sortierten Zellen zu 

dem Befund, dass die konstitutive Autophagie-Aktivität keinen Einfluss auf die 

Sensibilität gegenüber den Chemotherapeutika Cytarabin und Etoposid nahm. Diese 

Erkenntnis weckt Zweifel, ob die klinische Manipulierung der Autophagie tatsächlich 

geeignet ist, Chemoresistenz zu überwinden und legt nahe, den Einfluss der Autophagie 

auf die Chemosensibilität noch eingehender zu prüfen. 

Die nach einmal erfolgter Etablierung relativ einfach durchzuführende Methode der 

Zellsortierung nach Autophagie-Niveau verspricht, ohne größeren Aufwand auf weitere 

Zelllinien übertragen werden zu können. Sie ermöglicht somit, nach Belieben weitere mit 

der Autophagie im Zusammenhang stehende zelluläre Mechanismen in 

unterschiedlichsten Tumoren zu untersuchen. Damit eröffnet diese Methode neue 

Möglichkeiten in der Grundlagenforschung der Autophagie wie auch in der Entwicklung 

von Wirkstoffen zu ihrer klinischen Manipulierung.  
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