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1. Einleitung 

1.1  Karzinogenese 

 
Die heutzutage am weitesten verbreitete Theorie zur Entstehung von 

Tumorerkrankungen, die somatische Mutationstheorie (SMT), geht vor allem auf die 

Forschung von Theodor Boveri zurück, der in seinem 1914 erschienenen Werk 

Chromosomendefekte als Ursache für die Entartung gesunder Körperzellen hin zur 

malignen Tumorzelle annahm (1). Erst 1960 lieferten Nowell und Hungerford 

experimentelle Daten zur Bedeutung des Philadelphia-Chromosoms bei der 

Entstehung von chronisch myeloischer Leukämie (2), die Boveri´s Theorie stützten und 

letztlich zum heute gängigen Verständnis von Krebs, dessen Ursache in der 

genetischen Störung des Gleichgewichtes zwischen Proliferation und Apoptose einer 

Körperzelle liegt, beigetragen haben. 

In der Übersichtsarbeit „hallmarks of cancer“ von Douglas Hannahan und Robert A. 

Weinberg sind die notwendigen und grundlegenden Merkmale einer zur Tumorzelle 

entarteten gesunden Körperzelle unabhängig von der Tumorentität definiert (3). Sie 

postulieren, dass Tumorzellen eine Manifestation sechs essenzieller Veränderungen 

in der Zellphysiologie sind:  

1. Unabhängigkeit von Wachstumssignalen 

2. Unabhängigkeit von wachstumshemmenden Faktoren 

3. Umgehung der Apoptose 

4. unbegrenztes, replikatives Potenzial 

5. Fähigkeit zur Angiogenese 

6. Fähigkeit zur Metastasierung 

In einer weiteren Publikation (4) führten sie die Bedeutung der Rekrutierung gesunder 

Stromazellen durch Tumorzellen zur Bildung einer für sie vorteilhaften 

Tumormikroumgebung für Wachstum und Malignität aus. So ist nicht nur die 

Entwicklung einer Genominstabilität ein wichtiges Charakteristikum für die 

Tumorentstehung, sondern auch der Inflammationsstatus der prämalignen Zelle. 

Zusätzlich erlangen Tumorzellen die Fähigkeit, sich der Immunantwort des Körpers zu 
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entziehen. Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle 

sowohl bei der Inflammation als auch bei der Entstehung, Angiogenese und 

Proliferation von Tumoren. Auch die Infiltration von Immunzellen durch die Bildung 

bestimmter Faktoren führt paradoxerweise zu einer Progression des Tumorwachstums 

(5).  

 

1.2  Grundlagen der Autophagie 

 
Der Begriff Autophagie stammt von dem altgriechischen Wort autóphagos ab und 

bedeutet so viel wie „sich selbst verzehrend“. Er bezeichnet einen in allen 

eukaryotischen Zellen, von einzelligen Hefen bis hin zu Säugetieren vorkommenden, 

evolutionär konservierten Zellprozess, der zytoplasmatische Zellkomponenten in 

Doppelmembran-Vesikel verpackt und zu den Lysosomen transportiert (6). Dort 

werden die Makromoleküle durch lysosomale Proteasen, Nukleasen und Lipasen 

hydrolysiert und abgebaut (7). 

Christian De Duve prägte den Begriff Autophagie erstmals im Jahre 1963, um das 

Vorhandensein von Einfach- und Doppelmembran-Vesikeln, den Autophagosomen,  in 

unterschiedlichen Stadien des lysosomalen Abbaus verschiedener zellulärer 

Bestandteile zu beschreiben (8). Zunächst erschien es kontrovers, dass die Zelle ihre 

eigenen Komponenten selbstverdaut und man vermutete, dass die Autophagie eine 

Art Recyclingmechanismus der Zelle darstellt. Aus heutiger Sicht ist die Autophagie 

ein Recyclingprozess, der nicht nur dem Abbau fehlgefalteter Proteine oder 

geschädigter Zellorganellen dient, sondern auch als Energie- und Nährstofflieferant, 

wie beispielsweise in Phasen der Vorbereitung der Zellteilung oder des 

Nährstoffmangels (9). Sie nimmt auch eine Schlüsselrolle bei der Immunabwehr gegen 

intrazelluläre Mikroben ein (10) bzw. ist wesentlicher Bestandteil von verschiedenen 

Krankheiten wie zum Beispiel Krebs- (11) oder neurodegenerativen Erkrankungen 

(12). Auch als Teil der Immunantwort, in der Entwicklung und dem Altern ist sie von 

großer Bedeutung (13). Grundlage dieser vielfältigen Funktionen ist ein komplexer 

Mechanismus, der intrazellulär abläuft und für den unterschiedliche extrazelluläre 

Signale, Regulatorproteine und Organellen von Bedeutung sind. 
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1.2.1 Molekularer Mechanismus der Autophagie 

 
Bei der sog. Makroautophagie bildet sich um unselektive, zytoplasmatische 

Komponenten das Autophagosom, ein Doppelmembran-Vesikel. Durch die Fusion der 

äußeren Membran des Autophagosoms mit einem Lysosom entsteht ein 

Autophagolysosom. Zur Degradation der Moleküle wird die innere Membran des 

ehemaligen Autophagosoms lysiert und der Inhalt von den Enzymen des Lysosoms 

hydrolysiert. Neben der Makroautophagie existieren noch zwei weitere Formen, die 

Mikroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie. Da die Makroautophagie 

jedoch bei weitem den dominierenden Prozess darstellt, , wird sie oft vereinfacht als 

Autophagie bezeichnet. Sie leistet neben der proteasomalen Degradation den größten 

Beitrag zum Abbau von biologischen Makromolekülen und Organellen (14,15) Der 

Ablauf lässt sich grundsätzlich in die vier Phasen Initiation, Nukleation, Expansion und 

Fusion einteilen. Für die Initiation der Bildung des Autophagosoms sind 

unterschiedliche Proteine und Enzymkomplexe notwendig. 

 

 

 

Abbildung 1: schematische Darstellung der Bildung eines Autophagolysosoms. 
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1.2.1.1 Initiation 

Die Autophagie wird als frühe zelluläre Antwort auf Nährstoffmangel, Hypoxie oder der 

reduzierten Verfügbarkeit von Wachstumsfaktoren zur Anpassung des 

Zellmetabolismus aktiviert, um die verfügbaren Energieressourcen optimal zu nutzen 

(16). Unter den vielen unterschiedlichen Enzymen und Signalwegen, die eine Rolle bei 

der Regulation von Autophagie und Wachstum spielen, nimmt das Enzym mTOR 

(mechanistic target of Rapamycin) eine Schlüsselrolle ein (17), da es in Abhängigkeit 

der zellulären, physiologischen Bedingungen die Balance zwischen anabolem und 

katabolem Metabolismus koordiniert. mTOR ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die 

zur Enzymfamilie der PIKKs (Phosphatidylinositol-3-kinase-related-kinases) gehört. 

Die Aktivität von mTOR ist unter Bedingungen des Nährstoffmangels inhibiert, was 

sich schon früh als ein entscheidender Schritt für die Initiation der Autophagie in 

Eukaryoten herausgestellt hat (18). Für die Vermittlung der Downstream-Effekte von 

mTOR spielen die autophagy related gene proteins (Atg-Proteine) die womöglich 

größte Rolle, denn sie regulieren sowohl die Initiation als auch die Elongation der 

Doppelmembran und somit die Bildung des Autophagosoms (19). Sie vermitteln ihre 

unterschiedlichen, komplexen Funktionen in verschiedenen Proteinkomplexen (s. Abb. 

2). 

 

Abbildung 2: mTOR-abhängige Aktivierung des Initiationskomplexes. Unter energiereichen 

Bedingungen führt die mTOR-abhängige Phosphorylierung von Bestandteilen des Initiationskomplexes 

zur Herunterregulierung der Autophagie. Unter bestimmten Bedingungen wie Nährstoffmangel oder 

hypoxischem Stress dissoziiert mTOR von dem Initiationskomplex und induziert so die Autophagie. 
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Unter energiereichen Bedingungen liegt mTOR an einen Kinasekomplex gebunden 

vor, der von unterschiedlichen Atg-Proteinen (u.a. ULK1/2-Atg13-FIP200-Atg101-

Kinase-Komplex) gebildet wird. mTOR inaktiviert dabei den Kinasekomplex durch die 

Phosphorylierung von ULK1/2 und Atg13. Kommt es nun beispielsweise zu einem 

Nährstoffmangel, dissoziiert mTOR von dem Kinasekomplex und ULK1/2 und Atg13 

werden durch Phosphatasen dephosphoryliert. ULK1/2 kann nun FIP200 

phosphorylieren und erlaubt es dem so aktivierten Komplex den weiteren 

Mechanismus der Autophagie in Gang zu setzen (20). Zusätzlich zu mTOR wird der 

Initiationskomplex von verschiedenen weiteren Enzymen reguliert, wie zum Beispiel 

der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA) (21) oder der AMP-aktivierten 

Proteinkinase (AMPK) (22,23). Der genaue Ort der Doppelmembranbildung ist bisher 

nicht endgültig geklärt, die meisten Studien deuten allerdings auf das 

endoplasmatische Retikulum als Bildungsort hin (24,25). 

Die Rekrutierung des ULK1/2-Komplexes an den Bildungsort der 

Autophagosomenmembran am endoplasmatischen Retikulum allein ist allerdings nicht 

ausreichend für die Initiation und der darauffolgenden Nukleation der Autophagie, 

sondern weitere Proteinkomplexe spielen eine wichtige Rolle. 
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1.2.1.2 Nukleation 

Ein wichtiger Faktor für die Rekrutierung weiterer Proteinkomplexe ist die Bildung des 

second messengers Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PIP3) an der Membran des 

endoplasmatischen Retikulums (s. Abb. 3). 

 

 

Abbildung 3: Bildung der Isolationsmembran. Die Bildung von PI3P durch den Kinasekomplex 
PI3KC3 an der Membran des endoplasmatischen Retikulums führt zur Rekrutierung PI3P-bindender 
Proteine, die den Startpunkt der Bildung der Isolationsmembran markieren. 
 
Der Kinasekomplex PI3KC3 (class-lll-phosphatidylinositol-3-phosphate-kinase) 

generiert die Bildung von PI3P und sorgt so für die Rekrutierung von PI3P-bindenden 

Proteinen an den Bildungsort der Doppelmembran, dem Omegasom. Wichtige 

Beispiele hierfür sind WIPIs (WD-repeat protein-interacting phosphoinositide), DFCP1 

(Double-FYVE-containing protein 1) und der  ebenfalls essenzielle Ubiquitin-ähnliche 

Atg12-Atg5-Atg16L1 Komplex (26). Der katalytisch aktive Teil der PI3KC3 ist die 

Lipidkinase Vps34, die dort an die Proteine Beclin-1 und Vps15 gebunden vorliegt und 

zwei unterschiedliche Komplexe bilden kann (27). Komplex l beinhaltet die 

Autophagie-spezifische Untereinheit Atg14 (28), der für die Generierung des PI3P-

reichen Milieus verantwortlich ist. Komplex ll liegt mit dem Protein UVRAG assoziiert 

vor und spielt erst bei der Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom eine Rolle 

(siehe unten) (29). Reguliert wird die Aktivität des Komplex l durch die 

Phosphorylierung von Beclin-1 an Ser14. Dafür verantwortlich ist der 

Initiationskomplex ULK1/2, der durch Atg14 an den Komplex bindet und nach der 
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Phosphorylierung von Beclin-1 die Bildung von PI3P durch die Vps34-Kinase induziert 

(30). Die Bedeutung von Beclin-1 für die Aktivierung der Kinasefunktion von Vps34 

basiert vor allem auf der Beobachtung, dass die Bindung von Beclin-1 an das anti-

apoptotische Protein Beclin-2 unter energiearmen Bedingungen schwächer wird und 

somit mehr Beclin-1 für die Komplexbildung zur Verfügung steht. Es zeigte sich, dass 

bei Mutationen von Beclin-1, die eine mangelhafte Bindung an Beclin-2 zur Folge 

haben, die Autophagie vermehrt abläuft (31).  

ULK1/2 und PI3KC3 binden an eine gekrümmte Stelle der Membran des 

endoplasmatischen Retikulums über das Transmembranprotein VMP1 (26) und sind 

essenziell für den Ablauf der Autophagie (32). An dieser omega-förmigen Subdomäne 

des endoplasmatischen Retikulums, dem bereits erwähnten Omegasom, startet die 

Rekrutierung von Membrananteilen zur Bildung der Isolationsmembran, aus der sich 

während des Elongationsprozesses die Autophagosomenmembran bildet. 

Omegasomen wurden als Bereiche des endoplasmatischen Retikulums identifiziert, 

die durch das PI3P-bindende Protein DFCP1 gekennzeichnet sind und die 

Anwesenheit von PI3KC3 voraussetzt (33). DFCP1-positive Omegasomen erscheinen 

an Kontaktstellen der Membran des endoplasmatischen Retikulums mit der 

Mitochondrienmembran (34), die eine Quelle für Bestandteile der 

Autophagosomenmembran darstellt (35).  

 

1.2.1.3 Expansion der Isolationsmembran 

 
Die Expansion der Isolationsmembran wird vor allem durch zwei Ubiquitin-ähnliche 

Konjugationssysteme moduliert, dem Atg12-Atg5-Atg16L-Konjugationssystem 

(Atg16L-Komplex) und dem LC3-Konjugationssystem (s. Abb. 4).  

Atg12 ist ein Ubiquitin-ähnliches Protein, das mit Atg5 ein Konjugat bildet. Atg16L 

bindet an dieses Konjugat und bildet den Atg16L-Komplex, welcher die Konjugation 

von LC3 mit Phosphatidylethanolamin (PE) ermöglicht (36). Der Atg16L-Komplex wird 

unter anderem durch das PI3P-bindende Protein WIPI2 an den Ort der 

Membranbildung rekrutiert (37). Beobachtungen von Polson et al. lassen vermuten, 

dass die genaue Lokalisation der PI3P-bindenden Proteine DFCP1 und WIPI2 

unterschiedlich ist. Während DFCP1 am Omegasom lokalisiert ist, findet man WIPI2 
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vor allem auf der sich am Omegasom bildenden Isolationsmembran, was eine 

besondere Bedeutung des Atg16L-Komplexes für dessen Expansion vermuten lässt 

(38). Während der Atg16L-Komplex spezifisch auf der äußeren Seite der Membran 

lokalisiert ist, kommt das LC3-PE-Konjugat sowohl auf der äußeren, als auch auf der 

inneren Seite der Membran vor und dient als spezifischer Marker für die qualitative und 

quantitative Analyse von Membranstrukturen während der Autophagie (39). Das 

Ubiquitin-ähnliche Protein LC3 gehört zur Familie der Atg8-Proteine und liegt im 

Zytosol gelöst vor (LC3-l). LC3-l wird durch eine Ubiquitin-ähnliche Reaktion mit Hilfe 

der Enzyme Atg7, Atg3 und dem Atg16L-Komplex kovalent an das Lipid PE gebunden. 

Die lipidierte Form LC3-ll scheint für die Expansion der Isolationsmembran und den 

Abschluss der Autophagosomen-Membranbildung von Relevanz zu sein (40,41). Die 

exakte Funktion in der Autophagie ist allerdings noch nicht endgültig geklärt, denn 

neben seiner Funktion bei der Membranbildung fungiert LC3 auch als Rezeptor auf 

der Autophagosomenmembran, der für die selektive Inkorporation von Proteinen, die 

der autophagischen Degradation zugeführt werden sollen, verantwortlich ist (42). Nach 

Abschluss der Autophagosomenbildung erfolgt die Fusion mit Lysosomen und späten 

Endosomen zum Autophagolysosom. 
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Abbildung 4: LC3- und Atg16L-Konjugationssystem. Zwei Ubiquitin-ähnliche Konjugationssysteme 
vermitteln den Einbau von LC3-ll in die expandierende Isolationsmembran. 
 

1.2.1.4 Fusion von Autophagosom und Lysosom 

 
Für die Fusion eines Autophagosoms mit einem Lysosom ist das Zytoskelett und vor 

allem das Mikrotubulussystem essenziell (43). Späte Endosomen und Lysosomen 

finden sich vorwiegend in der perinukleären Region, während Autophagosomen 

überall im Zytoplasma vorliegen können (44). Für die Fusion der beiden 

Zellkompartimente ist der koordinierte Transport entlang des Mikrotubulussystems 

notwendig. Entsprechende Beobachtungen zeigen, dass reife Autophagosomen mit 

Hilfe von Dynein-Dynaktin-Motorkomplexen am Mikrotubulus entlang in Richtung 

Minus-Ende in die perinukleäre Region zu den Lysosomen transportiert werden (45). 

Es ist allerdings schwierig zwischen dem reinen Transport entlang der Mikrotubuli und 

dem eigentlichen Fusionsprozess zu unterscheiden, denn beide Prozesse scheinen 

fast zeitgleich abzulaufen. Die heutige Vorstellung dieses Mechanismus beruht dabei 

vor allem auf dem generellen Verständnis von intrazellulärem Membrantransport, 

insbesondere im Hinblick auf drei unterschiedliche Proteinfamilien: Rab GTPasen, 

membranbindende Komplexe und SNAP-Rezeptoren (SNARE = soluble N-
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ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) (46-48). Rab-Proteine 

rekrutieren membranbindende Komplexe, die als Brücke zwischen den zu 

fusionierenden Kompartimenten fungieren und die SNARE-Proteine bei ihrer Funktion 

unterstützen, die Fusion sich gegenüberliegender Doppelmembranen zu induzieren (s. 

Abb. 5). 

 

 

Abbildung 5: Fusion zwischen Autophagosom und Lysosom. Die Fusion zwischen Autophagosom 
und Lysosom wird durch die Interaktion unterschiedlicher Proteine vermittelt. Die Abbildung zeigt 
schematisch die für die Fusion wichtigsten Proteine und Proteinkomplexe. 

Verankert werden beide Zellorganellen am Mikrotubulus über die kleine GTPase Rab7, 

die nicht nur dem Transport dient, sondern auch wie oben beschrieben für die Fusion 

beider Zellorganellen wichtig ist (49). Autophagosomen rekrutieren während ihrer 

Reifung Rab7 auf bisher noch unbekannte Weise und sind so in der Lage, mit anderen 

Rab7-positiven Organellen, wie den späten Endosomen oder Lysosomen, zu 

fusionieren (50). Reguliert wird die GTPase-Aktivität von Rab7 unter anderem durch 

den Komplex ll der PI3KC3 mit seiner Untereinheit UVRAG (51), die an das Protein 

Vps16 bindet, einer Untereinheit des HOPS-Komplexes (homotypic fusion and protein 

sorting complex). HOPS-Komplexe sind membranbindende Komplexe, die mit dem 

SNARE-Protein STX17 interagieren und die Fusion von Autophagosom und Lysosom 
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fördern (52). Ein Mangel an HOPS-Komplexen und STX17 führt zur Akkumulation von 

Autophagosomen und damit Hemmung der Autophagie, was deren enorme Bedeutung 

für den Ablauf der Autophagie unterstreicht (53). 

Nach der Fusion der äußeren Membran des Autophagosoms mit dem Lysosom wird 

die innere Membran mit Hilfe der Atg15-Lipase lysiert (54) und der Inhalt des 

Autophagosoms durch unterschiedliche lysosomale Enzyme abgebaut. Die 

abgebauten Bestandteile werden nun zurück in das Zytosol mittels einer 

Membranpermease (enthält Atg22) transportiert, wo sie beispielsweise als 

Energiequelle dienen (55). 

 

1.2.2 Autophagie bei Tumorerkrankungen 

 
Die Autophagie wurde schon früh mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht und 

zunächst als reiner Tumorsuppressor angesehen. Diese Annahme stützte sich auf 

erste Studien, in denen der monoallele Verlust von BECN1 (Beclin-1) zu einer hohen 

Inzidenz spontan auftretender Tumore bei Beclin-1+/--Mäusen führt (56) und auch bei 

einigen Arten von humanen Mamma-, Ovarial- und Prostatatumoren gefunden wurde 

(57,58). Diese Ergebnisse gingen mit anderen Beobachtungen einher, bei denen eine 

Überexpression von Beclin-1 das Tumorwachstum in humanen Brustkrebs-Zelllinien 

unterdrückt (11). Widersprüchliche Ergebnisse lieferten Daten aus der Genomanalyse 

unterschiedlicher Tumorentitäten, die zeigten, dass eine BECN1-Mutation nur bei 

Mamma- und Ovarialkarzinomen und gleichzeitig auftretender Mutation im BRCA1-

Gen auftrat. In anderen Tumorentitäten fand man keine Hinweise für eine 

wiederkehrende BECN1-Mutation (59). Als mögliche Erklärung der unterschiedlichen 

Ergebnisse wird die direkte Nachbarschaft von BECN1 und BRCA1 auf dem 

Chromosom 17 angeführt (57). So sei eine Mutation im BECN1-Gen eine 

Begleiterscheinung bei Mutationen im BRCA1-Gen, die oftmals größere 

Genabschnitte mit betreffen. Diese beteiligten Mutationen anderer Genabschnitte 

können jedoch nicht als ursächlich für die Tumorbildung angesehen werden. In 

GEMMs (genetically enginereed mouse models) für hereditäre Mammakarzinome 

förderte der Verlust von BECN1 die Aktivierung von p53, was zu einer verminderten 

Tumorbildung führte und damit genau entgegen der bisherigen Vermutung von BECN1 

als reinem Tumorsuppressor spricht (60). Diese zunächst paradoxen Beobachtungen 
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zeigten sich auch bei der Entwicklung benigner Hepatoma in genetisch veränderten 

Mäusen mit einem allelen Verlust der Autophagie-spezifischen Gene ATG5 und ATG7. 

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Autophagie in der Leber einer 

Tumorentstehung entgegenwirkt und gleichzeitig für die Progression von benignen zu 

malignen Tumoren von Bedeutung ist (61), also eine Funktion beim Wachstum solider 

Tumore innehat. Bei Atg7-/--Mäusen führt der Mangel an Autophagie zu erhöhtem 

oxidativem Stress, der bei BrafV600E - Lungentumoren durch die Aktivierung von NRF2 

das Tumorwachstum stimuliert. In späteren Stadien des Tumorwachstums führt dies 

aber zu einem verlangsamten Wachstum und einer verringerten Konversion benigner 

in maligne Tumore (62). Dass die Autophagie für das Tumorwachstum essenziell zu 

sein scheint, deckt sich mit der Beobachtung, dass die basal ablaufende Autophagie 

in hypoxischen Tumorregionen hochreguliert ist (63). Auch in RAS-abhängigen 

Tumoren findet man eine hochregulierte Autophagie, die das Wachstum, das 

Überleben und die Metastasierung fördert und eine Abhängigkeit des wachsenden 

Tumors von der Autophagie vermuten lässt (64-66). In humanen Melanomen mit 

aktiver BRAF-Mutation und einer Resistenz gegenüber BRAF-Inhibition wurde ein 

hohes Level basal ablaufender Autophagie entdeckt, was mit einem aggressiveren 

Verlauf einhergeht und vermuten lässt, dass die Autophagie womöglich bei der 

Resistenzentwicklung eine Rolle spielt (67). Durch kombinierte BRAF- und 

Autophagie-Inhibition konnte die Resistenz überwunden, der Zelltod induziert und die 

Tumorregression gefördert werden (68).  

Der Einfluss verschiedener therapeutischer Maßnahmen der Krebstherapie auf die 

Autophagie und ihre mögliche Rolle bei der Resistenzentwicklung wurde bereits in 

einigen Studien untersucht und zeigen das therapeutische Potenzial der Autophagie-

Inhibition als adjuvante, therapeutische Maßnahme (69-71). Die Invasion von 

Tumorzellen in das benachbarte Gewebe und die Metastasierung in andere Organe 

ist ein wichtiges Merkmal für die Aggressivität eines Tumors. Dies hat enormen 

Einfluss auf die Prognose des Patienten. Die Autophagie scheint an der Invasion, 

Migration und Metastasierung durch die Reduzierung fokaler Adhäsionskontakte direkt 

beteiligt zu sein (72,73).  

Der tumorsuppressive Effekt der Autophagie lässt sich durch die Versuche mit GEMMs 

auf verschiedene Effekte zurückführen. Die Autophagie verhindert oxidativen Stress in 

den Zellen, aktiviert die DNA-Schadensantwort, mindert chronischen Gewebeschaden 
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und Inflammation und verhindert die Akkumulation von p62, einem Regulatorprotein in 

der Autophagie, das bei der Karzinogenese beteiligt sein soll (74). Die genannten 

Ereignisse sind bekannte Ursachen für genomische Instabilität und fördern das 

Tumorwachstum (75-77). Ob dieser Mechanismus der Initiation der Tumorbildung 

durch eine genetisch bedingt vermindert ablaufende Autophagie auch beim Menschen 

eine Rolle spielt, muss in Zukunft weiter untersucht werden. Wahrscheinlicher ist, dass 

diese Mechanismen beim Menschen indirekt, durch beispielsweise die Aktivierung von 

mTOR und damit Inhibition der Autophagie, auf die Karzinogenese Einfluss nehmen 

(78). 

Die genaue Funktion der Autophagie bei der Tumorentstehung und –progression ist 

komplex und hängt von unterschiedlichen Faktoren, wie der Phase des 

Tumorwachstums, dem Gewebe oder eventuellen Mutationen in Autophagie-

spezifischen Genen, ab. Sie kann sowohl der Tumorentstehung entgegenwirken als 

auch das Wachstum solider Tumore fördern und zu Resistenzen beitragen. Eine 

zukünftige Evaluation der genauen Funktion in einzelnen Tumorentitäten ist daher von 

zentraler Bedeutung. 

 

1.2.3 Autophagie in HNSCC 

 
Tumore des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) sind heterogene Tumore mit 

unterschiedlichen, aber auch immer wieder auftretenden genetischen Mutationen (79), 

wovon einige Auswirkungen auf Signalwege haben, die für die Autophagie relevant 

sind (80). Beispielsweise ist das PIK3CA-Gen in HNSCC häufig mutiert, das über die 

Aktivierung von PI3K und nachgeordneten Effektoren wie mTOR Einfluss auf die 

Autophagie ausübt. Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) wird durch eine 

Mutation im entsprechenden Gen in HNSCC häufig vermehrt exprimiert (81) und 

moduliert als vorgeschalteter Regulator den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg (82,83). In 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen (NSCLC) fördert die erhöhte Expression von 

EGFR das Tumorwachstum und Resistenzen gegenüber Chemotherapie mit 

Tyrosinkinaseinhibitoren unter anderem durch seine Wirkung auf Beclin-1 und damit 

verbundener geringerer Vps34 Aktivität (83). Ein häufig klinisch eingesetzter EGFR-

Inhibitor ist Cetuximab, der in Kombination mit anderen Therapieoptionen zu einer 

signifikanten Verbesserung des Gesamtüberlebens bei Patienten mit HNSCC führt 



Einleitung 

 
14 

(84,85). Cetuximab führt in vitro zu einer Induktion der Autophagie. Dies dient der Zelle 

als Schutzmechanismus, um der durch Cetuximab induzierten Apoptose zu entgehen. 

Gleichzeitige Inhibition der Autophagie durch den Autophagie-Inhibitor Chloroquin 

(Chloroquin, siehe unten) verstärkt den apoptoseinduzierenden Effekt von Cetuximab 

(86) und verdeutlicht das therapeutische Potenzial einer Autophagiemodulation. 

Immunohistochemische Studien mit OSCC (oral squamous cell carcinoma) zeigten 

erhöhte Level an zytoplasmatischem p62, was auf eine beeinträchtigte Autophagie 

schließen lässt und mit einer schlechten Prognose sowie reduziertem 

Gesamtüberleben einherging (87,88). Interessanterweise fand man in derselben 

Studie ebenfalls erhöhte Level an LC3-ll bei Patienten mit schlechter Prognose, was 

auf ein erhöhtes Level basal ablaufender Autophagie in fortgeschrittenen 

Wachstumsstadien hindeutet. Dies unterstreicht die bereits beschriebenen paradoxen 

Eigenschaften der Autophagie abhängig von der Phase des Tumorwachstums. Eine 

andere Forschungsgruppe konnte aufzeigen, dass die Expression von Beclin-1 und 

LC3 in TSCC (tongue squamous cell carcinoma) herunterreguliert ist und mit hohen 

Tumorstadien und schlechter Prognose korreliert (89). Auch eine Infektion mit dem 

humanen Papillomavirus (HPV) kann zur Entwicklung eines HNSCC führen. Zudem 

wird die Autophagie beeinflusst, da mindestens ein Subtyp des Virus (HPV 16) die 

Autophagie in der infizierten Zelle inhibiert und somit eine Tumorentstehung 

begünstigen kann (90,91).  

 

1.3  Autophagie in der Tumortherapie 

 
Weil die Autophagie bei Tumorerkrankungen sowohl für die Entstehung als auch für 

die Progression von großer Bedeutung ist, macht es sie zu einem attraktiven Ziel in 

der Tumortherapie. Da die Autophagie jedoch unterschiedlichen Einfluss nimmt, je 

nach Tumorentität, -stadium und Differenzierung, stellt sich in der Forschung die 

zentrale Frage, ob man die Autophagie therapeutisch verstärken oder inhibieren soll. 

Bei prämalignen Läsionen existieren einige Hinweise, die darauf hindeuten, dass eine 

Verstärkung der Autophagie einer Tumorentstehung entgegenwirken könnte, da sie 

die Akkumulation genomischer Defekte verhindert (92). Im Gegensatz dazu scheint 

sowohl die Verstärkung als auch die Inhibition eine mögliche therapeutische Strategie 

bei der Behandlung solider Tumore zu sein (93,94). Der Großteil der aktuellen 
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klinischen Studien (über 80%) untersucht allerdings den Einfluss der 

Autophagieinhibition auf das klinische Ergebnis der Patienten. Das ergab eine Suche 

nach den Begriffen „autophagy“ und „cancer“ auf clinicaltrials.gov im Dezember 2020 

(s. Abb. 6).  

 

 

Abbildung 6: aktuelle klinische Studien zur Beeinflussung der Autophagie in der Therapie 
unterschiedlicher Tumorentitäten (n=76). Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil einzelner 
Tumorentitäten an allen auf www.clinialtrials.gov registrierten klinischen Studien, die den Einfluss auf 
das klinische Ergebnis von Krebspatienten durch therapeutische Beeinflussung der Autophagie 
untersuchen (abgerufen am 28.12.2020). In 56 von insgesamt 76 Studien wurden entweder Chloroquin 
oder Hydroxychloroquin verwendet. 

 
 
Es existieren eine Reihe spezifischer Autophagie-Inhibitoren, die an ganz 

unterschiedlichen Stellen im Mechanismus eingreifen und in der Laborforschung 

genutzt werden. Klinisch relevant sind hauptsächlich das Chloroquin und das 

Hydroxychloroquin (95,96), die auch in über 70% der aktuellen klinischen Studien zur 

Autophagieinhibition genutzt werden. 
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1.3.1 Autophagieinhibition 

Einige präklinische Studien wurden bereits durchgeführt, um therapeutisch 

einsetzbare Autophagie-Inhibitoren zu entwickeln. Die meisten Autophagie-Inhibitoren 

wirken jedoch recht unselektiv, was die Möglichkeit einer klinischen Anwendung 

limitiert und hauptsächlich die Anwendung in der Forschung bei in vitro 

Untersuchungen ermöglicht. Eines der Hauptprobleme bei der Entwicklung solcher 

Inhibitoren ist die Messung und Quantifizierung der Autophagie als einen dynamischen 

Prozess. So bedeutet zum Beispiel die Akkumulation von Autophagosomen nicht 

unbedingt eine verstärkt ablaufende Autophagie, sondern kann auch Ausdruck einer 

Inhibition späterer Stadien des Mechanismus sein (97).  

In der vorliegenden Arbeit wird der Fokus auf die Gruppe der lysosomalen Autophagie-

Inhibitoren gelegt, deren Hauptvertreter Chloroquin und Hydroxychloroquin zurzeit die 

Einzigen sind, die sich in klinischer Anwendung befinden (95). Zusätzlich wird das 

hauptsächlich in der Forschung angewandte Bafilomycin A1 als weiterer Inhibitor 

eingesetzt und mit Rapamycin als Vertreter eines Autophagie-Induktors eine 

Gegenkontrolle verwendet. 

 

1.3.1.1 Chloroquin und Hydroxychloroquin 

Die Wirkung von Chloroquin und Hydroxychloroquin auf die Autophagie wird indirekt 

über das Lysosom vermittelt. Bei neutralem pH diffundieren sie ungeladen durch die 

Plasmamembran des Lysosoms. Durch die sauren pH-Bedingungen im Lysosom 

werden sie protoniert, was die Diffusion zurück in das Zytosol verhindert und zu einem 

Anstieg des lysosomalen pH-Wertes führt. Die fehlende Azidifizierung des Lysosoms 

führt dazu, dass die Aktivität der degradativen Enzyme inhibiert und die lysosomale 

Funktion blockiert wird (98,99). Neuere Forschungen legen nahe, dass der Effekt von 

Chloroquin und Hydroxychloroquin auf die Autophagie weniger durch den Einfluss auf 

die lysosomale Azidifizierung entsteht als vielmehr durch die direkte Inhibition der 

Fusion von Lysosom und Autophagosom, indem sie die Assoziation von STX17 mit 

LC3-positiven Strukturen blockieren (100). Chloroquin-Derivate werden klinisch schon 

lange in der Malariatherapie angewandt (99), fanden mit der Zeit aber auch Einzug in 

die Therapie anderer Erkrankungen, wie zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis (101) 

oder dem Lupus erythematosus (102). Positive Effekte wurden auch bei der 
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Behandlung von Patienten mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) gefunden 

(103). Dass Chloroquin antineoplastische Effekte aufweisen kann, wurde zuerst in 

einer Studie in Tansania beobachtet, bei der die Gabe von Chloroquin zur 

Malariaprophylaxe zu einer reduzierten Inzidenz von Burkitt-Lymphomen führte (104). 

Später wurde aufgezeigt, dass Hydroxychloroquin in malignen B-Zellen von Patienten 

mit chronisch lymphatischer Leukämie durch die Aktivierung von Caspase-3 und der 

Modulation des Bcl-2/bax Verhältnisses Apoptose induzieren kann (105). Auch auf 

solide Tumore anderer Entitäten zeigten sich antineoplastische Effekte, zum Beispiel 

bei Brustkrebs (106), Darmkrebs (107) und Glioblastomen (108). In Kombination mit 

Akt-Inhibitoren führt Chloroquin zu einer effektiven Chemosensitivierung von 

Tumorzellen, was sein vielversprechendes Potenzial bei der Behandlung resistenter 

Tumore verdeutlicht (109). Chloroquin und Hydroxychloroquin sind in der Regel sehr 

gut verträglich, Chloroquin kann jedoch in wenigen Fällen ototoxisch oder retinotoxisch 

wirken (110,111). Hydroxychloroquin wurde daraufhin entwickelt und unterscheidet 

sich von Chloroquin durch die Addition einer Hydroxylgruppe am beta-C-Atom der 

tertiären Aminoethylgruppe. Das Risiko von Nebenwirkungen, vor allem auf die Retina, 

wurde damit reduziert und die Verträglichkeit gesteigert (112), sodass in den meisten 

aktuellen klinischen Studien Hydroxychloroquin das Mittel der Wahl ist.  

Die Datenlage zur Anwendung von Chloroquin und Hydroxychloroquin bei HNSCC ist 

eher schwach, auch wenn diese bereits vielversprechende Ergebnisse liefert. Bernard 

et al. konnten zeigen, dass der Einsatz von PI3K-Inhibitoren zu einer verstärkt 

ablaufenden Autophagie führt und dass diese durch die Anwendung von Chloroquin 

blockiert wird. Der kombinierte Einsatz von PI3K-Inhibitoren und Chloroquin weist 

einen synergistischen Effekt auf, der zu einer verringerten Zellproliferationsrate in vitro 

führt (113). In einem Xenograft Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Einsatz 

von Chloroquin die Effektivität einer auf Cisplatin basierten Chemotherapie erhöht und 

zu einer Reduzierung der Tumorgröße mit verlängertem mittlerem Überleben der 

Mäuse führt (114). Chloroquin kann das Tumorwachstum aber nicht nur allein durch 

seine Wirkung auf die Tumorzelle beeinflussen, sondern auch durch seine Effekte auf 

Tumor-assoziierte Fibroblasten, die sowohl für das Wachstum als auch für die 

Metastasierung von enormer Bedeutung sind (115,116). Eine Studie von New et al. 

konnten aufzeigen, dass die Inhibition der Autophagie in Tumor-assoziierten 

Fibroblasten die Zellproliferationsrate von HNSCC reduzierte (117).  
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1.3.1.2 Bafilomycin A1  

Bafilomycine sind eine Familie aus der Gruppe der Makrolidantibiotika, die aus einer 

Reihe von Streptomyceten hergestellt werden (118). Bafilomycin A1 (im Folgenden 

Bafilomycin) blockiert spezifisch V-ATPasen (vacuolar-type H+-ATPases), eine 

Membranpumpe die H+-Ionen durch die Hydrolyse von ATP in membranumhüllte 

Organellen schleust und so ein saures Milieu gegenüber dem Rest der Zelle aufbaut. 

In Lysosomen dient das saure Milieu der Aktivierung hydrolysierender Enzyme (119). 

Erste Hinweise, dass Bafilomycin Einfluss auf die Autophagie hat, ergaben 

Untersuchungen an der Zelllinie H-4-ll-E, bei denen der Einsatz von Bafilomycin zu 

einer Akkumulation von Autophagosomen und einer verringerten Anzahl von 

Autophagolysosomen führte (120). Diese Ergebnisse legten nahe, dass die 

lysosomale Azidifizierung durch die V-ATPase ein wichtiger Schritt bei der Fusion von 

Autophagosomen und Lysosomen ist. Andere Ergebnisse weisen darauf hin, dass der 

Fusionsprozess unabhängig von der Aktivität der V-ATPase abläuft und der Effekt von 

Bafilomycin zeitabhängig unterschiedlich ist (121,122), sodass Bafilomycin die 

Autophagie noch über andere Mechanismen beeinflussen könnte. Mit der Inhibition 

der Kalziumpumpe Ca-P60A/SERCA wurden in einer Studie von Mauvezin und 

Neufeld an genetisch veränderten Drosophia erste Hinweise für den V-ATPase-

unabhängigen Effekt von Bafilomycin auf die Fusion zwischen Autophagosom und 

Lysosom gefunden (123). Als Autophagie-Inhibitor wird Bafilomycin vor allem zur in 

vitro Forschung an unterschiedlichen Tumorzelllinien verwendet und zeigt 

vielversprechende Ergebnisse (124,125). Ein synergistischer Effekt von Bafilomycin 

und Cisplatin auf das Wachstum von TSCC konnte, wenn auch über einen anderen 

Mechanismus als die Autophagie nachgewiesen werden (126).   

 

1.3.2 Autophagieinduktion 

Das Prinzip der Autophagieinduktion geht vor allem von Krebs als einer systemischen 

Erkrankung aus, bei der die Tumorzellen der Immunantwort des Körpers entgehen und 

so ungehindert proliferieren können (127). Das Ziel dieser Therapie ist es also, das 

Immunsystem so weit zu stärken, dass es Tumorzellen wieder effizient eliminieren und 

die Tumorregression fördern kann (128). Ein weiterer Aspekt der Autophagieinduktion 

in Tumorzellen ist die Aktivierung des autophagischen Zelltodes, einem 

Zelltodmechanismus, der sich von der Apoptose durch eine erhöhte Anzahl an 
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Autophagosomen sowie seiner Caspase-Unabhängigkeit unterscheidet (129) und 

durch unterschiedliche Mechanismen ausgelöst werden kann (130-132). Wie genau 

die Autophagie das Überleben oder den Tod der Zelle reguliert und wie die 

Verbindungen zur Apoptose sind, ist heute noch größtenteils ungeklärt. Die Induktion 

der Autophagie könnte vor allem bei herunterregulierter Apoptose (einem der von 

Hannahan und Weinberg postulierten Merkmale von Tumorzellen) zu einer anderen, 

Apopotose-unabhängigen Form des Zelltodes führen und eine zusätzliche 

Therapiemöglichkeit bieten. Den positiven Effekt der Autophagieinduktion auf die 

Proliferationsrate und die Resistenzentwicklung in unterschiedlichen Tumorentitäten 

zeigen bereits diverse Studien (133-135). 

 

1.3.2.1 Rapamycin 

Rapamycin, oder auch Sirolimus, ist ein Wirkstoff, der erstmals in Bakterien aus 

Bodenproben der Osterinseln entdeckt und dem ursprünglich eine antimykotische 

Wirkung zugeschrieben wurde (136). Später entdeckte man seine immunsuppressiven 

Eigenschaften, indem es die Proliferation von T-Zellen inhibiert (137). Klinisch wird 

Sirolimus heutzutage eingesetzt in der Transplantationsmedizin zur Verhinderung von 

Abstoßungsreaktionen und in der Kardiologie, wobei mit Sirolimus beschichtete Stents 

weniger Re-Stenosen im Vergleich zu konventionellen Metallstents aufweisen 

(138,139). In diversen Zelllinien und Xenograft Mausmodellen zeigte Rapamycin 

antineoplastische Eigenschaften und erhielt so Einzug in die Tumorforschung 

(140,141). In humanen Rhabdomyosarkomzellen induziert Rapamycin p53-

unabhängige Apoptose (142). Ein positiver Effekt auf die Wirkung anderer 

Chemotherapeutika konnte in den Tumorzelllinien HL-60 und SKOV3 gezeigt werden, 

in denen die Apoptose-induzierende Wirkung von Cisplatin verstärkt wurde (143). Die 

schlechte Löslichkeit und schlechten pharmakokinetischen Eigenschaften von 

Rapamycin gaben den Anstoß zur Entwicklung einiger Rapamycin-Derivate, wie zum 

Beispiel Temsirolimus oder Everolimus, wovon einige in klinischen Studien untersucht 

und später zur Behandlung bestimmter Tumorentitäten zugelassen wurden (144-146). 

Seine Wirkung auf die Autophagie beruht vor allem auf der Komplexbildung mit mTOR, 

das dadurch inhibiert wird. mTOR nimmt wie bereits beschrieben eine zentrale Rolle 

in der Regulation der Autophagie ein, sodass eine Inhibition von mTOR zu einer 

verstärkt ablaufenden Autophagie führt. Da die Inhibition von mTOR aber 
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weitreichende Auswirkungen auf unterschiedlichste Signalwege in der Zelle hat, bleibt 

die Frage zu klären, ob und inwieweit die Effekte auf die Autophagie zu den 

antineoplastischen Wirkungen von Rapamycin beitragen oder ob diese Auswirkungen 

hauptsächlich durch die Effekte auf andere Signalwege zu erklären sind. 

 

1.3.2.2 Methioninrestriktion 

Basierend auf der Abhängigkeit von Tumorzellen von der exogenen Zufuhr der 

schwefelhaltigen Aminosäure Methionin (147,148), stellt das Prinzip der 

Methioninrestriktion (MR) einen interessanten Ansatz in der Erforschung neuartiger 

Therapiemöglichkeiten für Tumorerkrankungen dar. Methionin ist eine essenzielle 

Aminosäure, deren Zufuhr durch die Nahrung unerlässlich für die Erhaltung des 

Lebens ist (149). Im Körper ist Methionin Bestandteil schwefelhaltiger 

Stoffwechselwege, wie zum Beispiel der Synthese von S-Adenosylmethionin. Die 

Remethylierung von Homocystein durch die Methioninsynthase ist für die Synthese 

von Tetrahydrofolat und damit der Purin- und Pyrimidinsynthese essenziell (150). 

Durch seine aufwändige Synthese stellt Methionin eine wertvolle Energieressource dar 

(151), sodass ein hohes Level an Methionin der Zelle ein hohes Energielevel anzeigt 

und den Wechsel in eine anabole Stoffwechsellage möglich macht. Viele Studien 

lieferten Hinweise darauf, dass eine limitierte Aufnahme von Methionin positive Effekte 

auf den Metabolismus hat und sogar zur Verlängerung der Lebensspanne führt (152). 

In Tiermodellen und Versuchen mit Zellkulturen zeigen sich Effekte wie eine erhöhte 

Insulinsensitivität (153), eine verringerte Fettleibigkeit (154,155), ein verringerter 

Inflammationsstatus (156) und verringerter oxidativer Stress (157). Der 

lebensverlängernde Effekt der MR wird den Auswirkungen auf unterschiedliche 

Mechanismen zugeschrieben, neben den oben beschriebenen auch den 

Auswirkungen auf die Autophagie (158). Durch die Restriktion von Methionin wird die 

Aktivität von mTOR, bedingt durch seine Funktion als zellulärer Energiesensor, 

inhibiert und die Autophagie effektiv induziert (159).  

Eine erste Studie zeigte bereits 1959, dass die Restriktion einzelner Aminosäuren  

einen Einfluss auf das Tumorwachstum haben kann (160). 1974 folgte schließlich eine 

Studie, die spezifisch die Auswirkungen einer MR auf das Proliferationsverhalten 

normaler und maligner Zellen beobachtete. Obwohl die Zellmedien andere 
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Methylgruppendonatoren beinhalteten (Homocystein), wurde das Tumorwachstum 

signifikant beeinträchtigt, während das Wachstumsverhalten normaler Zellen keine 

Beeinträchtigung zeigte (161). Dieser Effekt wurde damit erklärt, dass normale Zellen 

durch die Remethylierung von Homocystein mit Hilfe der Methioninsynthase Methionin 

selbst synthetisieren können. In Tumorzellen fehlt jedoch häufig dieses Enzym, sodass 

die MR einen interessanten Ansatzpunkt bietet, um auf das Proliferationsverhalten von 

Tumorzellen Einfluss zu nehmen und gleichzeitig die Funktion normaler Zellen zu 

erhalten (162,163). Es existieren auch Ergebnisse aus in vivo Studien, die das enorme 

Potenzial der Proteinrestriktion als Strategie in der Tumortherapie verdeutlichen (164). 

Trotz der wachsenden Evidenz der Effektivität der MR bei der Therapie 

unterschiedlicher Tumore, gibt es bisher wenige Studien, die das Potenzial der MR in 

Menschen untersuchen. Eine Studie von Epner und Kollegen zeigte, dass die enterale, 

diätetische MR von Patienten mit metastasierenden Tumoren über 17 Wochen sicher 

und gut tolerabel ist und zu einer signifikanten Reduktion der Plasma-Methionin Level 

führt (165). Andere Daten zeigen einen positiven Effekt der MR auf die Effektivität von 

5-Fluoruracil bei Magenkarzinomen (166). Zum Einfluss der MR auf das 

Proliferationsverhalten von HNSCC existieren aktuell keine Daten. Eine Erforschung 

erscheint aber, unterstützt von der Evidenz aus vielen präklinischen in vitro und in vivo 

Studien zum Einfluss einer MR auf das Proliferationsverhalten verschiedener Tumore, 

vielversprechend für die Erweiterung möglicher Strategien in der Antitumortherapie. 

 

1.4  Karzinome der Mundhöhle und des Rachens 

 
Karzinome der Mundhöhle und des Rachens (HNSCC) stellen einen Oberbegriff für 

Tumore unterschiedlicher Lokalisationen dar. Hierzu zählen Malignome der Lippe und 

Mundhöhle (ICD-10-Schlüssel C00-C06), des Oropharynx (C09.C10), des 

Nasopharynx (C11), des Hypopharynx (C12-C13), des Larynx (C32) und der 

Speicheldrüsen (C07-C08). Weltweit lag die Inzidenz für HNSCC 2018 bei über 

880.000 Neuerkrankungen, womit sie die siebthäufigste Tumorerkrankung (knapp 5% 

aller Tumorerkrankungen) darstellt. Im selben Jahr starben über 450.000 Menschen 

an diesem Tumorleiden. Malignome der Lippe und Mundhöhle machen mit Abstand 

den größten Anteil der HNSCC aus (ca. 40%), gefolgt von Malignomen des Larynx (ca. 

20%) und des Nasopharynx (14%). Wie auch schon in der Vergangenheit beobachtet, 
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lag ein Ungleichgewicht in der Inzidenz bei Männern und Frauen vor. So erkrankten 

2018 etwa 3-mal so viele Männer an HNSCC, wie Frauen (666.037 Männer/ 221.622 

Frauen) (167). Dieses Ungleichgewicht spiegelt sich auch in den Inzidenzzahlen für 

Deutschland wider. Im „Bericht zum Krebsgeschehen in Deutschland 2016“ des RKI 

wird von 12.992 Neuerkrankungen bei Männern und 4.532 Neuerkrankungen bei 

Frauen berichtet. Das mittlere Erkrankungsalter unterschied sich ebenfalls. So 

erkranken Männer in Deutschland im Schnitt im 64. Lebensjahr, während Frauen im 

67. Lebensjahr erkranken. Neben den Unterschieden in der Inzidenz und dem 

Erkrankungsgipfel zwischen Männern und Frauen, gibt es auch signifikante 

Unterschiede in der relativen 5-Jahres-Überlebensrate. Diese liegt für Frauen bei 61%, 

während im selben Beobachtungszeitraum lediglich 51% der Männer überlebten. 

Insgesamt ist die Inzidenz für Männer seit Ende der 1980er Jahre relativ stabil 

geblieben, wohingegen die Inzidenz für Frauen langfristig über die letzten Jahrzehnte 

deutlich zugenommen hat (168).  

Die Karzinogenese von HNSCC ist ein Mehrstufenprozess und gliedert sich in die vier 

Phasen Initiation, Promotion, Progression und Invasion. Vor allem exogene 

Karzinogene wie Tabak oder Alkohol bewirken in der Phase der Initiation DNA-

Alterationen, die zu einer Epithelschädigung im Sinne einer hyper- bzw. 

metaplastischen Veränderung führen (169). Bei chronischer Einwirkung dieser 

karzinogenen Noxen auf die Epithelzellen steigt die Wahrscheinlichkeit für die 

Ausbildung dysplastischer Veränderungen, die sich letztendlich zu einem Carcinoma 

in Situ (intraepitheliale Neoplasie) entwickeln können. Mit Durchbruch der 

Basalmembran entsteht aus dem Carcinoma in Situ ein invasives Karzinom mit 

Potenzial zur Metastasierung. Damit aus einer normalen Epithelzelle des oberen 

Aerodigestivtraktes eine invasive Karzinomzelle entstehen kann, müssen etwa 6-10 

unterschiedliche, genetische Ereignisse auftreten, die charakteristisch für die jeweilige 

Phase des Tumorwachstums und diese Tumorentität sind (170). Die genetischen 

Alterationen unterscheiden sich nicht nur in den jeweiligen Phasen des 

Tumorwachstums, sondern auch zwischen einzelnen Tumoren eines Patienten, 

sodass der genetischen Sequenzierung eines Tumors eine bedeutende Rolle für das 

Verständnis dessen Wachstums zukommt (171).  

Mehr als 95% der malignen Erkrankungen der Mundhöhle und des Rachens stellen 

Plattenepithelkarzinome dar (79), deren Entstehung durch eine Reihe von 
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Risikofaktoren begünstigt wird. Die beiden wichtigsten Risikofaktoren sind langjähriger 

Tabakgenuss und exzessiver Alkoholkonsum, die einen synergistischen Effekt auf die 

Entstehung von Tumoren haben (172-174). Ebenfalls ein bedeutsamer Risikofaktor ist 

die Infektion mit HPV, wobei besonders die HP-Viren 16, 18, 31 und 45 ein hohes 

onkogenes Potenzial besitzen (175). In den letzten Jahrzenten ist die Inzidenz 

verschiedener Arten von HNSCC in den USA und auch vielen anderen Teilen der Erde 

gesunken, während die Inzidenz von OSCC zugenommen hat (176). Diese 

Entwicklung wird zum einen mit einem allgemein geringeren Genuss von Tabak 

erklärt, und zum anderen mit einer höheren Infektionsrate mit HP-Viren. Besonders 

das HP-Virus 16 spielt eine Rolle in der Entwicklung von OSCC und gilt als 

unabhängiger Risikofaktor und prognostischer Marker (177,178) Der Anstieg der 

Inzidenz von OSCC betraf hierbei vor allem junge Patienten, wofür steigende 

Infektionszahlen mit HP-Viren als Ursache ausgemacht wurden (179,180). Der Anteil 

HPV-positiver HNSCC lag in derselben Studie bei etwa 50%. Patienten mit HPV-

positiven Tumoren haben kleinere Primärtumore im Vergleich zu HPV-negativen 

Tumoren und eine bessere Prognose (178). Der stärkste prognostische Faktor für die 

Überlebensrate bleibt jedoch der Tabakkonsum (181,182). Weitere Risikofaktoren für 

die Entstehung von HNSCC sind unter anderem eine schlechte Mundhygiene und die 

Ernährung (172,183). Vor allem eine unausgewogene Ernährungsweise, 

gekennzeichnet durch hohe Kalorienzufuhr, der Zufuhr einfach-gesättigter Fettsäuren 

und dem Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch, wird als ein wesentlicher 

kanzerogener Faktor bei bis zu 25% der HNSCC in Industrienationen diskutiert (184).  

Ein wichtiger Faktor für die Heilungschancen ist der Zeitpunkt der Diagnosestellung 

beziehungsweise die Ausdehnung des Tumors. Weit über die Hälfte der Patienten 

werden erst mit einem fortgeschrittenen Stadium des Tumors diagnostiziert, was 

einerseits die Therapie erschwert und andererseits die Prognose deutlich 

verschlechtert (185). Auch die hohe Rezidivrate stellt ein Problem für die Behandlung 

und die Betroffenen dar. 

Für die Therapie von HNSCC stehen unterschiedliche Methoden zur Verfügung, die, 

abhängig von verschiedenen Faktoren wie dem Tumor-Staging und eventuellen 

Komorbiditäten der Patienten, einzeln oder in Kombination angewandt werden. Der 

Goldstandard ist sicherlich die operative Entfernung des Tumors und der regionalen 

Lymphabflusswege (186). Neben der Resektion des Primärtumors zielt diese 
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Behandlung auch auf die Entfernung von klinisch oder durch Bildgebung 

diagnostizierten Metastasen und der prophylaktischen Entfernung eventueller 

Mikrometastasen ab. Die chirurgische Therapie wurde in den letzten Jahrzenten 

dramatisch verbessert, was positive Auswirkungen auf die Resektion des Tumors und 

den Funktionserhalt hat (187). 

In Addition zur chirurgischen Therapie findet vor allem die adjuvante Radiotherapie 

des Operationsgebietes breite Anwendung (188). Technologische Fortschritte 

erlaubten eine präzisere Anwendung der Radiotherapie, womit das nichtmaligne 

Gewebe geschont und Morbiditäten durch die Therapie reduziert werden konnten. 

Durch diese intensitätsmodulierte Radiotherapie konnten zum Beispiel 

Nebenwirkungen wie Xerostomie reduziert (189) und die Überlebensraten gesteigert 

werden (190). 

Zusätzlich zur Radiotherapie wird insbesondere bei lokal fortgeschrittenen Tumoren 

oder Rezidiven eine systemische Chemotherapie mit Cisplatin angewandt, die zu einer 

Verbesserung der Überlebensrate, jedoch verbunden mit mehr Morbiditäten bei den 

Patienten führt (191). Für Patienten, für die der Einsatz von Cisplatin nicht in Frage 

kommt, gibt es in 5-Fluoruracil und Taxanen wie Docetaxel oder Paclitaxel sinnvolle 

Alternativen (192-194). Eine Metaanalyse von 93 randomisierten Studien ergibt einen 

5-Jahres-Überlebensvorteil von 6,5% für die kombinierte Radiochemotherapie im 

Vergleich zur alleinigen Radiotherapie (195).  

Einen alternativen Therapieansatz für fortgeschrittene maligne Tumoren stellen die 

zielgerichteten Immuntherapien dar. Therapeutische monoklonale Antikörper und 

Tyrosinkinaseinhibitoren fanden bereits den Weg in die klinische Praxis. Der gegen 

den EGFR gerichtete Antikörper Cetuximab ist bereits seit 2006 zur Behandlung 

fortgeschrittener HNSCC in Kombination mit einer Radiotherapie in der EU zugelassen 

(196). Das größte Entwicklungspotenzial wird derzeit der Immuncheckpointmodulation 

beigemessen. Ziel dieses Therapieansatzes ist es, die Immunevasion der Tumorzellen 

zu verhindern und so wieder angreifbar für das körpereigene Immunsystem zu machen 

(197). Ein Problem dabei ist, dass Tumore durch Mutationen genetische Varianten 

entwickeln, die erneut eine Immunevasion begünstigen und so der Wirkung der 

Immuncheckpointmodulatoren entgehen (198).  
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Trotz all der Innovationen und Verbesserungen von Diagnostik und Therapie hat sich 

die 5-Jahres-Überlebensrate seit Jahrzenten kaum signifikant verändert, sodass die 

Erforschung neuer Ansätze in der Tumortherapie dringend notwendig ist. 

 

1.5 Ziel der Arbeit 

 
In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss Autophagie-modulierender Wirkstoffe auf 

die Proliferation und das Überleben von HNSCC-Zelllinien in einem in vitro Modell 

analysiert werden. Dabei soll zusätzlich überprüft werden, ob durch eine 

Autophagiemodulation in Kombination mit Fas-Ligand (FasL), Tumornekrosefaktor α 

(TNFα) und Cisplatin eine gesteigerte Zytotoxizität induzierbar ist. Neben der 

pharmakologischen Modulation der Autophagie mit Chloroquin, Bafilomycin und 

Rapamycin wird mit der MR ebenfalls eine nicht-pharmakologische Methode der 

Autophagiemodulation als alternative Therapieoption untersucht. Zur Validierung 

möglicher Sensitivierungseffekte werden auch hier unterschiedliche 

Kombinationstherapien mit FasL, TNFα und den Autophagie-modulierenden 

Wirkstoffen analysiert. Darüber hinaus wird neben dem Einfluss auf die Proliferation 

und das Überleben der Zelllinien, der Einfluss Autophagie-modulierender Wirkstoffe 

auf Proteinebene analysiert. Mögliche Sensitivierungseffekte könnten sich positiv auf 

Nebenwirkungen antitumoraler Systemtherapien auswirken. Außerdem könnten 

synergistische Effekte zu einem besseren Ansprechen therapieresistenter Tumore 

führen und so die Grundlage für eine erfolgreichere Therapie dieser Tumore in Zukunft 

bilden. 
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2. Material & Methoden 

2.1 Material 

 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Geräteliste. Auflistung der verwendeten Geräte mit Artikelbezeichnung, Hersteller und 
Herkunft.

Gerät Artikelbezeichnung Hersteller Herkunft 

Absaugpumpe HLC DITABIS Digital 

Biomedical Imaging 

Systems AG 

Pforzheim 

Brutschrank HeracellTM 150i Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Heidelberg 

Elektroblotter PerfectBlueTM Semi-

Dry´-Blotter 

SedecTM Peqlab 

Biotechnologie GmbH 

Erlangen 

Elektrophoresegerät PerfectBlueTM Twin 

S 45-1010-C 

Peqlab Biotechnologie 

GmbH 

Erlangen 

Gefrierschrank 7084 311-00 Liebherr-International 

Deutschland GmbH 

Biberach an 

der Riss 

Großsterilisator Selectomat PL MMM Münchener 

Medizin Mechanik 

GmbH 

Planegg 

 

Kühlschrank 7084 311-00 Liebherr-International 

Deutschland GmbH 

Biberach an 

der Riss 

Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments 

GmbH & Co. KG 

Schwabach 

Mehrkanalpipette Eppendorf Research 

plus 

Eppendorf AG Hamburg 

Mikroskopkamera Leica EC3 Leica Camera AG Wetzlar 

Netzgerät PeqPOWER E250 VWR International 

GmbH 

Darmstadt 

pH-Meter Inolab pH Level 1 Xylem Analytics 

Germany Sales GmbH 

& Co. KG 

Weilheim 

Pipetten Eppendorf Research 

plus 

Eppendorf AG Hamburg 

Pipettierhelfer Accu-jet® pro BRAND GmbH + CO 

KG 

Wertheim 

Photometer Tecan Infinite® F50 

Absorbance 

Microplate Reader 

Tecan Deutschland 

GmbH 

Crailsheim 
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Präzisionswaage KB 2400-2N KERN & SOHN GmbH Dürrwangen 

Rollenmischer RM 5 VWR International 

GmbH 

Darmstadt 

Scanner Officejet Pro 8500A HP Deutschland GmbH Böblingen 

Sicherheitswerkbank Safe 2020 Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

Ultraschall-

Homogenisator 

BransonTM 

Ultrasonics 

Emerson Technologies 

GmbH 

Dietzenbach 

Umwälzthermostat MB-5 Julabo GmbH Seelbach 

Vakuumpumpe N 816.3 KT.18 KNF Neuberger GmbH Freiburg 

Vortexgerät Vortex Genie 2 Scientific Industries, 

Inc. 

Karlsruhe 

Wasserbad VWB 26 VWR International 

GmbH 

Darmstadt 

Wippschüttler Rocking Platform  VWR International 

GmbH 

Darmstadt 

Zellkulturmikroskop CK40 Olympus Europa SE & 

Co. KG 

Hamburg 

Zellzähler CASY® TT Cell 

Counter + Analyzer 

Roche Innovatis AG Reutlingen 

Zentrifugen • 5427 R 

• Universal 320 R 

Eppendorf AG 

Andreas Hettrich 

GmbH & Co. KG 

Hamburg 

Tuttlingen 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Materialliste. Auflistung der verwendeten Verbrauchmaterialien mit Artikelbezeichnung, 
Hersteller und Herkunft.

Artikel Bezeichnung Hersteller Herkunft 

Blotpapier Gel-Blotting Papiere Carl Roth GmbH + Co. 

KG 

Karlsruhe 

FACS Röhrchen 5ml Tubes, 75 x 12 

mm, PS 

Sarstedt AG & Co Nürnberg 

Falcons 50mm Polypropylene 

Conical Tube 30 x 115 

mm style 

Corning GmbH Kaiserslautern 

Messgefäße CASY cups 22x65 Omni Life Science 

GmbH 

Bremen 

Mikroreaktions-

gefäß 

Safe-Lock Tubes Eppendorf AG Hamburg 

Nitrozellulose- 

membran 

AmershamTM 

ProtranTM 0,2 m NC 

GE Healthcare GmbH München 
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Pasteurpipette Kimble Chase Glass 

Pasteur Pipettes 

Kimble Chase 

Germany 

Meiningen 

Petrischalen NuncTM Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

Pipetten Cellstar Serologische 

Pipetten 

Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen 

Pipettenspitzen epT.I.P.S. Eppendorf AG Hamburg 

Zellkulturflaschen NuncTM EasYFlaskTM 

75 cm2 

Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

Zellschaber Cell Scraper Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

6-Well-Platten NuncTM Zellkultur-

Multischalen 

Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

96-Well-Platten NuncTM MicroWellTM 

96 Well 

Mikrotiterplatten 

Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies GmbH 

Darmstadt 

 

2.1.3 Zellkulturmedien 

Tabelle 3: Zellkulturmedien. Auflistung der verwendeten Nährmedien mit Angabe der jeweiligen 
Supplemente wie fetal calf serum (FCS) und Penicillin/Streptomycin (P/S).

Medium Supplemente Prod.-Nr. Hersteller Herkunft 

DMEM 10% FCS 

1% P/S 

41965-039 Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies 

GmbH 

Darmstadt 

DMEM/F-12, 

HEPES 

10% FCS 

1% P/S 

5µl Hydrocortison 

31885-023 Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies 

GmbH 

Darmstadt 

McCoy´s 5A 10% FCS 

1% P/S 

31330-038 Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies 

GmbH 

Darmstadt 

MEM Alpha 10% FCS 

1% P/S 

26600-023 Thermo Fisher 

Scientific Life 

Technologies 

GmbH 

Darmstadt 
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2.1.4 Reagenzien 

Tabelle 4: Reagenzien. Auflistung der verwendeten Wirkstoffe und Reagenzien mit Angabe von 
Produktnummer, Hersteller und Herkunft.

Reagenz Prod.-Nr. Hersteller Herkunft 

Ammoniumperoxodisulfat 9592.1 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Bafilomycin A1 160 µM S 1413 Selleckchem München 

CASYton 177603 Omni Life  Science GmbH Bremen 

Chloroquinphosphat  
10 mM 

S 4157 Selleckchem München 

Cisplatin S 1166 Selleckchem München 

ColorPlusTM Prestained 
Protein Ladder 

P7712S New England BioLabs 
GmbH 

Frankfurt/Main 

Kristallviolett 42555 42555 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

DMSO  RNBD9128 Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Schnelldorf 

Fc-FLAG-FasL 
FLAG-TNFα 

 Eigenproduktion (199) 

FCS 10270 Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 

Darmstadt 

Gel-Blotting-Papier Roti-
PVDF 

A147.1 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Hydrocortison H4001-
10G 

Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH 

Schnelldorf 

Isopropanol 6752.2 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Milchpulver T145.1 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

L-Glutamin K 0283 Biochrom GmbH Berlin 

Glycin 3908.2 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Methanol (> 99,8%) 8045 Mallinckrodt Baker B.V. Deventer, NL 

Nitrozellulose Blotting 
Membran NCA2 

 GE Healthcare Solingen 

Penicillin-Streptomycin 15140-122 Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 

Darmstadt 

Rapamycin 10 mM S1039 Selleckchem München 

Rotiphorese® Gel (37,5:1) 3029.2 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Roti®-Free-Stripping Puffer 
2.2 plus 

3337.2 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Röntgen-Entwickler G153 
Röntgen-Fixierer G354 

HT536 
EFBBM 

Agfa Health Care GmbH Bonn 

Salzsäure rauchend 37% 1.00317.10
00 

Merck Darmstadt 

SDS ultra pure > 99,5% 2326.2 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

SuperSignal West Femto 
Maximum Sensitivity 
Substrate 

34095 Thermo Fisher Scientific 
Life Technologies GmbH 

Darmstadt 

TEMED 2367.1 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan) 

5429.1 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

Trypsin/EDTA-Lösung L2143 Biochrom GmbH Berlin 



Material & Methoden 

 
30 

Tween 20 02040162 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe 

 

2.1.5 Puffer & Lösungen 

Tabelle 5: Puffer und Lösungen.Auflistung der eigens hergestellten Puffer und Lösungen

Lösungen Zusammensetzung 

Kristallviolettlösung 0,5 g Kristallviolett 

100 ml Methanol 

400 ml dH2O 

Sammelgelpuffer (4x) 0,5 M Tris 

0,015 M Natriumdodecylphosphat (SDS) 

pH 6,8 mit HCL 

500 ml dH2O 

Trenngelpuffer (4x) 1,5 M Tris 

0,015 M SDS 

ph 8,8 mit HCL 

500 ml dH2O 

Lämmli-Probenpuffer (4x) 8% SDS 

0,1 M Dithiothreitol  

40% Glycerol 

0,2 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

0,04% Bromophenol 

Western-Puffer (10x) 144 g Glycin 

30,3 g Tris 

1000 ml dH2O 

Blot-Puffer (1x) 100 ml Western-Puffer (10x) 

700 ml dH2O 

200 ml Methanol 

1,5 ml 20% SDS 

Laufpuffer (1x) 100 ml Western-Puffer (10x) 

900 ml dH2O 

5 ml 20% SDS 

Tris-buffered saline (TBS) (10x) 121 g Tris-Base 

400 g NaCl 

5000 ml H2O mit pH 7,6 (ca. 74 ml HCL) 

Phophate-buffered saline (PBS) (10x) 133,25 g Na2HPO4 

15,6 g NaH2PO4 

409,5 g NaCl 

5000 ml H2O 

Milch (5%) in TBS (1x) 5 g Magermilchpulver 

100 ml TBS (1x) 
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2.1.6 Software 

Tabelle 6: Software. Auflistung der für die Auswertung verwendeten Softwareprogramme mit 
Herkunft.

Software Herkunft 

Microsoft Office 2013 Redmond, WA, USA 

Graphpad Prism 6.05 La Jolla, CA, USA 

 
 
 
 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zelllinien und Zellkultur 

 
Für alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden fünf immortalisierte 

Plattenepithelkarzinomzelllinien (FaDu, Detroit562, A253, SCC9, SCC25) aus dem 

Kopf-Hals-Bereich und eine immortalisierte humane Keratinozytenzelllinie (HaCaT) als 

Referenzzelllinie verwendet. Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter keimfreien 

Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchgeführt. Als 

Kulturmedien wurden je nach Zelllinie unterschiedliche Medien verwendet (siehe 

Tabelle). Den unterschiedlichen Kulturmedien wurde 10% FCS und 1% P/S zugesetzt. 

Die Medien der Zelllinien SCC9 und SCC25 enthielten zusätzlich 5 µl Hydrocortison 

(50 mg/ml) und HEPES als Puffersubstanz. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 

Kulturflaschen (25 cm2 Fläche) unter standardisierten Bedingungen (37°C, 5% CO2, 

unter H2O gesättigte Atmosphäre) durch zweimal wöchentliches Passagieren. Hierbei 

wurden die adhärent gewachsenen Zellen zunächst mit PBS gewaschen, bevor die 

Zellen mit Hilfe von 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung bei 37 °C gelöst wurden. Zur 

Inaktivierung des Trypsins wurden anschließend 7 ml Kulturmedium hinzugegeben. 

Eine bestimmte Menge der Zellsuspension wurde in einem für jede Zelllinie definiertem 

Verhältnis entsprechend ihrer Wachstumsraten in eine neue Kulturflasche überführt 

und weitere 25 ml frisches Kulturmedium hinzugegeben. Die übrige Menge der 

Zellsuspension wurde für Versuche verwendet. Dafür erfolgte mit Hilfe der 

volumenbasierten Aggregationsmessung im Coulter Counter-System CASY® die 

Bestimmung der Zellzahl. Dieses Verfahren beruht auf Impedanzmessung mit 

Pulsflächenanalyse. Zur Analyse wurden 10 µl der Zellsuspension in 10 ml Casyton 

verdünnt analysiert (200). 
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Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Zelllinien inklusive deren Lokalisation und 
Kulturmedium. 

Zelllinie Lokalisation Kulturmedium 

FaDu 
pharyngeales Plattenepithelkarzinom 

eines männlichen Patienten 
MEM Alpha 

Detroit562 
pharyngeales Plattenepithelkarzinom 

eines männlichen Patienten 
MEM Alpha 

A253 

epidermoides Karzinom der 

submaxillären Speicheldrüse eines 

männlichen Patienten 

McCoy´s 5 A 

SCC9 
primäres Zungengrundkarzinom eines 

männlichen Patienten 
DMEM/F12 

SCC25 
primäres Zungengrundkarzinom eines 

männlichen Patienten 
DMEM/F12 

HaCaT humane Keratinozyten DMEM 

 

2.2.2 Zytotoxizitätsassay 

 
Angewendet wurde die Kristallviolettmethode nach Gillies (201), das über 

spektrophotometrische Verfahren die optische Dichte (OD) angefärbter Zellen misst 

und so eine Quantifizierung ermöglicht. Kristallviolett bindet als basischer Farbstoff an 

die DNA der Zellen. Die Menge gebundenen Kristallvioletts ist direkt proportional zur 

Menge der DNA (202). Für die Versuche wurden 1x104 Zellen in 100µl/Well als 

Triplikate auf Mikrotiter-Platten im 96-Well-Format ausgesät. Am nächsten Tag wurde 

der Überstand entfernt und durch frisches Zellmedium ersetzt. Die Monotherapien mit 

Chloroquin und die Kombinationstherapien der Wirkstoffe mit FasL, TNFα und 

Cisplatin erfolgten in log2-Verdünnungsstufen. Die Monotherapien mit Bafilomycin und 

Rapamycin erfolgten in log3-Verdünnungsstufen. Die Assays wurden für 72 h im 

Brutschrank inkubiert. Für die Versuche zur MR wurde den Zellen zunächst Methionin-

armes Kulturmedium (Methioningehalt 1 mg/L) zugesetzt und für 5 Tage unter 
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regelmäßiger visueller Kontrolle der Zellkulturen hinsichtlich Kontamination und 

Proliferation im Brutschrank inkubiert. Der Überstand wurde verworfen und frisches 

Kulturmedium hinzugegeben. Danach erfolgten die Mono- bzw. 

Kombinationstherapien der Wirkstoffe mit FasL oder TNFα und anschließender 

Inkubation im Brutschrank für 72 h. Nach der Inkubationszeit wurde der Überstand 

entfernt und die Zellen mit 50 µl Kristallviolett für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

gefärbt. Darauf folgte die mehrfache Waschung mit dH2O und anschließender 

Lufttrocknung für 24 Stunden. Die photometrische Messung erfolgte im Absorptions-

Mikroplatten-Reader Tecan infinite F50 bei einer Wellenlänge von 595 nm (OD595nm) 

nach Zugabe von 100 µl Methanol pro Well. Zur Reproduktion der Ergebnisse wurde 

jeder Versuch pro Wirkstoffkombination und Zelllinie dreifach unabhängig voneinander 

wiederholt (n=3). Für die Kombinationsversuche der Wirkstoffe mit FasL, TNFα und 

Cisplatin und für die Versuche zur MR wurde für jeden Wirkstoff spezifisch die IC10 

(inhibitory concentration of 10%) graphisch aus den Daten und den entsprechenden 

Diagrammen der Monotherapieassays bestimmt und als Versuchskonzentration 

verwendet. Die IC10 entspricht der inhibitorischen Konzentration der Wirkstoffe, bei der 

die relative Zellzahl um 10% reduziert wurde. Die Zellzahl der Kontrolle diente dabei 

als Referenz und wurde als 100% festgelegt. 

 

2.2.2.1 Datenanalyse 

 
Die Auswertung und Speicherung der Daten aus dem Zytotoxizitätsassay erfolgte mit 

Microsoft Excel. Hierbei wurden die ermittelten Extinktionswerte der stimulierten Zellen 

zu Mittelwerten (MW) zusammengefasst und mit den MW der Kontrollen, in 

prozentuale Relation gesetzt, wobei der MW des Standards als 100% definiert wurde. 

Diese Formel erlaubt die Berechnung der Zellzahl, relativ zum Standard: 

 

(
MWOD595nm (𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)

MWOD595nm (𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑)
) x 100 = rel. Zellzahl (%) 
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Die Standardabweichung (SD) ist ein Maß für die Streuung der Extinktionswerte um 

ihren MW. Zur Berechnung der prozentualen SD wurden die Triplikate der MWOD595nm 

(stimulierte Zellen) verwendet: 

(
SDOD595nm (𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)

MWOD595nm (𝑠𝑡𝑖𝑚𝑢𝑙𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛)
) x  rel. Zellzahl (%) = SD (%) 

 

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte graphisch mit Graphpad Prism 6.05. Aus den 

graphischen Darstellungen wurden schließlich die IC10-Werte der einzelnen Wirkstoffe 

bestimmt. Hierzu wurde an der Stelle der Proliferationskurve, an der noch 90% der 

Zellen vital waren, eine Gerade parallel zur x-Achse gezogen. Am Schnittpunkt der 

Geraden mit der Proliferationskurve wurde senkrecht zur Geraden ein Lot gefällt und 

die entsprechende Wirkstoffkonzentration am Schnittpunkt mit der x-Achse abgelesen. 

Diese Konzentration wurde als IC10 definiert. 

 

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) reagieren die in der Probe 

enthaltenen Proteine mit dem anionischen Detergens SDS und formen negativ 

geladene, denaturierte Komplexe. Die Menge an gebundenem SDS und  

dementsprechend die Ladung der Komplexe ist proportional zur Größe der Proteine. 

Bei der anschließenden Elektrophorese wird ein Molekularsiebeffekt durch die 

unterschiedlich großen Poren des Polyacrylamidgels erzeugt, sodass die 

Wanderungsgeschwindigkeit der Moleküle aus der Probe sowohl durch die Ladung, 

als auch durch deren Größe bestimmt wird. Mit Hilfe einer Standardproteinbande kann 

nach Fixierung und Anfärbung der Proteine eine Beurteilung der Proteingröße erfolgen 

(203). Die hier verwendeten Polyacrylamidgele wurden nach folgendem Schema 

gegossen: 
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Tabelle 8: Polyacrylamid-Gele. Zusammensetzung der eigens hergestellten Polyacrylamidgele für 
die SDS-Page.

Trenngel Sammelgel 

17,6 ml Acrylamid 

11 ml Trenngelpuffer 

15,6 ml Millipore 

748 µl Ammoiumperoxodisulfat (APS) 

61,6 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

5,6 ml Acrylamid 

7 ml Sammelgelpuffer 

15,2 ml Millipore 

336 µl APS 

28 µl TEMED 

 

Für die Probenherstellung wurden 2x106 Zellen/Well mit der IC10-Konzentration von 

Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin auf einer 6-Well-Platte für 24 h stimuliert. Als 

Kontrollen dienten Zellen, die ausschließlich mit Kulturmedium stimuliert wurden. Um 

den Versuch zu stoppen, wurden die Platten auf Eis gestellt. Danach erfolgte die 

zweifache Spülung mit 1 ml PBS um das restliche Kulturmedium auszuwaschen. Mit 

Hilfe eines Zellschabers wurden die adhärenten Zellen vorsichtig vom Boden 

abgekratzt und in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach der Zentrifugation und 

Pelletierung wurde den Proben 110 µl Lämmli-Probenpuffer beigefügt und damit 

homogenisiert. Anschließend wurden die Vollzelllysate mittels Sonicator (10 Pulse) 

aufgeschlossen. Die Denaturierung der Lysate im Wasserbad erfolgte bei 95 °C für 3 

Minuten und anschließender Zentrifugation für 5 Minuten bei 13200 rpm. Die Gele 

wurden mit 12 µl Proteinmarker (11 bis 254 kDa) als Größenstandard und 25 µl Lysat 

je Probentasche befüllt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte standardmäßig in 

Laufpuffer bei 3,8 mA/cm² pro Gel für 90 Minuten. Der anschließende Transfer der 

Proteine auf Nitrozellulosemembranen wurde mit Blotpuffer bei konstant 60 mA pro 

Gel für 90 Minuten durchgeführt. Die Membranen wurden daraufhin für mindestens 1 

Stunde in 5%iger Milchpulverlösung eingelegt, um unspezifische Bindungsstellen zu 

reduzieren. Die Inkubation der Membranen mit dem Primärantikörper (LC3B Antibody, 

Cell Signalling, #2775) erfolgte über Nacht bei 4 °C unter permanenten 

Rollbewegungen. Am Folgetag wurden die Membran dreimal für je 5 Minuten mit 

0,1%igem TBS-T gewaschen, bevor die Membranen mit dem Sekundärantikörper 

(Anti-Rabbit Immunglobulin HRP, Ref. P0448, Dako Denmark A/S) für 1 Stunde 
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inkubiert wurden. Anschließend erfolgte eine erneute, dreimalige Waschung für je 10 

Minuten mit 0,1%igem TBS-T. Nach Austausch des Puffers und Behandlung der 

Membranen mit Substrat A und B (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo 

Scientific, #32106) für je 1 Minute wurden die Membranen belichtet und entwickelt. 

Dies diente der Darstellung der Proteinbanden durch Chemolumineszenz.  
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3. Ergebnisse 

 
Für den Einfluss der Autophagie auf das Proliferationsverhalten von Tumorzellen gibt 

es in der Literatur zahlreiche Hinweise. Dabei zeigen sowohl eine Inhibition als auch 

eine Induktion der Autophagie vielversprechende Ergebnisse. Um quantitativ die 

Wirksamkeit von Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin analysieren zu können, 

wurde in den folgenden Versuchen die Chemosensitivität der einzelnen Zelllinien auf 

die unterschiedlichen Wirkstoffe untersucht. Dazu wurden Wirkstoffkurven zur 

graphischen Bestimmung der IC10 erstellt, also der Wirkstoffkonzentration, bei der 10% 

des Tumorwachstums inhibiert sind.  

 

3.1 Analyse der IC10 von Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin 

Chloroquin zeigte bei der Analyse eine klassisch-inhibitorische Sättigungskinetik mit 

sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven. Diese waren bei Detroit562, FaDu und HaCaT 

vollständig ausgeprägt, während sich bei SCC9, SCC25 und A253 im untersuchten 

Konzentrationsbereich kein vollständiges Plateau bildete (vgl. Abb. 7). Dieser 

Unterschied zwischen den Zelllinien fand sich auch bei den Konzentrationen der IC10 

wieder. Die stärkste Responsivität gegenüber Chloroquin zeigte HaCaT, bei der 

bereits bei einer Konzentration von 1,84 µM die IC10 erreicht wurde. Detroit562 und 

FaDu zeigten sich weniger responsiv mit einer IC10 von 26,8 µM (Detroit562) bzw. 36,8 

µM (FaDu). Die maximale Wachstumshemmung befand sich bei einer Konzentration 

von 200 µM und lag zwischen 18% (HaCaT) und 27,5% (FaDu) bzw. 28,5% 

(Detroit562). Die anderen drei Zelllinien SCC9, SCC25 und A253 zeigten in den 

Versuchen die schwächste Ansprechrate auf Chloroquin. Aufgrund der nicht 

vollständig ausgebildeten Dosis-Wirkungs-Kurven konnten keine maximalen 

Hemmkonzentrationen bestimmt werden, da sie oberhalb des untersuchten 

Konzentrationsbereichs lagen. Die IC10 dieser Zelllinien lag bei 53,75 µM (A253), 68,3 

µM (SCC9) und 75 µM (SCC25) und damit im Mittel um etwa das 2fache höher als bei 

den anderen beiden HNSCC-Zelllinien und sogar um das 35fache höher als bei der 

Referenzzelllinie. 
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Abbildung 7: inhibitorische Effekte von Chloroquin. Zellregressionsanalyse nach Chloroquin-
Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Chloroquin wurde mit log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 µM und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und 
Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander 
durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
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 Auch bei Bafilomycin zeigten sich klassische Sättigungskinetiken mit 

unterschiedlicher Responsivität. Das Ausmaß der maximalen Hemmung variierte 

jedoch stark zwischen den einzelnen Zelllinien (vgl. Abb. 8).  

 

Abbildung 8: inhibitorische Effekte von Bafilomycin. Zellregressionsanalyse nach Bafilomycin-
Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Bafilomycin wurde in log3-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 100 nM appliziert und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material 
und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig 
voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 
Diagramm. 
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Am sensitivsten reagierte FaDu mit einer Senkung der relativen Zellzahl auf 18,6%. 

Die Zelllinien A253, HaCaT und Detroit562 reagierten mäßig bis schwach responsiv 

auf den Einfluss von Bafilomycin mit einer Senkung der relativen Zellzahl auf 30,9%, 

37,4% bzw. 53,8%. Die schwächste Responsivität zeigte sich bei den Zelllinien SCC9 

und SCC25 (83,6% und 73,1%). Die IC10 lag bei 7,25 nM für SCC9 und bei 1,75 nM 

für SCC25. Um vergleichbare inhibitorische Effekte in den anderen Zelllinien zu 

induzieren waren weitaus geringere Konzentrationen ausreichend. So lagen die IC10 

für Detroit562, A253 und FaDu im Bereich zwischen 0,48 nM, 0,67 nM und 0,75 nM. 

Auffällig ist die Tatsache, dass die IC10 von HaCaT (0,1 nM) deutlich geringer ist im 

Vergleich zu den anderen Zelllinien, obwohl die maximale Wachstumshemmung bei 

37,4% lebender Zellen nicht die höchste war. Dies ergibt sich aus der flach 

verlaufenden Dosis-Wirkungs-Kurve und ist auch bei den Versuchen mit Chloroquin 

zu beobachten. Auffällig ist bei Bafilomycin die im Vergleich zu den beiden anderen 

Wirkstoffen deutlich niedrigere Dosis, die zum Erreichen der IC10 notwendig war.  

Der Autophagie-Induktor Rapamycin erzeugte in den Zellen unterschiedliche, aber 

insgesamt schwache zellregressive Effekte (vgl. Abb. 9). Die Zelllinien FaDu und 

SCC9 reagierten mit keiner signifikanten Reduktion der Zellzahl auf Rapamycin. Die 

IC10-Werte der Zelllinien SCC25, A253 und HaCaT waren im untersuchten 

Konzentrationsbereich nicht bestimmbar und lagen hier unterhalb der kleinsten 

durchgeführten Verdünnung. Die durchschnittliche maximale Wachstumshemmung 

lag in diesen Zelllinien bei 1 µM und 76,3% lebender Zellen. Lediglich Detroit562 

reagierte in diesen Versuchen mäßig responsiv auf den Wirkstoff Rapamycin mit einer 

Zellregression von 31,5%. Der Kurvenverlauf zeigt keine klassisch-inhibitorische 

Sättigungskinetik und lässt eher auf unspezifische Effekte als Ursache für die mäßig 

starke Zellregression schließen. Hier konnte kein IC10-Wert sicher bestimmt werden. 

Da dies für die meisten Zelllinien der Fall war und zwei weitere sich wie beschrieben 

als resistent herausstellten, wurde für die folgenden Versuchsreihen nach 

Literaturrecherche ein einheitlicher IC10-Wert von 100 nM festgelegt (204).  
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Abbildung 9: inhibitorische Effekte von Rapamycin. Zellregressionsanalyse nach Rapamycin-
Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Rapamycin wurde in log3-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 1000 nM appliziert und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material 
und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig 
voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 

Diagramm.Vergleicht man die IC10-Werte der Autophagie-Inhibitoren (s. Tab. 9), so 

zeigen sich Wirkstoff- und Zelllinien-spezifisch deutliche Unterschiede. So waren für 
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Chloroquin im Vergleich zu Bafilomycin deutlich höhere Wirkstoffkonzentrationen für 

eine 10%ige Wachstumshemmung notwendig. Signifikante Unterschiede konnten 

auch zwischen den Zelllinien für denselben Wirkstoff festgestellt werden. 

 
Tabelle 9: Chloroquin/Bafilomycin IC10. Darstellung der IC10-Werte von Chloroquin und Bafilomycin 
für die einzelnen Zelllinien (n=3). 

 Zelllinie Chloroquin (IC10) Bafilomycin (IC10) 

SCC9          68,3 µM 7,25 nM 

SCC25   75 µM 1,75 nM 

A253        53,75 µM 0,67 nM 

Detroit562 26,8 µM 0,48 nM 

FaDu 36,8 µM 0,75 nM 

HaCaT 1,84 µM   0,1 nM 

 

 

3.2 Analyse der Responsivität auf FasL, TNFα und Cisplatin 

 
FasL und TNFα spielen als Mitglieder der TNF-Familie im Organismus eine 

bedeutende Rolle bei der Einleitung der Apoptose sowie vor allem TNFα auch bei der 

Inflammation. Cisplatin ist als zytostatisches Medikament in der klinischen Therapie 

von HNSCC von großer Bedeutung. Ziel der Versuche war es, die Responsivität der 

Zelllinien auf die Proteinliganden FasL und TNFα sowie das Zytostatikum Cisplatin zu 

analysieren. Die Auswertung erfolgte analog zu den vorherigen Versuchen mit Hilfe 

des Zytotoxizitätsassays. 

FasL zeigte in den Zelllinien Detroit562 und FaDu im untersuchten 

Konzentrationsbereich nur eine sehr schwache Wirkung ab > 100 ng/ml (vgl. Abb. 10). 

Die weiteren HNSCC-Zelllinien A253, SCC9 und SCC25 zeigten keine signifikante 

apoptotische Reaktivität auf FasL. Lediglich die Referenzzelllinie HaCaT zeigte einen 

sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Verlauf bei einer maximalen Wachstumshemmung bei 

200 ng/ml und 21,2% lebender Zellen. 
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Abbildung 10: Einfluss von FasL auf die Zellproliferationsrate im HNSCC. Zellregressionsanalyse 
nach FasL-Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. FasL wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material 
und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig 
voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 
Diagramm. 

Auch TNFα konnte bei den meisten HNSCC-Zelllinien im untersuchten 

Konzentrationsbereich von 200 ng/ml keine signifikante Wachstumshemmung 

erzeugen. Lediglich Detroit562 zeigte bei hohen Konzentrationen von 200 ng/ml eine 

sehr schwache Responsivität bei immer noch > 90% lebenden Zellen. Etwas stärker, 
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aber immer noch schwach responsiv, erwies sich HaCaT, die erst ab einer 

Konzentration von > 100 ng/ml mit einer signifikanten Zellregression reagierte. Jedoch 

war auch hier die maximale Wachstumshemmung relativ schwach ausgeprägt bei 

immer noch > 70% lebenden Zellen (vgl. Abb. 11). 

 

 

Abbildung 11: Einfluss von TNFα auf die Zellproliferationsrate im HNSCC. Zellregressionsanalyse 
nach TNF-Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. TNFα wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material 
und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig 
voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 

Diagramm.Cisplatin hingegen führte in allen Zelllinien zu einer signifikanten 

Zellregression, jedoch mit unterschiedlich starker Responsivität (vgl. Abb. 12).  
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Abbildung 12: Einfluss von Cisplatin auf die Zellproliferationsrate im HNSCC. 
Zellregressionsanalyse nach Cisplatin-Monotherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Cisplatin 
wurde in log2-Verdünnungsstufen ausgehend von 100 µM appliziert und für 72 h im Brutschrank 
inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden 
drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung 
der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
Mäßig stark reagierten die Zelllinien SCC9 und SCC25 mit einer Zellregression bei 

maximaler Wachstumshemmung mit noch 50,1% bzw. 46,8% lebenden Zellen. Bei 

den anderen Zelllinien kam es durchschnittlich zu einer Zellregression von etwa 80%. 

Auffällig war vor allem, dass bei Detroit562, FaDu und HaCaT die maximale 
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Hemmkonzentration im Gegensatz zu den anderen Zelllinien des Zellpanels bereits 

bei 100 µM lag. 

 

3.3 Kombinationstherapie von FasL, TNFα und Cisplatin mit 
 Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin 

 
Wie bereits beschrieben, vermitteln Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin ihre 

Effekte auf die Autophagie über ganz unterschiedliche Wege. Grundsätzlich bleibt die 

Frage zu klären, wie genau die Autophagiemodulation zur Apoptose in den Zellen 

führt. In den Kombinationstherapien wurde diese Frage dahingehend untersucht, ob 

der Einsatz der autophagiemodulierenden Wirkstoffe zu einer Chemosensitivierung 

gegenüber FasL, TNFα und Cisplatin führt. Die IC10-Werte von Chloroquin, Bafilomycin 

und Rapamycin aus den vorangegangenen Versuchen wurden in konstanter 

Konzentration für die Kombinationstherapie in log2- bzw. log3-Verdünnungsreihen mit 

FasL, TNFα und Cisplatin angewendet. Um Sensitivierungseffekte ermitteln zu 

können, wurden die in den Monotherapien ermittelten Kurven mit denen der parallel 

durchgeführten Kombinationstherapien verglichen. Verschiebungen im Kurvenverlauf 

deuten hier auf eine Veränderung der Wirksamkeit hin. 

Chloroquin zeigte in Kombination mit FasL je nach Zelllinie sehr unterschiedliche 

Effekte. Während die Kombination beider Wirkstoffe auf SCC9 und SCC25 keinerlei 

Effekte hatte, zeigte sich ein sogar schwach desensitivierender Effekt auf A253 und 

HaCaT. Die Resistenz von A253 gegenüber FasL wurde durch die Wirkung von 

Chloroquin leicht verstärkt, ablesbar an der erhöhten, relativen Zellzahl bei maximaler 

FasL-Konzentration von 200 ng/ml. Hier lagen 11% mehr Zellen vor als bei der FasL-

Monotherapie (vgl. Abb. 13). 
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Abbildung 13: Kombinationtherapie FasL und Chloroquin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. FasL wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Chloroquin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt (n=3). Dargestellt ist 
die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
In den HaCaT-Zellen erzeugte die Kombinationstherapie eine verminderte maximale 

Wachstumshemmung von 32,4% lebenden Zellen (zum Vergleich Monotherapie mit 

FasL: 24,5%). Interessanterweise tritt der desensitivierende Effekt erst ab einer FasL-

Konzentration von 50 ng/ml auf. Auf FaDu und Detroit562 wirkte die 

Kombinationstherapie sensitivierend, jedoch in unterschiedlich starkem Ausmaß. Bei 

Detroit562 trat der leicht sensitivierende Effekt ab einer FasL-Konzentration von > 50 
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ng/ml auf und führte zu einer Reduktion überlebender Zellen auf 76,5 % bei maximaler 

Wachstumshemmung (bei Monotherapie mit FasL: 94,1%) im untersuchten 

Konzentrationsbereich. Die stärkste sensitivierende Wirkung hatte die 

Kombinationstherapie auf FaDu. Stellte sich diese Zelllinie in der Monotherapie mit 

FasL noch als nahezu resistent dar, so sank die Anzahl überlebender Zellen bei 

maximaler Hemmkonzentration auf 37,8% lebende Zellen. Dies entspricht einer 

Reduktion überlebender Zellen um 43,8% oder das 3,4fache der maximalen 

Zellregression bei FasL-Monotherapie. Der sensitivierende Effekt begann ab einer 

FasL-Konzentration > 6,3 ng/ml.  

In der Kombinationstherapie mit TNFα zeigte Chloroquin in den meisten Zelllinien 

keine signifikanten, sensitivierenden Effekte im Sinne einer Proliferationshemmung. 

Leicht desensitivierende Effekte zeigten sich bei SCC25, mit einer durchschnittlich 

erhöhten Anzahl lebender Zellen um 8,5%, und bei HaCaT, bei der die maximale 

Wachstumshemmung in Kombinationstherapie auf 88,2% lebende Zellen im Vergleich 

zu 73,8% bei TNFα-Monotherapie sank. Sensitiverende Effekte fanden sich auch hier 

nur bei den Plattenepithelkarzinomzelllinien Detroit562 und FaDu. Sehr schwach 

sensitivierend wirkte sich die Kombinationstherapie auf die maximale 

Wachstumshemmung von Detroit562 aus, die um 10,5% im Vergleich zur TNFα-

Monotherapie sank. Die größten Veränderungen waren analog zu den Ergebnissen 

der FasL-Kombinationstherapie mit Chloroquin bei FaDu zu beobachten, jedoch 

weniger stark ausgeprägt. Zeigte sich die Zellzahl bei FaDu in der TNFα-Monotherapie 

noch unverändert gegenüber dem Einfluss von TNFα, so reduzierte sich die Zellzahl 

bei maximaler Hemmkonzentration von 200 ng/ml auf 70,7% lebende Zellen. Der 

sensitivierende Effekt trat ab einer TNFα-Konzentration > 25 ng/ml auf (s. Abb. 14). 
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Abbildung 14: Kombinationtherapie TNFα und Chloroquin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. TNFα wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Chloroquin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 

In Monotherapie reagierten alle Zelllinien auf Cisplatin in unterschiedlichem Maße 

sensitiv. Die Kostimulation mit Chloroquin veränderte die Zellviabilität bei den Zelllinien 

A253, Detroit562, FaDu und HaCaT nicht und blieb weitestgehend unverändert, 

sodass hier keine signifikanten sensitivierenden Effekte festgestellt werden konnten. 

Bei den beiden SCC9 und SCC25 führte die kombinatorische Applikation von 
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Chloroquin und Cisplatin zu einer leicht erhöhten relativen Zellzahl bei maximaler 

Hemmkonzentration von 100 µM Cisplatin. Bei beiden Zelllinien erreichte die 

Wachstumshemmung der Kombinationstherapie bereits bei 50 µM ihr Maximum und 

lag um 15,2% (SCC9) bzw. 12,9% (SCC25) höher als das jeweilige Maximum der 

Cisplatin-Monotherapie (s. Abb. 15) 

 
 
Abbildung 15: Kombinationtherapie Cisplatin und Chloroquin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Cisplatin wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 µM appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Chloroquin für 
72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der 
Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 

Diagramm.Der kombinierte Einsatz von Bafilomycin und FasL zeigte in den meisten 

Zelllinien keine signifikante Wirkung auf die Zellzahl (s. Abb. 16).  
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Abbildung 16: Kombinationtherapie FasL und Bafilomycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. FasL wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Bafilomycin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
In Kombination mit FasL führte Bafilomycin lediglich bei SCC9 und HaCaT zu leichten 

Veränderungen. Bei maximaler Hemmkonzentration von 200 ng/ml FasL erhöhte sich 

die Zellzahl um 9,4% in Kombination mit Bafilomycin. Noch geringer fiel der Effekt bei 

HaCaT aus, die in Monotherapie als einzige der untersuchten Zelllinien sensitiv auf 

FasL reagierte. Hier lagen im Vergleich zur FasL-Monotherapie rund 6% mehr lebende 

Zellen bei maximaler Wachstumshemmung vor. Dieser marginale Effekt trat erst ab 

einer Konzentration von > 25 ng/ml FasL auf. Die Resistenzen der restlichen 
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untersuchten Zelllinien gegenüber FasL konnte der Einsatz von Bafilomycin in diesen 

Versuchen nicht verändern.  

Die Kombinationstherapie mit TNFα zeigte analog zu den Ergebnissen der FasL-

Kombinationstherapie keine signifikanten Veränderungen im Proliferationsverhalten 

der Zelllinien. Reagierte HaCaT in der TNFα-Monotherapie am oberen Ende des 

untersuchten Konzentrationsbereiches ab > 100 ng/ml mit einer zellregressiven 

Tendenz, so verringerte sich dieser Effekt durch den kombinierten Einsatz von TNFα 

mit Bafilomycin um 14,1% bei maximaler Hemmkonzentration (s. Abb. 17).  

Auch die Kostimulation von Bafilomycin mit Cisplatin brachte bei vier von sechs 

Zelllinien (SCC25, Detroit562, FaDu und HaCaT) keine signifikanten Veränderungen 

der relativen Zellzahl. Bei A253 äußerte sich ein leichter Effekt mit niedrigerer 

halbmaximaler Wachstumshemmung im Vergleich zur Cisplatin-Monotherapie, 

während die maximale Wachstumshemmung gleichblieb. So erforderte eine 

halbmaximale Wachstumshemmung bei der Kombinationstherapie etwa eine 

Konzentration von 6,3 µM Cisplatin. Im Vergleich dazu liegt die halbmaximale 

Wachstumshemmung der Cisplatin-Monotherapie um etwa 3 µM oder das 1,5fache 

höher. Bei SCC9 bewirkte die Kostimulation eine Desensitivierung mit einer erhöhten 

relativen Zellzahl bei maximaler Wachstumshemmung um 15,3% im Vergleich zur 

Cisplatin-Monotherapie. Der desensitivierende Effekt trat bereits bei sehr niedrigen 

Verdünnungsstufen im Bereich von > 1 µM Cisplatin auf (s. Abb. 18).  
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Abbildung 17: Kombinationtherapie TNFα und Bafilomycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. TNFα wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Bafilomycin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
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Abbildung 18: Kombinationtherapie Cisplatin und Bafilomycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Cisplatin wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 µM appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Bafilomycin für 
72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der 
Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 

Rapamycin spiegelt als Autophagie-induzierender Wirkstoff im Gegensatz zu den 

beiden bisher untersuchten inhibitorischen Wirkstoffen Chloroquin und Bafilomycin 
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den entgegengesetzten Therapieansatz wider. In Kombination mit FasL konnte man 

schwache bzw. keine signifikanten Effekte auf die relative Zellzahl beobachten (s. Abb. 

19). 

 

Abbildung 19: Kombinationtherapie FasL und Rapamycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. FasL wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Rapamycin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 

berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm.So 

reagierten die Zelllinien SCC9 und A253 mit keiner signifikanten Veränderung der 

Zellzahl auf FasL nach Kostimulation mit 100 nM Rapamycin und blieben weiterhin 
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resistent. Bei SCC25 erhöhte sich die relative Zellzahl ab einer FasL-Konzentration 

von > 12,5 ng/ml konstant um durchschnittlich etwa 8% bis zum Maximum des 

untersuchten Konzentrationsbereiches. Auch auf HaCaT zeigte sich ein ähnlich 

desensitivierender Effekt mit einer im Vergleich zur Monotherapie erhöhten 

halbmaximalen Wachstumshemmung von etwa 10 ng/ml und einer um 4,9% erhöhten 

Anzahl lebender Zellen bei maximaler Wachstumshemmung. FaDu und Detroit562 

reagierten am oberen Ende des untersuchten Konzentrationsbereiches > 50 ng/ml mit 

einer stärkeren Zellregression im Vergleich zur FasL-Monotherapie. Da bei beiden 

Zelllinien die maximale Wachstumshemmung oberhalb der initial applizierten 

Konzentration von 200 ng/ml FasL und damit außerhalb des untersuchten 

Konzentrationsbereiches lag, können keine Aussagen über diese getroffen werden. 

Bei einer FasL-Konzentration von 200 ng/ml konnten die größten Unterschiede in der 

Reaktivität festgestellt werden. So lagen bei FaDu bei der Kombinationstherapie 

15,9% und bei Detroit562 10,8% weniger lebende Zellen vor als bei gleicher 

Konzentration in FasL-Monotherapie. 

Schwache Veränderungen in der relativen Anzahl lebender Zellen konnten auch bei 

der Kostimulation mit TNFα in SCC25 und HaCaT festgestellt werden, jedoch hatte 

dies keinen signifikanten Einfluss auf eine Sensitivierung der Zellen gegenüber TNFα 

im Sinne einer Proliferationshemmung. Bei SCC25 erhöhte sich die relative Anzahl 

lebender Zellen um 8% bei der maximalen TNFα-Konzentration von 200 ng/ml, 

während sie bei HaCaT sogar um 14% stieg. Bei den übrigen untersuchten Zelllinien 

blieb die relative Zellzahl bei dem kombinierten Einsatz von TNFα und Rapamycin 

unverändert (s. Abb. 20).  
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Abbildung 20: Kombinationtherapie TNFα und Rapamycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. TNFα wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 ng/ml appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Rapamycin 
für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion 
der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 
 
In Kombination mit Cisplatin konnte bei zwei Zelllinien (SCC9 und SCC25) eine 

schwache Veränderung der maximalen Wachstumshemmung beobachtet werden. So 

lagen bei Konzentrationen von 100 µM Cisplatin 20,2% mehr lebende SCC9-Zellen 

vor als bei der Cisplatin-Monotherapie. Dieser desensitiverende Effekt trat bereits ab 

einer Konzentration von > 1 µM Cisplatin kontinuierlich auf und vergrößerte sich 
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konstant bis zu einem durchschnittlichen Unterschied von circa 20% lebender Zellen 

ab einer Konzentration > 50 µM (s. Abb. 21).  

 
 
Abbildung 21: Kombinationtherapie Cisplatin und Rapamycin. Zellregressionsanalyse nach 
Kombinationstherapie im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. Cisplatin wurde in log2-Verdünnungsstufen 
ausgehend von 200 µM appliziert und in Kombination mit konstanter IC10-Konzentration Rapamycin für 
72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Zur Reproduktion der 
Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 

Einen ähnlichen, aber deutlich schwächeren Effekt zeigte sich bei SCC25, dessen 

maximale Wachstumshemmung bei einer Konzentration von 50 µM mit einem 
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Unterschied von 6,9% lebender Zellen lag. Bei den übrigen untersuchten Zelllinien 

konnte kein signifikanter Unterschied in der relativen Anzahl lebender Zellen bei 

maximaler Hemmkonzentration festgestellt werden, jedoch waren bei A253, FaDu und 

Detroit562 geringere Konzentrationen Cisplatin nötig, um eine halbmaximale 

Wachstumshemmung zu erreichen. Bei A253 betrug dieser Unterschied etwa 2 µM, 

bei FaDu etwa 4 µM und bei Detroit562 etwa 8 µM. HaCaT reagierte weitestgehend 

mit einer unveränderten Zellzahl auf den kombinierten Einsatz von Cisplatin und 

Rapamycin. 

 

3.4 Analyse des Einflusses der Methioninrestriktion auf die FasL-
 Sensitivität  

 
Die MR stellt neben dem Einsatz von u.a.  Autophagie-Inhibitoren oder -induktoren wie 

Bafilomycin oder Rapamycin eine weitere Möglichkeit zur Modulation der Autophagie 

in Zellen dar (s. 1.3.2.2). Ihre antitumoralen Effekte machen sie auch für weitere 

Forschung im Bereich der HNSCC interessant. In den folgenden Versuchsreihen 

wurde untersucht, ob es durch die Restriktion der essentiellen Aminosäure Methionin 

zu einer FasL-Sensitivierung im Sinne einer erhöhten Proliferationshemmung in den 

Zelllinien FaDu und Detroit562 kommt. Diese Zelllinien reagierten in der 

Kombinationstherapie mit Chloroquin mit der stärksten Sensitivitätsänderung und in 

Versuchen unserer Arbeitsgruppe am sensitivsten auf die MR innerhalb der Gruppe 

der HNSCC-Zelllinien. Die Zellen wurden vor Beginn der Stimulation mit FasL für 72 h 

in Methionin-armem Kulturmedium (1 mg/l Met.) stimuliert, um eine Umstellung des 

Zellmetabolismus zu gewährleisten. Die Zellen wurden regelmäßig visuell im 

Zellmikroskop auf Vitalität geprüft und das Kulturmedium bei Farbumschlag 

entsprechend gewechselt. Für den Versuch wurde frisches, Methionin-armes Medium 

verwendet und 200 ng/ml FasL in log2-Verdünnungsreihen aufgetragen sowie für 72 h 

im Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle diente eine FasL-Verdünnungsreihe der Zellen 

in normalem Kulturmedium. Die Auswertung erfolgte im Zytotoxizitätsassay. FaDu 

reagierte in der Kontrolle mit einer maximalen Zellreduktion von 34,6% bei maximaler 

Hemmkonzentration von 200 ng/ml FasL. Die Zellen, die mit Methionin-armem 

Kulturmedium angesetzt wurden, zeigten keine signifikante Veränderung der 

maximalen und halbmaximalen Wachstumshemmung im untersuchten 

Konzentrationsbereich (37,3% bei 200 ng/ml FasL). Detroit562 wurde durch den 
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Einfluss der MR sensitiver gegenüber einer FasL induzierten Proliferationshemmung. 

Dies zeigte sich in einer um 30,2% erniedrigten relativen Zellzahl bei maximaler 

Wachstumshemmung im Vergleich mit dem Kontrollversuch. Auffällig ist außerdem, 

dass der Effekt bereits bei sehr niedrigen Verdünnungen von < 1 ng/ml FasL auftrat. 

Auch die Konzentration der halbmaximalen Wachstumshemmung erniedrigte sich um 

etwa 5 ng/ml im Vergleich zu dem Kontrollversuch (s. Abb. 22). 

 

 

 
Abbildung 22: Methioninrestriktion und FasL. Zellregressionsanalyse nach MR im Kristallviolett-
Zytotoxizitätsassay. FasL wurde in log2-Verdünnungsstufen ausgehend von 200 ng/ml appliziert und für 
72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Im Vorlauf wurden die 
Zellen für den Versuch für 72 h auf Methionin-armes Kulturmedium umgestellt. Zur Reproduktion der 
Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem 

Diagramm.Analyse der TNFα-Sensitivität nach Kostimulation mit Chloroquin,
  Bafilomycin und Rapamycin unter Methioninrestriktion  
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In den Versuchsreihen zur Kostimulation der einzelnen Autophagie-Inhibitoren 

Chloroquin und Bafilomycin und des Autophagie-Induktors Rapamycin mit TNFα 

konnte keine signifikante Sensitivierung auf TNFα durch den Einfluss der 

Autophagiemodulatoren im Sinne einer erhöhten Proliferationshemmung beobachtet 

werden. In den folgenden Versuchen wurden Wachstumsraten mit Hilfe der maximalen 

relativen Zellzahl analysiert, um sowohl singuläre Effekte einzelner 

Autophagiemodulatoren und der MR auf die maximale relative Zellzahl, als auch 

kombinatorische Effekte im Sinne einer TNFα-Sensitivierung miteinander zu 

vergleichen. Analog zu den vorherigen Versuchsreihen zum Einfluss der MR auf das 

Proliferationsverhalten der Zellen unter dem Einfluss von FasL wurden FaDu und 

Detroit562 für 3 Tage in Methionin-armem Kulturmedium (1 mg/l Met.) kultiviert, bevor 

die Zellen für die Versuchsreihen verwendet wurden. Als Kontrolle dienten Zellen, die 

in regulärem Kulturmedium kultiviert wurden. Anschließend erfolgte die Inkubation der 

Zellen mit den autophagiemodulierenden Wirkstoffen Chloroquin, Bafilomycin und 

Rapamycin,. Für Chloroquin und Bafilomycin wurden die vorher ermittelten IC10-Werte, 

für Rapamycin 100 nM verwendet. Da sowohl FaDu als auch Detroit562 in vorherigen 

Versuchen weitestgehend ohne signifikante Änderungen der Zellzahl auf die 

Inkubation mit TNFα reagierten, wurde für diese Versuchsreihe die höchste 

untersuchte Konzentration von 200 ng/ml verwendet. Zur Auswertung wurden die 

maximalen Änderungen der relativen Zellzahl der Untersuchungs- und der 

Kontrollgruppen miteinander verglichen. Die relative Zellzahl in der Kontrollgruppe mit 

regulärem Kulturmedium ohne applizierten Wirkstoff oder TNFα wurde auf 100% 

genormt (s. Abb. 23). 

FaDu reagierte in der Kontrollgruppe mit regulärem Kulturmedium auf den alleinigen 

Einfluss von Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin mit einer leichten Änderung der 

relativen Zellzahl. Die Stimulation mit 200 ng/ml TNFα erbrachte in der Kontrolle, wie 

in den vorherigen Versuchen ebenfalls beobachtet, keine signifikante Reduktion der 

relativen Zellzahl. Auch durch die Kostimulation mit Rapamycin konnte keine 

Sensitivierung auf TNFα erzielt werden. Leichte Sensitivierungen erfolgten bei der 

Kostimulation mit Chloroquin und Bafilomycin, bei denen die relative Zellzahl im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Applikation von TNFα sank (10,2% bei Chloroquin, 

4,9% bei Bafilomycin). Eine deutliche Wachstumshemmung erzielte die MR in allen 

Untersuchungsgruppen. Während die relative Zellzahl der Kontrolle mit MR im 
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Vergleich zur Kontrolle mit regulärem Kulturmedium um 24% sank, so konnte der 

kombinierte Einfluss der MR mit Rapamycin eine gesteigerte Wachstumshemmung 

um 36,7% erzielen. 

 

 

Abbildung 23: Methioninrestriktion in Kombination mit Autophagie-Modulatoren und TNFα. 
Zellregressionsanalyse nach kombinatorischer MR mit TNFα und Chloroquin, Bafilomycin und 
Rapamycin im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. 200 ng/ml TNFα wurden pro Well appliziert und für 72 
h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material und Methoden 2.2). Im Vorlauf wurden die 
Zellen für den Versuch für 72 h auf Methionin-armes Kulturmedium umgestellt. Zur Reproduktion der 
Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte 
berechnet (n=3). Dargestellt ist die Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 

 
Auch für Chloroquin und Bafilomycin ergab die Kombination mit der MR eine 

signifikante Reduktion der relativen Zellzahl um 16,2% für Chloroquin bzw. 19,3% für 

Bafilomycin. Auf die TNFα-Sensitivität hatte diese Kombination allerdings keinen bzw. 
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einen geringen Einfluss. So reagierten die Zellen in der Kontroll- und in der Chloroquin-

Gruppe mit einer nicht signifikant veränderten, relativen Zellzahl auf die TNFα-

Stimulation. In der Chloroquin-Gruppe erhöhte sich sogar die relative Zellzahl um 

4,6%. Eine leichte Sensitivierung fand in der Bafilomycin- und Rapamycin-Gruppe 

statt, mit einer reduzierten, relativen Zellzahl um 10% bei Bafilomycin bzw. 7,4% bei 

Rapamycin. In der Rapamycin-Gruppe konnte auch die insgesamt größte 

Wachstumshemmung bei noch 61,4% lebender Zellen erzielt werden. Damit lag die 

relative Zellzahl nach TNFα-Applikation im Vergleich zur Kontrolle um 13,1% niedriger.  

Auch Detroit562 reagierte in der Kontroll-Gruppe mit regulärem Kulturmedium auf den 

alleinigen Einfluss von Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin mit einer leichten 

Änderung der relativen Zellzahl. Die Zellen reagierten auf die alleinige Applikation von 

200 ng/ml TNFα mit einer signifikanten Reduktion der relativen Zellzahl um 37,1%. 

Dies entsprach der größten Reduktion der relativen Zellzahl bei den Versuchen mit 

regulärem Kulturmedium. Die Kostimulation mit den einzelnen Wirkstoffen führte 

ebenfalls zu Proliferationshemmungen, jedoch in unterschiedlichem Ausmaß. So 

konnten bei der Kostimulation mit Chloroquin noch 74,6% lebende Zellen, mit 

Bafilomycin noch 69,7% lebende Zellen festgestellt werden. Die geringste Reduktion 

erzeugte die Kombination von TNFα mit Rapamycin bei noch über 92% lebenden 

Zellen. Wie bei FaDu konnte auch bei Detroit562 unter dem Einfluss der MR eine 

deutliche Proliferationshemmung beobachtet werden. Im Gegensatz zum regulären 

Kulturmedium lagen in der Kontrollprobe der MR ohne Applikation weiterer Wirkstoffe 

bereits knapp 25% weniger Zellen vor. Auch die Kostimulation mit den einzelnen 

Wirkstoffen führte zu einer Reduktion der relativen Zellzahl mit ähnlichen Werten. Hier 

konnte Rapamycin mit 69,6% noch lebenden Zellen die größte Reduktion erzeugen, 

während bei Chloroquin und Bafilomycin mit 72,9% und 74,8% ähnliche Werte wie bei 

der alleinigen MR beobachtet wurden. Die größte Proliferationshemmung konnte in 

den Versuchsreihen der kombinatorische Einsatz der MR mit TNFα erzeugen, bei der 

es zu einer maximalen Reduktion der Zellzahl um ca. 44% kam. Die Kostimulation mit 

Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin führte zu deutlichen Wachstumshemmungen 

mit einer um etwa 40% verringerten Anzahl lebender Zellen in allen Gruppen. 

3.6 Analyse der IL-8 Expression 
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Da TNFα als vielseitiges Zytokin nicht allein Einfluss auf Apoptose und 

Zelldifferenzierung hat, sondern kontextabhängig vor allem inflammatorisch unter 

anderem auch die Ausschüttung von anderen Zytokinen anregt, wurde in einer 

weiteren Versuchsreihe die Expression von Interleukin-8 (IL-8) analysiert. IL-8 spielt 

eine bedeutende Rolle bei inflammatorischen Prozessen der Tumormikroumgebung 

und steht im Zusammenhang mit pathogenetisch bestimmenden Faktoren, wie 

Tumorprogression, Angiogenese und Metastasierung (205). Der Versuchsaufbau und 

die Durchführung erfolgten analog zur vorherigen Versuchsreihe (s. 3.5). Um die 

Ergebnisse zu vergleichen, erfolgte eine Normierung der IL-8 Expression der 

Kontrollgruppe mit regulärem Kulturmedium ohne applizierten Wirkstoff oder TNFα auf 

100%. Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit regulärem Kulturmedium zeigte sich bei 

der alleinigen Stimulation mit den Autophagiemodulatoren signifikant veränderte IL-8 

Expressionen in der Zelllinie FaDu. Bei der Chloroquin- und Bafilomycin-Gruppe stieg 

die Expression um 24,7% bzw. 19,1%, während bei der Rapamycin-Gruppe eine 

verringerte Expression um etwa 26% im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet 

werden konnte. Die zusätzliche Applikation von TNFα bewirkte in allen Gruppen einen 

Anstieg der IL-8 Expression, jedoch in unterschiedlich starkem Ausmaß. In der 

Kontrollgruppe stieg die IL-8 Expression um etwa 37% im Vergleich zum Wert ohne 

TNFα Applikation an, genauso wie innerhalb der Rapamycin-Gruppe. Bei den 

Versuchen mit regulärem Kulturmedium erzielte die Kombination von Rapamycin und 

TNFα insgesamt den geringsten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle (11,3%). Bei 

Chloroquin konnte ein höherer Anstieg um 77,6% beobachtet werden, während bei 

Bafilomycin die IL-8 Expression um 49,7% anstieg. Die Umstellung auf Methionin-

armes Kulturmedium sorgte in allen Gruppen für einen Anstieg der IL-8 Expression (s. 

Abb 24).  
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Abbildung 24: Analyse der IL-8 Expression. IL-8-Expressionsanalyse nach kombinatorischer MR mit 
TNFα und Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin im Kristallviolett-Zytotoxizitätsassay. 200 ng/ml 
TNFα wurden pro Well appliziert und für 72 h im Brutschrank inkubiert (1x104 Zellen/Well, s. Material 
und Methoden 2.2). Im Vorlauf wurden die Zellen für den Versuch für 72 h auf Methionin-armes 
Kulturmedium umgestellt. Zur Reproduktion der Ergebnisse wurden drei Experimente unabhängig 
voneinander durchgeführt und hieraus Mittelwerte berechnet (n=3). Dargestellt ist die 
Zusammenfassung der Experimente in jeweils einem Diagramm. 

Die höchsten Anstiege konnten auch hier in der Chloroquin- und Bafilomycin-Gruppe 

beobachtet werden mit einer erhöhten Expression um etwa 41% bzw. 48,7%. In der 

Kontroll-Gruppe wurde ein Anstieg um 29,3% verzeichnet. Auch hier bewirkte die 

Stimulation mit Rapamycin die insgesamt geringste IL-8 Expression im Vergleich mit 
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allen Gruppen. Im Unterschied zur Expression bei regulärem Kulturmedium stieg 

jedoch bei der MR die Expression um 17,3%. Analog zu den Ergebnissen mit 

regulärem Kulturmedium stieg auch bei der MR nach zusätzlicher Stimulation mit 

TNFα die IL-8 Expression in allen Gruppen an. Auffällig sind hier vor allem die höheren 

Maximalanstiege im Vergleich zu den Versuchen mit regulärem Kulturmedium. In der 

Kontrollgruppe stieg die IL-8 Expression unter MR nach Stimulation mit TNFα um 

80,5% an. Bei den Wirkstoffgruppen konnten höhere Anstiege festgestellt werden. Bei 

der Rapamycin-Gruppe stieg die Expression um 96,9%, bei der Chloroquin-Gruppe 

um 104,5% und bei der Bafilomycin-Gruppe um 117,1% im Vergleich zur Kontrolle. 

Die bei FaDu beobachteten Tendenzen der unterschiedlichen IL-8 Expression bei den 

einzelnen Versuchsgruppen zeigten sich auch so bei Detroit562. Auffällig sind vor 

allem Unterschiede in den Versuchen mit regulärem Kulturmedium ohne TNFα. Hier 

bewirkten Chloroquin und Bafilomycin keine signifikanten Expressionsunterschiede im 

Vergleich zur Kontrolle. Analog zu den Ergebnissen bei FaDu konnte bei Rapamycin 

auch hier eine deutlich verringerte IL-8 Expression um 40,8% beobachtet werden. 

Dieser Wert stieg durch die zusätzliche Stimulation mit TNFα zwar um etwa 37% an, 

blieb aber immer noch unter dem auf 100% normierten Expressionswert der Kontrolle. 

In der Kontroll-Gruppe hingegen konnte der höchste Anstieg um 83,1% verzeichnet 

werden. Auch Chloroquin und Bafilomycin sorgten für eine erhöhte Expression, jedoch 

in geringerem Ausmaß (48,4% bzw. 51,4%). Die Umstellung auf die MR bewirkte wie 

bei FaDu ebenfalls einen Anstieg der IL-8 Expression. Während sowohl in der Kontroll- 

als auch in der Chloroquin- und Bafilomycin-Gruppe ähnlich erhöhte Expressionswerte 

beobachtet werden konnten (Kontroll-Gruppe: 24,4%, Chloroquin-Gruppe: 33%, 

Bafilomycin-Gruppe: 20,7%), änderte sich in der Rapamycin-Gruppe die Expression 

im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant. Auffällig ist hier allerdings der Anstieg 

innerhalb der Rapamycin-Gruppe im Vergleich zum Expressionswert bei regulärem 

Kulturmedium (etwa 42%), was dem höchsten relativen Anstieg innerhalb der 

einzelnen Gruppen entspricht. Die zusätzliche Applikation von TNFα bei der MR sorgte 

ebenfalls für einen deutlichen Anstieg der IL-8 Expression. Der höchste Anstieg konnte 

in der Kontroll-Gruppe beobachtet werden (109,1%). In der Chloroquin- und 

Bafilomycin-Gruppe konnten ebenfalls deutliche Anstiege verzeichnet werden (94,9% 

bzw. 85,3%). Die geringste Expressionserhöhung ließ sich bei der Rapamycin-Gruppe 

beobachten, bei der die IL-8 Expression um 68,4% im Vergleich zur Kontrolle anstieg. 
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3.7 Analyse der Autophagiemodulation auf Proteinebene 

 
Zur Analyse des Einflusses der eingesetzten Wirkstoffe auf die Autophagie wurde eine 

SDS-Page durchgeführt. Ein geeigneter und ubiquitär eingesetzter Marker ist LC3-ll, 

da sich die Menge an LC3-ll proportional zu der Menge an Autophagosomen und 

Autophagie-bezogenen Strukturen in der Zelle verhält (206). Dabei ist zu beachten, 

dass sowohl induzierende als auch inhibierende Wirkstoffe zu einem Anstieg der LC3-

ll-Konzentration führen können. Läuft die Autophagie verstärkt ab, wird mehr LC3-ll 

von der Zelle exprimiert. Rapamycin, als autophagieinduzierender Wirkstoff, diente als 

Positivkontrolle nach 24 Stunden. Eine Inhibition vor allem später Stadien der 

Autophagie führt zu einer Akkumulation von Autophagosomen und damit verbunden 

ebenfalls erhöhten LC3-ll-Konzentrationen. Die LC3-ll-Expression nach Anwendung 

der Autophagie-inhibierenden Wirkstoffe Chloroquin und Bafilomycin wurde nach 6 

Stunden sowie 24 Stunden gemessen und mit der jeweiligen Kontrolle verglichen. Zur 

Standardisierung des Proteinauftrags wurde Tubulin-α detektiert. LC3-ll wurde unter 

Kontrollbedingungen von allen untersuchten Zelllinien exprimiert. Auffällig war hierbei, 

dass vor allem bei FaDu und Detroit562 ein stärkeres Signal detektiert wurde, als bei 

SCC9, SCC25 und der Referenzzelllinie HaCaT. Rapamycin führte in allen Zelllinien 

zu einem verstärkten LC3-ll-Signal im Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle. Bei den 

Zelllinien FaDu, Detroit562, SCC9 und HaCaT konnten zeitliche Unterschiede nach 6 

Stunden und 24 Stunden unter Kontrollbedingungen festgestellt werden, wobei nach 

24 Stunden die Signalstärke im Vergleich erhöht war. Lediglich bei SCC25 ließen sich 

keine zeitlichen Unterschiede in der LC3-ll-Expression sicher feststellen. Auch die 

Autophagie-Inhibitoren Chloroquin und Bafilomycin bewirkten in allen Zelllinien eine 

LC3-ll-Expression mit Detektion eines Signals. Vor allem in der Referenzzelllinie 

HaCaT konnten nach 24 Stunden deutlich erhöhte Signalstärken detektiert werden. 

Auch bei FaDu und Detroit562 konnten erhöhte Signalstärken bei der Anwendung von 

Chloroquin und Bafilomycin festgestellt werden. Einen quantitativen Unterschied zur 

Kontrolle ließ sich allerdings nicht sicher feststellen. Dies gilt auch für die Zelllinien 

SCC9 und SCC25, wobei sich deren Signale insgesamt schwächer darstellten (vgl. 

Abb. 25).  
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Abbildung 25: Analyse der LC3-ll-Expression nach Stimulation mit autophagiemodulierenden 
Wirkstoffen. Die Zellen wurden mit der IC10-Konzentration von Chloroquin, Bafilomycin und Rapamycin 
stimuliert. LC3-ll wurde aus Vollzelllysaten mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und 
anschließend auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Die Detektion von LC3-ll und Tubulin-α als 
Ladungskontrolle erfolgte durch den Immunoblot. Konstituitive LC3-ll-Expression konnte unter 
Kontrollbedingungen bei allen Zelllinien detektiert werden. Rapamycin diente als Positivkontrolle. Bei 
der Anwendung von Chloroquin und Bafilomycin konnten zeit- und zelllinienabhängig erhöhte LC3-ll-
Expressionslevel festgestellt werden. 
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4. Diskussion 

 
Die kontextabhängige Wirkung der Autophagie auf die Proliferation von Tumorzellen 

resultiert aus den notwendigen, erhöhten metabolischen Anforderungen und kann je 

nach Stadium vor einer Tumorentstehung schützen oder das Wachstum solider 

Tumore fördern. So hat die Autophagie direkten Einfluss auf die von Hannahan und 

Weinberg postulierten Merkmale einer Tumorzelle, indem sie unter anderem eine 

kritische Rolle bei der Replikation und Metastasierung spielt (207). Die ambivalente 

Funktion der Autophagie stellt außerdem eine Herausforderung für die Entwicklung 

neuer Therapiemöglichkeiten und deren potenziellen Einsatz im klinischen Kontext 

dar.  Ein besseres Verständnis darüber, ob die Autophagie präventiv der Entstehung 

von HNSCC entgegenwirkt oder ursächlich für dessen Wachstum ist, wird eine 

entscheidende Rolle bei der Frage spielen, wie Patienten mit HNSCC in Zukunft von 

einer Modulation der Autophagie profitieren können. Diverse Autophagie-

modulierende Pharmazeutika befinden sich bereits in präklinischer und klinischer 

Anwendung und wurden an anderer Stelle ausführlich beschrieben (s. 1.3.1 und 1.3.2).  

Die HNSCC-Zelllinien wiesen in der vorliegenden Arbeit insgesamt eine schwache 

apoptotische Responsivität gegenüber der Anwendung des extrinsischen 

Todesliganden FasL auf. Während bei Detroit562 und FaDu im oberen 

Konzentrationsbereich zwischen 100 ng/ml und 200 ng/ml zellregressive Effekte 

beobachtet werden konnten, waren die Zelllinien SCC9, SCC25 und A253 resistent. 

Lediglich die Referenzzelllinie HaCaT zeigte ein sensitives Verhalten mit effektiver 

Zellzahlreduktion. In der Tat zeigen auch andere Studien, dass die meisten 

Tumorzellen resistent gegenüber FasL-induzierter Apoptose sind, selbst wenn sie 

hohe Expressionslevel an Fas-Rezeptoren (FasR) auf ihrer Zelloberfläche vorweisen 

(208).  FasL bindet an FasR auf der Zelloberfläche und führt zur Ausbildung des 

Multiproteinkomplexs DISC (death-inducing signaling complex) und ist essentiell für 

die Einleitung der Apoptose (209). Die physiologische Relevanz bleibt jedoch weiter 

unklar, denn auch Tumorzellen exprimieren FasR und FasL, was bereits eine mögliche 

Resistenz gegenüber FasL-induzierter Apoptose vermuten lässt. Eine Strategie der 

Resistenzentwicklung ist die Regulierung der Rezeptorexpression auf der 

Zelloberfläche (210). Die Ergebnisse einer FACS-Analyse der FasR-Expression aus 

unserer Arbeitsgruppe konnten bei den hier verwendeten Zelllinien hohe 

Expressionslevel nachweisen und lassen darauf schließen, dass die geringe 
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apoptotische Responsivität der Zellen auf FasL nicht mit einer verminderten 

Rezeptorexpression zu erklären ist. Insofern ist es wahrscheinlich, dass intrazelluläre 

Mechanismen eine Induktion des apoptotischen Zelltodes verhindern. Eine mögliche 

Ursache könnte in dem komplexen Zusammenspiel von Apoptose und Autophagie 

liegen, die über viele gemeinsame Regulatoren miteinander interagieren. Dabei 

können Apoptose und Autophagie synergistische, aber auch antagonistische Effekte 

aufweisen und sowohl eine Zelltodinduktion fördern als auch verhindern (211). Auf 

Basis dessen wurden in den Kombinationsversuchen mögliche Sensitivierungseffekte 

der einzelnen Autophagiemodulatoren auf die Responsivität gegenüber FasL 

untersucht. 

Auf die Anwendung des Zytokins TNFα reagierten die Zelllinien in dieser Arbeit mit 

keiner signifikant veränderten Zellzahlreduktion. Lediglich HaCaT und Detroit562 

zeigten bei der höchsten angewandten Konzentration leichte zellregressive 

Tendenzen in den Monotherapien. Auffällig war eine erhöhte Zellzahlreduktion von 

Detroit562 in den Kombinationsversuchen mit MR, Autophagiemodulation und TNFα. 

Diese abweichenden Ergebnisse lassen sich hier vor allem auf die unterschiedlichen 

Versuchsbedingungen beider Versuchsreihen zurückführen, durch die es zu 

Abweichungen kommen kann. TNFα besitzt vielfältige Funktionen, die sich 

kontextabhängig unterscheiden, über zwei unterschiedliche Rezeptoren TNFR1 und 

TNFR2 vermittelt werden und sowohl pro- als auch anti-apoptotisch wirken können. 

Neben den zellulären Auswirkungen spielen TNF-Signalwege eine bedeutende Rolle 

bei der Regulierung der inflammatorischen Immunantwort und der Etablierung einer 

inflammatorischen Tumormikroumgebung. Deswegen wurde außerdem der Einfluss 

von TNFα auf das Inflammasom durch beispielsweise Ausschüttung anderer Zytokine 

mit der Analyse der IL-8 Expression untersucht. Die IL-8 Expression korreliert mit 

Angiogenese und Metastasierung bei Tumoren und wirkt als ein zentraler, 

regulatorischer Faktor in der Tumormikroumgebung (212). In dieser Arbeit bewirkte 

TNFα eine deutliche Erhöhung der IL-8 Konzentration in den Zelllinien FaDu und 

Detroit562, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß. Damit konnte der Nachweis 

nicht-apoptotischer, TNFα induzierter Effekte auf die Zellen dieser Tumorzelllinien 

erbracht werden. TNF-Signalwege können in HNSCC-Tumorzellen über die 

Aktivierung von NF-κB das Überleben und die Proliferation der Tumorzelle fördern, 

indem sie die Expression anti-apoptotischer Gene regulieren. Als potenter 
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Tumorsuppressor kann TNFα jedoch auch Apoptose in HNSCC-Tumorzellen über den 

FADD-Caspase8-Caspase3-Signalweg induzieren (213). Durch die enge Verknüpfung 

apoptotischer und autophagischer Proteine erscheint es wahrscheinlich, dass TNFα-

vermittelte Effekte ebenfalls direkt oder indirekt Einfluss auf die Autophagie nehmen. 

Tatsächlich konnte die Autophagie als wichtiger, protektiver Mechanismus von 

Tumorzellen gegenüber TNFα-vermittelter Apoptoseinduktion durch T-Zellen 

ausgemacht werden (214). Aus diesem Grund erscheint eine Untersuchung des 

Einflusses der Autophagiemodulation auf TNFα-vermittelte Effekte sinnvoll. Dieser 

Frage wurde in den Kombinationstherapien mit den autophagiemodulierenden 

Wirkstoffen nachgegangen und wird in den jeweiligen Abschnitten diskutiert. 

Essenzieller Bestandteil eines umfassenden Therapiekonzeptes für Patienten mit 

HNSCC-Tumoren ist die Chemotherapie. Als zytotoxisches Chemotherapeutikum wird 

Cisplatin bereits seit den 1970ern allein oder in Kombination mit anderen 

Chemotherapeutika oder einer Radiotherapie standardmäßig angewendet, sodass 

dessen Wirksamkeit bei HNSCC-Tumoren durch die langjährige Anwendung belegt ist 

(215). Dennoch ist die klinische Anwendung von Cisplatin durch Resistenzen limitiert 

und es wurden zahlreiche Versuche unternommen durch potenziell 

chemosensitivierende Wirkstoffe die antineoplastische Effektivität von Cisplatin zu 

steigern. Resistenzen gegen Cisplatin werden durch eine ganze Reihe 

unterschiedlicher Mechanismen erzeugt, wobei auch die Autophagie in den 

Tumorzellen durch eine Behandlung mit Cisplatin stark induziert wird. Unter anderem 

wurden Zellen dadurch vermehrt zur Apoptose gezwungen (216). Dies verdeutlicht das 

Potenzial autophagiemodulierender Wirkstoffe, die Wirksamkeit von Cisplatin zu 

steigern und dadurch möglicherweise Resistenzen zu überwinden. Auch in dieser 

Arbeit konnte durch die Anwendung von Cisplatin in allen Zelllinien dosisabhängige 

Zellzahlreduktionen erreicht werden, die sich untereinander in der maximalen 

Wachstumshemmung unterschieden. In der Kombination mit Chloroquin, Bafilomycin 

und Rapamycin wurde daraufhin ein möglicher, sensitivierender Effekt 

autophagiemodulierender Wirkstoffe auf die antineoplastische Aktivität von Cisplatin 

untersucht. 

Die MR führt zu zahlreichen zellulären und metabolischen Veränderungen, unter 

anderem zu einer effektiven Induktion der Autophagie über die Regulierung der 

mTOR-Aktivität (159). Viele Studien belegen außerdem die antineoplastischen Effekte 
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der MR auf unterschiedliche Tumorentitäten. Die Datenlage zu den Auswirkungen der 

MR auf HNSCC-Tumore ist allerdings sehr schwach. In der vorliegenden Arbeit konnte 

ein signifikanter, proliferationsinhibierender Effekt der MR auf zwei HNSCC-Zelllinien 

bereits nach wenigen Tagen nachgewiesen werden. Interessanterweise führte die 

Umstellung der Tumorzellen in Kultur auf Methionin-armes Kulturmedium allein zu 

einem signifikanten Anstieg der IL-8 Expression in den Zellen. Die erhöhte Expression 

eines proinflammatorischen Faktors wie IL-8 könnte der Tumorzelle somit als 

Schutzmechanismus dienen, da es unter anderem über die Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges zu Zellüberleben, Angiogenese und Immunresistenz führt (217). Über 

welchen Mechanismus die MR zu einer erhöhten IL-8 Expression führt, bleibt bis dato 

unbekannt. Interessant wäre jedoch zum Beispiel herauszufinden, ob eine Inhibition 

der IL-8 Signalkaskade zu einer erhöhten antiproliferativen Wirkung der MR führt. 

Damit ließe sich die Verbindung von MR und IL-8 Expression besser verstehen und 

die antiproliferativen Eigenschaften der MR unter Umständen verbessern. In der 

kombinatorischen Anwendung mit Chloroquin, Bafilomycin, Rapamycin und TNFα 

konnte die MR keine signifikanten, additiven Effekte erzeugen, sodass eine 

synergistische Wirkung über den Mechanismus der Autophagie zumindest in Frage 

gestellt werden kann. In der Tat konnten für die antiproliferativen Effekte der MR 

bereits unterschiedliche Ursachen ausgemacht werden, die eine 

Autophagiemodulation durch die MR als deren alleiniger Auslöser unwahrscheinlich 

werden lässt (218). Hierbei ist in Zukunft weitere Forschung an Zellkulturen und 

Tiermodellen notwendig, um die Zusammenhänge besser zu verstehen. In der 

Kombination mit FasL zeigte sich eine Sensitivierung der Detroit562-Zellen auf das 

extrinsische Todessignal. Dass die MR effektiv Apoptose induzieren kann, wurde 

bereits in anderen Studien nachgewiesen (219,220). Da dieser Effekt bei den FaDu-

Zellen nicht beobachtet werden konnte, bleibt die Frage nach den mechanistischen 

Hintergründen zu klären. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen insgesamt die 

antineoplastischen Wirkungen der MR und zeigen dessen Wirksamkeit auch bei 

HNSCC-Tumorzellen auf. Für eine Implementierung der MR in der Therapie von 

Patienten mit HNSCC-Tumoren werden jedoch weitere Untersuchungen notwendig 

sein, um herauszufinden, welche Patienten von einer adjuvanten MR profitieren 

können.  
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4.1 Bewertung der Autophagieinhibition in HNSCC 

 
Durch den Einsatz der Autophagie-Inhibitoren Chloroquin und Bafilomycin konnten in 

allen Zelllinien des verwendeten Panels dosisabhängige Zellzahlreduktionen 

beobachtet werden. Die einzelnen Zelllinien unterschieden sich dabei vor allem in der 

maximalen Reduktion der Zellzahl und somit der Sensitivität gegenüber den 

Wirkstoffen. Ursächlich hierfür könnten intrinsische Resistenzmechanismen und 

Unterschiede in der Autophagieabhängigkeit sein. Vor allem das Konzept der 

Autophagieabhängigkeit ist von besonderer Bedeutung, da in anderen in vivo Studien 

ausschließlich autophagieabhängige Tumore auf eine pharmakologische 

Autophagieinhibition effektiv im Sinne einer Tumorreduktion reagierten. Bei 

autophagieunabhängigen Tumoren hingegen konnten Kombinationstherapien von 

Autophagie-Inhibitoren mit anderen Antitumormedikamenten sogar antagonistische 

Effekte erzeugen (221,222). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen in diesem Kontext, 

dass eine Evaluation einzelner Tumore auf deren Autophagieabhängigkeit bei der 

Erforschung neuer Therapeutika, vor allem auch im Hinblick auf die individuelle 

Tumortherapie, von zentraler Bedeutung sein wird. Ein weiterer Aspekt in der 

Beurteilung der Autophagie-Inhibitoren ist die Spezifität, mit der diese die Autophagie 

inhibieren. Im SDS-Page konnte ein hinreichender Effekt der Inhibitoren auf die 

Autophagie durch erhöhte Level an LC3-ll nachgewiesen werden, sodass 

anzunehmen ist, dass die Inhibition der Autophagie durch die Wirkstoffe einen Beitrag 

zur Tumorreduktion leistet. Da die Wirkstoffe aber keine reinen, 

autophagiespezifischen Inhibitoren sind, sondern ebenfalls autophagieunabhängige 

Effekte aufweisen, bleibt weiterhin die Frage zu klären, inwieweit diese Effekte, neben 

dem Einfluss auf die Autophagie, für die Proliferationshemmung verantwortlich sind. 

Neue autophagiespezifische Inhibitoren finden sich bereits in präklinischer 

Anwendung und könnten in Zukunft eine Möglichkeit darstellen, den 

Autophagieprozess spezifischer therapeutisch zu beeinflussen und mögliche 

Limitationen bei der klinischen Anwendung unspezifischer Wirkstoffe zu reduzieren 

(223). Durch die Anwendung von Chloroquin konnten keine resistenten Zelllinien für 

FasL sensitiviert werden. Auch bei der responsiven Zelllinie HaCaT konnte kein 

Unterschied bei der FasL-induzierten Zellregression festgestellt werden. 

Interessanterweise führte die Kombinationstherapie mit Chloroquin zu einer 

signifikanten Sensitivierung bei den Zelllinien Detroit562 und FaDu, die sich im 

Gegensatz zu den anderen untersuchten, resistenten Tumorzelllinien bei den FasL-
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Monotherapieversuchen responsiv zeigten.  Auffällig war zudem, dass FaDu und 

Detroit562 im Vergleich zu den anderen Zelllinien eine konstituitiv erhöhte LC3-ll-

Expression zeigten, woraus sich ableiten lässt, dass die Autophagie in diesen Zellen 

von größerer Bedeutung zu sein scheint als bei anderen Zellen. Bei diesen Zelllinien 

führen extrinsische Todessignale effektiver zum Zelltod als bei den resistenten 

Zelllinien, sodass von einer regulär ablaufenden, extrinsischen Apoptose 

ausgegangen werden kann. Eine mögliche Erklärung für den Sensitivierungseffekt von 

Chloroquin auf diese Tumorzellen liegt neben der Autophagieinhibition auch in der 

direkten und indirekten Interaktion von Chloroquin mit Proteinen der apoptotischen 

Signalkaskade. Chloroquin zeigte bereits in anderen Studien direkten Einfluss auf die 

Apoptose durch eine Erhöhung der Caspase-Aktivität (105). Caspasen nehmen auch 

eine Schlüsselrolle in der Verbindung von Apoptose und Autophagie ein, denn viele 

Atg-Proteine werden von Caspasen erkannt und gespalten (224). Doch auch 

Autophagosomen können durch direkte Aktivierung von Caspase-8 zu einer 

alternativen Apoptoseinduktion führen und den Zelltod ermöglichen. Diesen 

proapoptotischen Effekt könnten vor allem Fusionsinhibitoren wie Chloroquin noch 

verstärken, da sie zu einer Akkumulierung von Autophagosomen in der Zelle führen. 

Dies könnte auch für HNSCC-Tumorzellen, bei denen oftmals hohe Level an c-FLIPL 

die Aktivierung der Procaspase-8 durch den DISC hemmen und damit eine regulär 

ablaufende Apoptose inhibieren, eine alternative Möglichkeit der Apoptoseinduktion 

bieten (225,226). Durch die nicht erfolgreiche Sensitivierung resistenter Tumorzellen 

bleibt dies jedoch für die Tumorzellen in dieser Arbeit zumindest zu hinterfragen. Eine 

andere Studie fand heraus, dass die proliferationshemmenden Effekte von Chloroquin 

allein nicht mit einer Induktion der Apoptose zu erklären sind, sondern vielmehr durch 

eine Reduktion der Expressionslevel von Cyclin D1 und damit verbunden einem 

Zellzyklusarrest zustande kommen (227). Die Frage, inwieweit die Sensitivierung 

Apoptose-responsiver Zellen durch Chloroquin durch direkte Autophagieinhibition 

erfolgt, oder ob dieser Effekt zusätzlich noch über andere Mechanismen vermittelt 

wird, bleibt somit offen. Jedoch verdeutlicht die erfolgreiche Sensitivierung FasL-

responsiver Tumorzellen in dieser Arbeit das Potenzial von Chloroquin für 

ausgewählte Tumore. Durch weitere Untersuchungen und der Verbesserung des 

Verständnisses über die zellulären Mechanismen durch die Chloroquin seine Effekte 

vermittelt, könnte in Zukunft eine adjuvante, antitumorale Therapie mit Chloroquin 

noch effektiver eingesetzt werden und zusätzlich zur Entwicklung spezifischerer 
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Chloroquin-Derivate führen. Bafilomycin konnte in der Kombination mit FasL im 

Gegensatz zu Chloroquin keine signifikante Sensitivierung der Tumorzellen im Sinne 

einer Zellzahlreduktion erzeugen. Da sowohl Bafilomycin als auch Chloroquin über 

eine Veränderung der lysosomalen Funktion die Autophagie inhibieren, müssen 

andere Mechanismen zu den unterschiedlichen Ergebnissen in den 

Kombinationstherapien der beiden Autophagie-Inhibitoren führen. Mögliche 

Unterschiede wurden bereits in anderen Untersuchungen gefunden. Zusätzlich zu den 

Auswirkungen auf lysosomale Funktionen konnten inhibitorische Effekte von 

Bafilomycin und Chloroquin auf mTORC1 nachgewiesen werden, ohne dass 

Proteinlevel des mTORC1-Signalweges beeinflusst wurden und unabhängig von ihrer 

Funktion als Autophagie-Inhibitoren. Dabei konnten Unterschiede zwischen 

Bafilomycin und Chloroquin bei der Regulierung bestimmter Proteine durch 

Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel TFEB gefunden werden, einem Substrat von 

mTORC1, dass die Transkription lysosomaler und Autophagie-bezogener Gene 

steuert (228). Die Anwendung der beiden Autophagie-Inhibitoren in Kombination mit 

TNFα führte zu zelllinienabhängig unterschiedlichen Ergebnissen bei der Analyse der 

IL-8 Expression. Während bei Detroit562 eine signifikant geringere IL-8 Expression im 

Vergleich zur Kontrolle festgestellt wurde, erhöhte sich die IL-8 Expression bei FaDu 

im Vergleich zur Kontrolle. Im Falle von Chloroquin korrelierte die IL-8 Erhöhung in 

dieser Zelllinie mit einer Proliferationshemmung bei der kombinatorischen Anwendung 

mit TNFα. Auch hier bleibt die Frage offen, ob es einen kausalen Zusammenhang gibt 

oder ob die Erhöhung der IL8-Level ein Ausdruck von Überlebensstrategien der 

Tumorzelle ist. Dass Chloroquin substantielle Effekte auf TNF-Signalwege hat und 

dadurch Einfluss auf den zellulären Metabolismus nimmt, wurde bereits an anderer 

Stelle beschrieben. Hierbei nimmt vor allem die TNF-NF-κB-Signalachse eine 

besondere Stellung ein. Es konnte gezeigt werden, dass höhere Dosen Chloroquin 

(50µM) zu einer reduzierten NF-κB-Aktivierung führten, unter anderem über eine 

Inhibition der Autophagie (229). Der zellregressive Effekt von Chloroquin trat bei FaDu 

in den Versuchen dieser Arbeit ab einer Dosis von > 50µM auf, sodass hier eine 

Verbindung vermutet werden kann. Jedoch ist zu hinterfragen, warum dieser Effekt 

lediglich bei einer Zelllinie auftrat und was diese von den anderen Zelllinien 

unterscheidet. Auch bei der Kombination mit TNFα konnte Bafilomycin keine pro-

apoptotischen Effekte erzielen. Die widersprüchlichen Effekte einer V-ATPase-

Inhibition durch Bafilomycin zeigen auf, dass dessen Funktion entscheidend vom 
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zellulären Kontext abhängt und sowohl pro- als auch anti-apoptotische Auswirkungen 

haben kann (230). Durch die Anwendung von Chloroquin und Bafilomycin konnte keine 

Sensitivierung der Zelllinien auf Cisplatin erreicht werden. Chloroquin und Bafilomycin 

führten in der Zelllinie SCC9 im Gegenteil zu einer verringerten Apoptoserate, 

Chloroquin zusätzlich noch bei der Zelllinie SCC25. In einer Studie von Magnano et al. 

konnte gezeigt werden, dass Cisplatin Apoptose und Autophagie gleichermaßen 

induziert und dass eine Modulation eines der beiden Mechanismen zu einer 

Veränderung im anderen Mechanismus führt, sodass hier synergistische Effekte 

angenommen werden können. Interessanterweise bewirkte eine Autophagieinhibition 

in dieser Studie sowohl eine erhöhte, als auch eine erniedrigte Apoptoserate. Dies war 

abhängig vom verwendeten Inhibitor und dem damit verbundenen Zeitpunkt der 

Inhibition (231). Vor diesem Hintergrund lassen sich auch die Ergebnisse dieser Arbeit 

interpretieren, die für Chloroquin zunächst teils widersprüchliche Ergebnisse lieferten. 

Hier wären weitere molekulare Untersuchungen notwendig, um herauszufinden, 

welche Unterschiede für das unterschiedliche Ansprechen auf denselben Wirkstoff 

verantwortlich sein können. So könnte eine Autophagieinhibition im Falle der 

synergistischen Aktivierung von Apoptose und Autophagie durch Chemotherapeutika 

wie Cisplatin sogar kontraproduktiv im Sinne einer verringerten Apoptoserate wirken. 

Die Auswirkungen einer Autophagieinhibition scheinen in besonderem Maße von 

Zelle, Wirkstoff und Zeitpunkt der Inhibition abzuhängen und lassen sich nicht 

einheitlich für alle Tumorzellen vorhersagen.  

 

4.2 Bewertung der Autophagieinduktion in HNSCC 

 
Rapamycin konnte in anderen Studien mit HNSCC-Zelllinien als Mono- und 

Kombinationspräparat mit anderen Chemotherapeutika verstärkt antiproliferative 

Effekte erzeugen. Dabei wurde gleichzeitig aufgezeigt, dass diese Effekte sequenz- 

und zelllinienspezifisch auftraten und Rapamycin dementsprechend keine 

universellen, antitumoralen Eigenschaften besitzt. (232). Auf die Anwendung des 

Autophagie-Induktors Rapamycin reagierten die Zelllinien des Panels in dieser Arbeit 

schwach responsiv und unspezifisch, was sich mit den eben genannten 

Beobachtungen deckt, dass Rapamycin nicht auf alle Zelllinien gleich wirkt. Ursächlich 

hierfür könnten Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien in der Expression von 
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Schlüsselregulatoren des mTOR-Signalweges wie zum Beispiel Bcl2 sein, die bereits 

beschrieben wurden (232). Eine Evaluation der Frage, was genau die Unterschiede in 

der Rapamycin-Sensitivität bedingt und welche Auswirkungen dies auf die basal 

ablaufende Autophagie hat, wäre ein interessanter Ansatzpunkt weiterer 

Untersuchungen. Auch wenn die Zelllinien in dieser Arbeit eher schwach sensitiv auf 

Rapamycin reagierten, erscheint eine weitere Erforschung im Kontext des HNSCC 

sinnvoll, denn als mTOR-Inhibitor nimmt Rapamycin Einfluss auf einen für HNSCC 

essentiellen Signalweg. Experimentelle Ergebnisse zeigen, dass von allen 

dysregulierten Signalwegen in HNSCC vor allem der Akt/mTOR-Signalweg eine 

bedeutende Rolle in der Progression und Resistenzentwicklung von HNSCC-Tumoren 

spielt. Mutationen, die zu einer Überaktivierung in diesem Signalweg führen und 

unabhängig von einer EGFR-Aktivierung sind, konnten bei 80% der HNSCC-Tumoren 

gefunden werden und korrelieren oft mit einer schlechten Prognose (233). In Studien 

konnten durch die Anwendung von mTOR-Inhibitoren wie Rapamycin radioresistente 

Tumorzellen signifikant sensitiviert werden (234). mTOR wirkt als molekulare 

Verknüpfung zwischen Apoptose und Autophagie und mTOR-Inhibitoren können 

kontextabhängig in manchen Tumorzellen Apoptose induzieren, während es bei 

anderen Tumorzellen eine verstärkt ablaufendende Autophagie induziert (235). 

Rapamycin inhibiert jedoch nicht alle mTOR-Funktionen, da mTOR in zwei 

unterschiedlichen Multiproteinkomplexen vorkommt und Rapamycin nur den 

Rapamycin-sensitiven Komplex mTORC1 inhibiert. Die Entwicklung moderner mTOR-

Inhibitoren, die beispielsweise beide mTOR-Komplexe inhibieren, erscheint durch die 

enorme Bedeutung des mTOR-Signalweges für Wachstum, Proliferation und 

Metabolismus von Tumorzellen sowohl für die Forschung als auch für den potenziellen 

klinischen Einsatz sinnvoll und wurde bereits vorangetrieben (236). Der Einsatz von 

Rapamycin konnte ähnlich wie Chloroquin bei den responsiven Zelllinien FaDu und 

Detroit562 eine Sensitivierung im oberen FasL-Konzentrationsbereich erzeugen. Dies 

erscheint mit Blick auf die Auswirkungen der beiden Wirkstoffe auf die Autophagie 

zunächst paradox, verdeutlicht aber einmal mehr die komplexen Eigenschaften der 

Autophagie und seiner beteiligten Signalwege auf den Zellstoffwechsel. Auch hier 

bleibt die Frage zu klären, warum resistente Zellen nicht durch Rapamycin sensitiviert 

werden konnten und welche Mechanismen dem zugrunde liegen. Eine Ursache kann 

auch hier eine nicht adäquate Reaktion der Zellen auf extrinsische, apoptotische 

Signale im Sinne einer Apoptoseinduktion sein. Im Gegensatz dazu scheint 
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Rapamycin bei adäquat ablaufender Reaktion auf apoptotische Signale zu einem 

vermehrten Zelltod zu führen. Tatsächlich konnte in anderen Studien nachgewiesen 

werden, dass die Anwendung eines mTOR-Inhibitors Einfluss auf die Expression 

apoptotischer Proteine wie Caspase-3 oder dem FasR/FasL-System nimmt (237). Ob 

es bei den vorliegenden Ergebnissen wirklich zu einer Erhöhung der FasL-Level oder 

anderer apoptotischer Proteine durch Rapamycin kommt und ob dies ursächlich für die 

Sensitivierung Apoptose-responsiver Zellen ist, wäre ein Ansatzpunkt weiterer 

Untersuchungen.  

Interessanterweise bewirkte Rapamycin eine verminderte IL-8 Expression im 

Vergleich zur Kontrolle. Die zusätzliche Applikation von TNFα führte zwar ebenfalls zu 

einem Anstieg der IL-8 Expression, blieb jedoch auch am Maximum unter dem 

Expressionslevel der Kontrolle. Ähnliche Ergebnisse konnten in Untersuchungen an 

Makrophagen gefunden werden, bei denen Rapamycin über eine verringerte IL-1β 

Produktion und damit verbundene verringerte Aktivierung der p38-MAPK-NF-κB-

Signalwege zu einer Herunterregulierung von unter anderem IL-8 führte (238). In einer 

Studie zu Stammzellen des Leberkarzinoms konnte die autokrine Expression von IL-8 

als kritisches Merkmal für die Karzinogenese ausgemacht werden, wobei Rapamycin 

eine Reduktion der IL-8 Level bewirkte und eine Kolonisation karzinogener 

Stammzellen inhibierte (239). In den Versuchen dieser Arbeit konnte erstmals der 

Nachweis erbracht werden, dass Rapamycin die IL-8 Expression in HNSCC-Zellen 

herunterreguliert und so Einfluss auf inflammatorische Signalwege nimmt. Eine 

mögliche Erklärung für den anti-inflammatorischen Effekt Rapamycins liegt in der 

Autophagieinduktion durch konstituitive mTOR-Inhibition. Autophagie beeinflusst NF-

κB-Signalwege und damit inflammatorische Antworten sowohl in Zellen der 

Tumormikroumgebung, als auch in Tumorzellen (240). Da IL-8 über die Regulierung 

der inflammatorischen Antwort durch die Modulation von MAPK-NF-κB-Signalwegen 

in HNSCC-Tumoren eine bedeutende Rolle bei der Tumorprogression spielt, erscheint 

eine weitere Erforschung Rapamycins in diesem Kontext sinnvoll (241). Gleichzeitig 

ist jedoch zu erwähnen, dass durch die Anwendung von Rapamycin keine 

Sensitivierung auf einen TNFα-induzierten Zelltod erfolgte. In Kombination mit 

Cisplatin erzeugte Rapamycin eine Desensitivierung auf den Cisplatin-induzierten 

Zelltod in der Zelllinie SCC9. Solche antagonistischen Effekte, ausgelöst durch eine 

mTOR-Inhibition, konnten auch in anderen Studien festgestellt werden (242). Jedoch 
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gibt es auch bei der Autophagieinduktion durch mTOR-Inhibitoren, wie auch bei der 

Autophagieinhibition, widersprüchliche Ergebnisse bezogen auf die Auswirkungen auf 

eine Cisplatintherapie (243). Auch hierbei zeigt sich die besondere Abhängigkeit der 

Autophagiemodulation von Zelle und Wirkstoff, die eine generalisierte Anwendung für 

alle Tumoren zum jetzigen Zeitpunkt unwahrscheinlich macht.  

 

4.3 Resümee und Ausblick 

 
Die Autophagie nimmt in der Tumorforschung eine immer größer werdende Rolle ein, 

was die stark wachsende Anzahl an Publikationen in den letzten Jahren verdeutlicht. 

Allgemein ist ihre enorme Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Zellhomöostase 

und Proliferationsfähigkeit nicht nur für Tumorzellen durch zahlreiche Studien belegt. 

Wie lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in diesem Kontext mit Hinblick 

auf die Erweiterung möglicher Therapiemaßnahmen für HNSCC-Tumoren einordnen? 

Die hier verwendeten Wirkstoffe konnten keine positiven, zellregressiven Effekte auf 

resistente Tumorzellen erzeugen, zeigen aber vor allem das Potenzial bei der Therapie 

sensitiver Tumorzellen auf. Allgemein weist eine große Anzahl unterschiedlicher 

Studien daraufhin, dass die Autophagie in vielen Tumorentitäten eine Schlüsselrolle 

bei der Entwicklung von Resistenzmechanismen einnimmt (244). Zytotoxische 

Chemotherapien, Radiotherapien und zielgerichtete Therapien sind dazu in der Lage, 

zytoprotektive Autophagie in Tumorzellen zu aktivieren und damit einen 

Überlebensmechanismus zu induzieren. Ein besseres Verständnis über die beteiligten 

Signalwege wird bei der Frage, wie genau die Autophagie mechanistisch zur 

Resistenzentwicklung beiträgt, von großer Bedeutung sein. Dennoch bleibt die 

Autophagiemodulation ein zweischneidiges Schwert und bevor sie generalisiert 

Einzug in die Therapie solider Tumore wie dem HNSCC erhält, bedarf es einer sehr 

genauen Evaluation, welche Tumore wie darauf reagieren. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit unterstützen die Annahme, dass eine Autophagiemodulation zell- und 

kontextspezifisch sehr unterschiedliche Auswirkungen vor allem in Kombination mit 

unterschiedlichen Wirkstoffen haben kann. Die Aufklärung der mechanistischen 

Hintergründe für die zellspezifisch unterschiedliche Reaktion auf eine 

Autophagiemodulation könnte im Mittelpunkt nachfolgender Untersuchungen stehen. 

Dies würde Hand in Hand gehen mit der Frage nach der Resistenzentwicklung. Unter 
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Umständen könnten sich so Zusammenhänge zwischen Resistenzen und einer 

Autophagieabhängigkeit ergeben. Mögliche Ansatzpunkte wären nicht nur Analysen 

direkter Regulatoren wie AMPK oder mTOR, sondern auch Untersuchungen 

transkriptionaler Autophagieregulatoren wie p53 oder TFEB (245). Besonders die 

Frage nach der Autophagieabhängigkeit wird in Zukunft zu beantworten sein. So 

konnten Gensequenzen festgestellt werden, die prädiktiv eine Einschätzung der 

Sensitivität von Tumorzellen auf lysosomale Autophagie-Inhibitoren wie Chloroquin 

möglich machte (246). Solche Untersuchungen sind elementar um eine 

Autophagiemodulation im Zuge der personalisierten Tumortherapie in Zukunft 

implementieren zu können und Patientenkollektive zu identifizieren, die von einer 

solchen Therapie profitieren würden. Die Erfolge von Immuntherapien nicht nur bei 

HNSCC-Tumoren werfen die Frage auf, welchen Effekt eine Autophagiemodulation 

auf die systemische Immunität hat. In Untersuchungen zum malignen Melanom konnte 

festgestellt werden, dass eine hypoxische Tumormikroumgebung Autophagie in 

Tumorzellen hochreguliert und so die Effektivität von T-Zellen des Immunsystems 

limitiert (247). Doch auch für Immunzellen selbst scheint die Autophagie essentiell für 

deren antitumorale Wirkungen zu sein, wie unterschiedliche Studien andeuten 

(248,249). Das feine Zusammenspiel von Tumorzelle, Tumormikroumgebung und 

Immunsystem wird auch durch die Autophagie dirigiert und sollte dementsprechend 

als Einheit betrachtet werden, in der eine Autophagiemodulation immer auch 

Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Untereinheiten erzeugt. Dies ist bei der 

Entwicklung autophagiemodulierender, adjuvanter Therapieoptionen zu beachten. 

Auch bei HNSCC-Tumoren wächst das Verständnis über die Zusammenhänge der 

Tumormikroumgebung mit dem Inflammationsstatus, dem Einfluss auf die Proliferation 

von Tumorzellen und der Rolle der Autophagie. So konnte bereits gezeigt werden, 

dass tumorassoziierte Fibroblasten die Tumorprogression von HNSCC-Tumoren 

fördern und vor allem sekretorische Autophagie dabei als Schlüsselmechanismus 

agiert (117).  Auch in dieser Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine 

Autophagiemodulation Einfluss nimmt auf die Expression inflammatorischer Zytokine 

wie IL-8. Hieran könnten sich weitere Untersuchungen anschließen, die 

inflammatorische Signalwege wie den NF-κB-Signalweg näher untersuchen und 

dessen Verbindungen zur Autophagie weiter aufklären. Ebenfalls elementar für die 

Entwicklung autophagiemodulierender Therapieoptionen wird die weitere Erforschung 

des „Crosstalks“ zwischen Apoptose und Autophagie sein. Ein besseres Verständnis 
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könnte dabei die Entwicklung neuer Wirkstoffe fördern, die zum Beispiel über die 

Beeinflussung beider Signalwege synergistische Effekte erzielen und Tumorzellen 

leichter in den Zelltod zwingen könnten. Generell erscheint die Autophagieinhibition 

am vielversprechendsten für die Tumortherapie zu sein, wie die große Mehrheit an 

aktuellen Studien zeigt. Auch in dieser Arbeit zeigte Chloroquin den größten 

adjuvanten Effekt, während Bafilomycin keine additiven Zellregressionen erzeugte. 

Chloroquin ist bisher der einzig zugelassene, autophagieinhibierende Wirkstoff. Seine 

systemischen Nebenwirkungen und Limitationen für den klinischen Einsatz machen 

jedoch die Entwicklung neuer Inhibitoren erforderlich. Eine Reihe unterschiedlicher, 

neuartiger Inhibitoren befindet sich derzeit in der Erforschung und zeigen 

vielversprechende Ergebnisse (245).  

Die MR konnte vielversprechende Ergebnisse in dieser Arbeit erzeugen. So bewirkte 

die MR nicht nur eine Proliferationshemmung der untersuchten Tumorzellen, sondern 

konnte auch eine Zelllinie auf FasL-induzierte Apoptose signifikant sensitivieren. Da 

eine MR vielfältige metabolische Auswirkungen nicht nur auf die Autophagie ausübt, 

erscheint eine weitere Erforschung der beteiligten Mechanismen und Signalwege 

sinnvoll. Hierbei konnten bereits einige solcher Signalwege in Studien identifiziert 

werden (218). Um genauere Einblicke in die metabolischen Auswirkungen der MR zu 

erhalten, konnte unsere Arbeitsgruppe beispielsweise ein Modellsystem an einer 

Zelllinie etablieren (199).  Die Kombination mit autophagiemodulierenden Wirkstoffen 

erscheint den Ergebnissen dieser Arbeit nach allerdings wenig vielversprechend. 

Inwiefern die MR molekular Einfluss auf die Autophagie nimmt, wurde in dieser Arbeit 

jedoch nicht untersucht, sodass dahingehend Fragen offenbleiben und Raum für 

weitere Untersuchungen bietet. Präklinische Studien zeigen auf, dass die MR die 

Effektivität von antitumoralen Standardtherapien verbessert. Auf HNSCC bezogen 

wäre somit eine Untersuchung der Kombination der MR mit einem 

chemotherapeutischen Wirkstoff der Standardtherapie wie Cisplatin interessant.  
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5. Zusammenfassung 

 
Die Autophagie nimmt als ein zentraler Bestandteil des zellulären Metabolismus eine 

wichtige Rolle für die Proliferationsfähigkeit von Tumorzellen ein. Dabei zeigt sich, 

dass sich der Einfluss der Autophagie kontextabhängig zwischen und innerhalb 

einzelner Tumorentitäten unterscheidet und das Tumorzellwachstum sowohl fördern 

als auch hemmen kann. Durch den Einsatz der Wirkstoffe Chloroquin, Bafilomycin und 

Rapamycin konnte effektiv die Autophagie in den untersuchten Zelllinien moduliert und 

durch Proteinanalyse mit Hilfe der SDS-Page validiert werden. Dosisabhängige 

Reduktionen der Zellzahlen konnten vor allem bei den inhibitorisch wirkenden 

Substanzen Chloroquin und Bafilomycin erreicht werden, während Rapamycin als 

Autophagie-induzierender Wirkstoff keine antiproliferativen Effekte erzeugen konnte. 

Auch FasL und TNFα konnten in den untersuchten Tumorzelllinien nur zu einer 

mäßigen Zellzahlreduktion führen. Cisplatin hingegen konnte in allen Zelllinien 

dosisabhängige Zellzahlreduktionen induzieren. Durch die Kombination von 

Chloroquin mit FasL konnte in den FasL-responsiven Zelllinien eine signifikante 

Sensitivierung im Sinne einer Proliferationshemmung induziert werden. Ähnliche 

Effekte ließen sich bei der Kombination von Rapamycin mit FasL beobachten. Auch 

für die MR konnte ein proliferationshemmender Effekt in den zwei untersuchten 

Tumorzelllinien FaDu und Detroit562 validiert werden. In der Kombination mit FasL 

wurde bei einer Zelllinie eine Sensitivierung auf das extrinsische Todessignal 

nachgewiesen. Die kombinatorische Anwendung der MR mit TNFα und 

Autophagiemodulatoren zeigte keine signifikanten, proliferationshemmenden Effekte. 

Auswirkungen ließen sich dagegen in der IL-8 Expression feststellen, wobei die MR 

allein zu einem signifikanten Anstieg führte und Rapamycin die Expressionsrate in 

Kombination mit der MR signifikant senkte. Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser 

Arbeit das Potenzial der Autophagiemodulation vor allem bei responsiven HNSCC-

Tumorzellen auf. Auch die MR konnte in vitro vielversprechende Ergebnisse liefern. 

Die kontextabhängigen Auswirkungen der Autophagie auf das Tumorwachstum 

bedeuten allerdings auch eine Menge offener Fragen, die es in Zukunft zu klären gilt, 

bevor die Autophagiemodulation Einzug in die klinische Praxis der Tumortherapie 

erhalten kann. Ausschlaggebend für die Weiterentwicklung effektiver Therapien wird 

unter anderem ein verbessertes Verständnis über intrinsische und extrinsische 

Resistenzmechanismen sein und welche Rolle die Autophagie dabei einnimmt. 
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I.  Abkürzungsverzeichnis 

 

AMPK     Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase 

APS     Ammoiumperoxodisulfat 

Atg-Proteine    autophagy-related protein 

DFCP1    double FYVE-containing protein 1 

dH20     destilliertes Wasser 

DISC     death-inducing signaling complex 

DMEM    Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

DMEM/F12    Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium: Nutrient 

     Mixture F-12 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGFR     Epidermal Growth Factor Receptor 

FasL     Fas-Ligand 

FasR     Fas-Rezeptor 

FCS     fetales Kälberserum 

FIP200    FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa 

GEMM    genetically engineered mouse model 

HCL     Chlorwasserstoff 

HEPES    2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-  

     ethansulfonsäure 

HIV     humanes Immundefizienzvirus 

HNSCC    Head and Neck Squamous-Cell Carcinoma 



 

 
 

HOPS-Komplex   homotypic fusion and protein sorting complex 

HPV     humanes Papillomavirus 

IC10     inhibitory concentration of 10% 

IL-8     Interleukin-8 

LC3     microtubule-associated protein 1a/1B-light chain 3 

MAPK     mitogen-activated protein kinase 

MEM     Minimum Essential Medium 

MR     Methioninrestriktion 

mTOR     mechanistic target of rapamycin 

MW     Mittelwert 

NF-κB     nuclear factor „kappa-light-chain-enhancer” of  

     activated B-cells 

OSCC     oral squamous cell carcinoma 

P/S     Penicillin/Streptomycin 

PBS     phosphate buffered saline 

pH     Potential des Wasserstoffs 

PI3KC3    Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 

     3 

PI3P     Phosphatidylinositol 3-phosphate 

PIKK     Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase 

PKA     Proteinkinase A 

SD     Standardabweichung 



 

 
 

SDS-Page    sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel 

     electrophoresis 

SNARE    soluble NSF attachment protein receptor 

STX17    Syntaxin-17 

TBS     Tris-buffered saline 

TEMED    Tetramethylethylendiamin 

TFEB     transcription factor EB 

TNFα     Tumornekrosefaktor α 

Tris     Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

TSCC     tongue squamous cell carcinoma 

Tween    Polysorbate 20 

ULK1/2    Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2 

UVRAG    UV-radiation resistance-associated gene proteine 

V-ATPase    vacuolar-type ATPase 

WIPI     WD-repeat domain phospholnositides-interacting 

     protein 
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