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Zusammenfassung 

Die Makroautophagie/Autophagie stellt einen der wichtigsten, adaptierbaren Degradati-

onswege zur Aufrechterhaltung der Zellhomöostase dar. Abzubauendes Material wird in ein 

doppelmembranöses Vesikel, das Autophagosom, eingeschlossen, welches mit den Lyso-

somen fusioniert, damit das im Autophagosom verpackte Substrat abgebaut und die Nähr-

stoffe recycelt werden. Autophagosomen werden de novo über eine Vorläuferstruktur, die 

Phagophore, gebildet. Während des Wachstums wird abzubauendes Substrat, wie bei-

spielsweise verschiedene RNA-Typen, in die Phagophore eingeschlossen. Dabei ist die Bil-

dung der Autophagosomen stark abhängig von der Lipidverfügbarkeit. Hauptversorger der 

Phagophore mit Lipiden ist das ER, von dem die Lipidtransferasen ATG2A und ATG2B Lip-

ide direkt vom ER an die Phagophore transferieren. Lipidtröpfchen liefern Fettsäuren ins ER 

für die Synthese verschiedener Membranlipide und sind somit ein indirekter Lipidlieferant. 

Die Mobilisation der Fettsäuren ist abhängig von RAB18, welches in seiner aktiven Form die 

Fusion von Lipidtröpfchen und ER unterstützt. Auch andere Zellkompartimente versorgen 

die Phagophore mit Lipiden. Dazu zählen unter anderem das endosomale System, der 

Golgi-Apparat und vor allem ATG9A-positive Vesikel. Die ATG9A-positiven Vesikel nehmen 

dabei eine besondere Funktion ein, da sie nicht nur Lipide und Proteine liefern, sondern 

selbst als Keim der Phagophore dienen. Außerdem weist ATG9A eine Skramblase-Aktivität 

auf, die die gleichmäßige Verteilung der Lipide über die Lipiddoppelschicht gewährleistet. 

Im Zuge dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Membranlipid Sphingomyelin, welches als 

Bestandteil der autophagosomalen Membran identifiziert wurde, die Autophagie positiv mo-

dulierte. Sowohl unter basalen als auch Autophagie-induzierenden Bedingungen steigerte 

Sphingomyelin die autophagische Aktivität weiter. Diese Modulation war abhängig vom 

ATG9A-positiven Vesikeltransfer. Der transiente Verlust von ATG9A sowie die Inhibierung 

des ATG9A-positiven Vesikeltransfer verhinderte eine Modulation der autophagischen Akti-

vität durch Sphingomyelin. Ferner modulierte Sphingomyelin die autophagische Aktivität po-

sitiv in Knock-Out-Modellen von ATG2A/B und RAB18, in denen die Lipidhomöostase der 

Zellen stark beeinträchtigt war und die beide durch eine negative autophagische Aktivität 

charakterisiert waren. 

Zusätzlich wurde das Isolationsprotokoll für Autophagosomen optimiert und anschließend 

erstmals RNA aus Autophagosomen isoliert. Es konnte ribosomale RNA sowie die SRP-

assoziierte RNA in Autophagosomen nachgewiesen werden, allerdings keine mRNA-Mole-

küle und keine nukleäre RNA. 

Zusammenfassend wurde die Bedeutung von Sphingomyelin für die Synthese und Funk-

tion der Autophagosomenmembran verdeutlicht und zudem mit der RNA eine weitere 

Cargo-Komponente aus Autophagosomen isoliert.   



Summary 

Macroautophagy/autophagy describes a highly adaptive degradative pathway important 

for eukaryotic cell homeostasis. During autophagy degradable substrates are engulfed in a 

double membranous vesicle, the autophagosome, that fuses with lysosomes for degradation 

and recycling of nutrients. Each autophagosome is synthesized de novo via its precursor, 

the phagophore. During its elongation, the phagophore engulfs different types of substrates, 

including nucleic acids like the RNA. Since every autophagosome is newly synthesized, the 

formation is highly dependent on the lipid availability. Main supplier of the phagophore with 

lipids is the ER, from which lipids are shuttled to the growing phagophore membrane by the 

lipid transferases ATG2A and ATG2B. Lipid droplets support the synthesis of membrane 

lipids by the mobilization of fatty acids. RAB18, a small RAB-GTPase, is very important as 

it works as a tether to support the fusion of Lipid Droplets with the ER and therefore the 

mobilization of fatty acids. Additionally, other cell compartments like the endosomal system, 

the Golgi and ATG9A positive vesicles are lipid sources. Especially ATG9A positive vesicles 

play a crucial role in the formation of the phagophore because they do not only supply lipids 

and proteins but serve also as a seed for the phagophore. Furthermore, ATG9A is a lipid 

scramblase and therefore important for the proper distribution of lipids across the membrane 

leaflets. 

This work showed now that the membrane lipid sphingomyelin, that was identified as a 

component of the autophagosomale membrane, positively modulated autophagic activity. 

Under basal and under autophagy-inducing conditions sphingomyelin was capable enhance 

autophagic activity further on. This modulation was dependent on ATG9A positive vesicle 

trafficking. The transient knock-down as well as the impairment of ATG9A positive vesicle 

trafficking abolished the positive effect of Sphingomyelin on autophagic activity. Further-

more, sphingomyelin enhanced autophagic activity in ATG2A/B KO-cells as well as in 

RAB18 KO-cells, which both showed a negative autophagic activity due to the disturbed 

cellular lipid homeostasis. 

Next, the isolation protocol for autophagosomes was optimized and RNA was isolated out 

of autophagosomes for the first time. Ribosomal RNA and SRP associated RNA were de-

tected within autophagosomes, but mRNA and nuclear RNA were excluded. 

Taken together, the relevance of sphingomyelin in the biogenesis and functionality of au-

tophagosomes was pointed out and additional RNA as a further autophagosomal cargo was 

isolated out of autophagosomes. 
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1 Einleitung 

Die Autophagie ist ein Degradationsprozess in Eukaryoten, der für die Homöostase der 

Zelle von großer Bedeutung ist. Sie ist durch den hydrolytischen Abbau zahlreicher unter-

schiedlicher Substrate in einem sauren Verdauungsorganell charakterisiert – bei Wirbeltie-

ren findet der Abbauprozess im Lysosom, bei Pflanzen und Pilzen in der Vakuole statt 

(Seglen & Bohley, 1992). Unter basalen Bedingungen findet die Autophagie zur Aufrechter-

haltung der zellulären Homöostase statt und wird unter Stressbedingungen wie Nährstoff-

mangel noch verstärkt (Lum et al, 2005; Musiwaro et al, 2013). Insgesamt werden drei un-

terschiedliche autophagische Prozesse differenziert, die sich in der Art des Transportes des 

zu degradierenden Materials in das Lysosom unterscheiden (Aman et al, 2021). 

Die Mikroautophagie (Abbildung 1A) beschreibt einen Pinozytose-ähnlichen Prozess, bei 

dem Substrate direkt von Lysosomen aufgenommen werden (De Duve & Wattiaux, 1966). 

Die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA) zeichnet sich durch den aktiven Transport ei-

nes Substrates über Transmembranproteine in das Lysosom aus (Abbildung 1C). Hierbei 

erkennt ein Chaperonkomplex ein abzubauendes Proteinsubstrat über die exponierte Ami-

nosäuresequenz KFERQ (Chiang et al, 1989) und interagiert anschließend mit LAMP2A 

(lysosomal associated membrane protein 2A). Dadurch wird das abzubauende Protein zu-

nächst entfaltet und dann ins Lysosom überführt (Bandyopadhyay et al, 2008; Cuervo & 

Wong, 2014). Auch Nukleinsäuren werden über ihre direkte Interaktion mit LAMP2C und 

SIDT2 (systemic RNA-interference deficient-1 transmembrane family, member 2) für ihre 

Degradation ins Lysosom transportiert (Aizawa et al, 2016; Fujiwara et al, 2013). 

Die dritte Form der Autophagie ist die Makroautophagie, die wegen des großen Portfolios 

an potenziellen Substraten und der sensiblen Regulation unter Stressbedingungen die be-

deutendste Variante darstellt (Abbildung 1B). Sie ist charakterisiert durch die Bildung eines 

doppelmembranösen Vesikels, des Autophagosoms, das einzelne Moleküle bis hin zu mak-

romolekularen Substraten und Organellen in sich einschließt (Mizushima et al, 2001). Für 

den Abbau des eingeschlossenen Substrates fusionieren Autophagosomen mit den Verdau-

ungsorganellen (Hollenstein & Kraft, 2020; Noda, 2024; Zhao & Zhang, 2019). 

1.1 Die Makroautophagie 

Die Makroautophagie, im Folgenden als Autophagie bezeichnet, ist ein eukaryontischer 

lysosomaler Abbauweg, im Zuge dessen abzubauendes zelluläres Material in ein doppel-

membranöses, de novo synthetisiertes Vesikel, das Autophagosom, eingeschlossen wird. 
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Abbildung 1 Übersicht autophagischer Prozesse Die Autophagie ist ein lysosomaler Abbauweg. (A) Bei 

der Mikroautophagie werden Substrate direkt in das Lysosom über einen Pinozytose-ähnlichen Mechanismus 

aufgenommen. Das Degradationsmotiv KFERQ kann dabei als Signal dienen, aber es werden auch Substrate 

Motiv-unabhängig aufgenommen. (B) Die Makroautophagie ist durch die de novo Synthese des doppelmemb-

ranösen Autophagosoms charakterisiert. Die Vorläuferstruktur ist die Phagophore, die während der Reifung zum 

Autophagosom um Substrate herum wächst und diese in sich einschließt. Die Makroautophagie kann unselektiv 

zytosolisches Material in das Autophagosom einschließen (Bulk-Autophagie genannt). Bei der selektiven Mak-

roautophagie erkennen spezialisierte Autophagierezeptoren spezifische Substrate. Folgend aufgelistet sind Bei-

spiele für prominente Rezeptoren: Cdc48/VCP interagiert mit Stressgranula, Lamin B1 mit Abschnürungen des 

Nukleus, NUFIP1 mit Ribosomen. MAP1LC3B kann direkt mit Nukleinsäuren interagieren. Die genauen Rezep-

toren der Lipophagie sind noch unbekannt. SQSTM1 ist ein Autophagierezeptor, der unter anderem mit ubiquiti-

nierten Substraten interagiert, beispielweise im Zuge der Aggrephagie. (C) Während der Chaperon-vermittelten 

Autophagie (CMA) erkennen Chaperone bestimmte exponierte Sequenzen wie das KFERQ-Motiv und führen 

die Substrate dem Lysosom in Zusammenarbeit mit Transportern zu. LAMP2A ist dabei der bevorzugte Trans-

porter für Proteine, während LAMP2C und SIDT2 mit dem Nukleinsäuretransport in Verbindung gebracht wur-

den. KFERQ = Lysin-Phenylalanin-Glutaminsäure-Arginin-Glutamin; MAP1LC3B = Microtubule-associated pro-

teins 1A/1B light chain 3B; SQSTM1 = Sequestome1/p62; Cdc48 = cell division cycle 48; VCP = valosin-con-

taining protein; NUFIP1 = Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 1; LAMP = Lysosomal associ-

ated membrane protein; SIDT2 = systemic RNA-interference deficient-1 transmembrane family, member 2. 

Das Autophagosom bildet sich über die Phagophore am endoplasmatischen Retikulum 

(ER) und wird von verschiedenen Organellen und Kompartimenten mit Lipiden für den Auf-

bau der Membran versorgt. Die Phagophore wächst und schließt sich schließlich zum reifen 
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Autophagosom (Gomez-Sanchez et al, 2021). Während des Wachstums werden ATG8-Pro-

teine (autophagy related genes 8) über Lipidierung in der Membran verankert (Kabeya et al, 

2000). 

Wenn Cargo mehr oder weniger zufällig im Autophagosom eingeschlossen wird, wird dies 

als nicht-selektive oder Bulk-Autophagie beschrieben. Werden Substrate spezifisch über die 

Interaktion von Rezeptoren mit ATG8-Proteinen oder über die direkte Bindung an ATG8-

Proteine in das Autophagosom überführt, wird dies als selektive Autophagie bezeichnet (Ab-

bildung 1B). Dabei sind verschiedene Autophagierezeptoren auf unterschiedliche Substrate 

spezialisiert. Je nach Substrat unterscheidet man verschiedene Typen der selektiven Auto-

phagie. Bei der Nukleophagie werden Teile des Nukleus eingeschlossen, bei der Lipophagie 

Lipidtröpfchen, bei der Ribophagie Ribosomen usw. (Aman et al., 2021). 

Schließlich wird das Autophagosom zum Lysosom transportiert und fusioniert mit diesem. 

Das eingeschlossene Material wird von lysosomalen sauren Hydrolasen in seine Grundbau-

steine gespalten, die dann über verschiedene Transporter zurück ins Zytosol transferiert 

und somit recycelt werden (Rudnik & Damme, 2021; Trivedi et al, 2020) 

1.2 Die de novo Synthese des Autophagosoms 

Autophagie ist ein dynamischer Prozess, der unter basalen Bedingungen kontinuierlich 

stattfindet (Musiwaro et al., 2013) und unter Hunger- und Stressbedingungen stark induziert 

wird (Noda, 2017). Daher ist die Synthese von Autophagosomen, die de novo synthetisiert 

werden, streng reguliert. An ihrer hierarchisch orchestrierten Biogenese sind diverser Pro-

teine, Proteinkomplexe sowie Organellen gleichermaßen beteiligt (Noda, 2024) (Abbildung 

2A). 

1.2.1 Initiierung der Autophagie und Keimung der Phagophore 

In der Initiationsphase (Abbildung 2A Initiierung) werden am ER Vorläuferstrukturen gebil-

det, aus denen das Autophagosom heranreift. Der ULK-Komplex (UNC51-like kinase), des-

sen Aktivität über den Nährstoffgehalt der Zelle reguliert wird, rekrutiert den PI3K-Komplex 

(phosphatidylinositol 3-kinase) (Houghton et al, 2022; Noda, 2017). Der PI3K-Komplex 

phosphoryliert das Membranlipid Phosphatidylinositol (PI) und bildet so Phosphatidylinosi-

tol-3-Phosphat-haltige (PI3P) Mikrodomänen. Dadurch formt sich das Omegasom, eine keil-

förmige Membrandomäne, aus der die Isolationsmembran (IM) gebildet wird (Nishimura et 

al, 2017). 
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Abbildung 2 Biogenese von Autophagosomen (A) Schematische Darstellung der Biogenese eines Auto-

phagosoms. Während der Initiierung regulieren mTOR und AMPK den ULK-Komplex, der über die Aktivierung 

des PI3K-Komplexes die Bildung einer Isolationsmembran initiiert. ATG8-Proteine werden von den ATG4-Pro-

teasen zu ATG8-I hydrolysiert. Nach der IM-Keimung wird ATG8-I über ATG7, ATG3 und den E3-Komplex an 

das Phospholipid PE konjugiert und als ATG8-II in die Phagophorenmembran integriert. Die Membran wächst 

und wird während der Reifung zum Autophagosom vom ESCRT-Komplex geschlossen. ATG8-II wird von ATG4-

Proteasen teilweise von der Außenseite des Autophagosoms dekonjugiert und das reife Autophagosom fusio-

niert entweder mit Endosomen zu Amphisomen oder direkt mit Lysosomen zu Autolysosomen. An der Fusion 

sind ATG8-Proteine, LAMP2, der SNARE-Komplex und RAB7 beteiligt. Die V-ATPase kreiert das für die Fusion 

notwendige saure Milieu der Lysosomen. Saure Hydrolasen verdauen den Cargo zu einzelnen Nährstoffgrund-

bausteinen, die ins Zytosol transportiert werden. Das Autolysosom reformiert sich zu einem Lysosom und steht 

für weitere Fusionen bereit. (B) Die IM bildet sich am ER, aber auch SQSTM1/Ubiquitin-Tropfen und ATG9A-

positive Vesikel können als Startpunkt der Phagophorenbildung dienen. mTOR = mammalian target of ra-

pamycin; AMPK = AMP-activated kinase; ULK = UNC51-like kinase; PI3K = phosphatidylinositol 3-kinase; 

ATG = autophagy related gene; PE = Phosphatidylethanolamin; ESCRT = endosomal sorting complex required 

for transport; SNARE = soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor; RAB = Ras-related in 

brain; V-ATPase = vacuolar-type adenosine 5'-triphosphatase; ER = endoplasmatisches Retikulum; IM = Isola-

tionsmembran. 



Der Einfluss von Sphingomyelin auf die Autophagie in Abhängigkeit von ATG9A und RNA 
als Autophagiesubstrat 

Seite | 5 

Nicht nur der ULK-Komplex am ER, wie in Abbildung 2B dargestellt, fungiert als Startpunkt 

der Autophagie. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass auch andere zelluläre Struk-

turen wie ATG9A-positive Vesikel (auf die später genauer eingegangen wird) sowie Substrat 

selbst als Plattform für die Ausbildung der IM dienen (Kageyama et al, 2021; Olivas et al, 

2023). 

Die IM wird anfangs vom ER über ATG2- und WIPI-Proteine (WD-40 repeat containing 

protein that interacts with PI) mit Lipiden versorgt (Polson et al, 2010; Valverde et al, 2019), 

die wiederum mit den PI3P-reichen Mikrodomänen interagieren, die vom PI3K-Komplex ge-

bildet werden (Osawa et al, 2020). Vor allem ATG2 ist wichtig für die Keimung, bis sich die 

IM aus dem Omegasom löst (Axe et al, 2008; Velikkakath et al, 2012) (Abbildung 2A Kei-

mung). 

1.2.2 Elongation der Phagophorenmembran 

Während der Elongation reift die IM zur Phagophore und schließt sich schlussendlich zum 

reifen Autophagosom (Nishimura & Tooze, 2020). Die Phagophore wird dafür mit Lipiden 

aus verschiedenen Membranquellen versorgt. Vom ER werden Lipide über ATG2A und 

ATG2B direkt an die Phagophore transferiert (Valverde et al., 2019) (Abbildung 3). Zusätz-

lich werden von anderen Organellen einzelne Lipide direkt und indirekt zur Verfügung ge-

stellt. Vesikel fusionieren teilweise oder ganz mit der Phagophore für die Bereitstellung von 

Lipiden (Ge et al, 2013; Hailey et al, 2010; Karanasios et al, 2016; Rambold et al, 2015; 

Ravikumar et al, 2010). Besonders hervorzuheben ist hier der enge Austausch mit ATG9A-

positiven Vesikeln (Orsi et al, 2012). Ferner wurde eine enge Verbindung der Autophagoso-

men-Biogenese zu Lipidtröpfchen gezeigt (Bekbulat et al, 2020; Dupont et al, 2014). Die 

Phagophore wächst auch in engem Kontakt zu anderen Organellen wie Mitochondrien und 

dem Recycling-Endosom, um in ihre vesikuläre Form gebracht zu werden und um Lipide 

auszutauschen (Drizyte-Miller et al, 2020; Klecker et al, 2017; Longatti et al, 2012; Pfisterer 

et al, 2014; Tang et al, 2019). 

Während der Elongation der Phagophore werden ATG8-Proteine, allen voran MAP1LC3B 

(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B), über Lipidierung an die Membran 

gebunden (Shpilka et al, 2011). 

1.2.2.1 ATG8-Proteine unterstützen den Elongationsprozess 

Für die Elongation der Phagophore spielt nicht nur die Versorgung der wachsenden Memb-

ran mit Lipiden eine bedeutende Rolle, auch die Integration von ATG8-Proteinen und die 

Interaktion mit dem Konjugationskomplex der ATG8-Proteinen ist ein wichtiger Faktor 

(Martens & Fracchiolla, 2020) (Abbildung 2A Elongation). Die ATG8-Proteine sind kleine 

Ubiquitin-ähnliche Proteine, die hochkonserviert von Hefen bis zu höheren eukaryotischen 
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Organismen auftreten (Noda et al, 2009). Sie können über hydrophobe Sequenzen effektiv 

an Autophagierezeptoren oder direkt an zu degradierendes Substrat binden (Shpilka et al., 

2011).  

Die ATG8-Proteine werden von der Familie der ATG4-Proteasen prozessiert, damit sie 

aktiviert und an Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert werden können (Hirata et al, 

2017). Alle ATG8-Proteine liegen erst in ihrer Proform vor und werden von ATG4-Proteasen 

zu ATG8-I prozessiert. Durch eine der Ubiquitinierung ähnliche Konjugationsreaktion wird 

ATG8-I über den N-Terminus an die Kopfgruppe von Lipiden, meist PE, konjugiert, so dass 

lipidiertes ATG8-II in die Phagophorenmembran eingebaut wird. ATG8-II-Proteine liegen da-

mit an der Außen- und Innenseite der Doppelmembran von reifen Autophagosomen vor 

(Martens & Fracchiolla, 2020; Yu et al, 2012) (Abbildung 2 Elongation). 

Der ATG8-lipidiserende Komplex interagiert mit WIPI auf den PI3P-Mikrodomänen und 

unterstützt die Krümmung der Membran. Zum einen reguliert sowohl der ATG8-lipidisie-

rende Komplex die Krümmung der Phagophorenmembran, zum anderen beeinflussen die 

ATG8-Proteine selbst durch die Konjugation an PE die Membrankrümmung (Jensen et al, 

2022; Knorr et al, 2014; Ye et al, 2021). 

Es wurden sechs humane ATG8-Proteine beschrieben, die jedes für sich spezifische Funk-

tionen während der Biogenese der Autophagosomen haben(Jacquet et al, 2021) (siehe Ta-

belle 1). 

Tabelle 1 Familie der humanen ATG8-Proteine 

Familie Proteine Funktion Referenz 

GABARAP  
ATG2-Interaktion, Reifung, Fu-
sion, Mitophagie 

(Bozic et al, 2020; Ebner et al, 
2018; Nguyen et al, 2016) 

 GABARAP ULK-Rekrutierung 
(Alemu et al, 2012; Okazaki et 
al, 2000) 

 GABARAPL1 
mTOR und ULK-Regulierung, 
Fusion, Lysosomenaktivität 

(Nguyen et al., 2016; Poillet-
Perez et al, 2017) 

GATE16 GABARAPL2 ULK-Rekrutierung, Reifung 
(Alemu et al., 2012; Weidberg 
et al, 2010) 

MAP1LC3  Membrankrümmung (Knorr et al., 2014) 

 MAP1LC3A Mitophagie (Bhujabal et al, 2017) 

 MAP1LC3B 
Cargo-Rekrutierung, Elongation, 
Transport 

(Hwang et al, 2022; Kimura et 
al, 2008; Shvets et al, 2011; 
Weidberg et al., 2010) 

 MAP1LC3C Mitophagie, Xenophagie 
(Le Guerroue et al, 2017; von 
Muhlinen et al, 2012) 

Drei dieser ATG8-Proteine werden in der Familie der GABARAP-Proteine zusammenge-

fasst: GABARAP (γ-aminobutyric acid type A receptor-associated protein), GABRAPL1 und 

GABARAPL2 (γ-aminobutyric acid type A receptor-associated protein like 1/2). GA-

BARAPL2 ist auch als GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) bekannt 

und steht etwas außerhalb der Familie der GABARAPs. Die GABARAPs sind unerlässlich 
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sowohl für die Initiierung als auch für die Reifung der Autophagosomen (Nguyen et al., 2016; 

Okazaki et al., 2000; Weidberg et al., 2010). GABARAP interagiert während der Initiierung 

direkt mit dem ULK- und PI3K-Komplex (Alemu et al., 2012), GABARAPL2 ist entscheidend 

für die Reifung des Autophagosoms (Weidberg et al., 2010) und GABARAPL1 vermittelt die 

Fusion mit dem Lysosom (Nguyen et al., 2016). 

Die anderen drei ATG8-Proteine werden in der Familie der MAP1LC3s zusammengefasst, 

aufgeteilt nach MAP1LC3A, MAP1LC3B und MAP1LC3C. Diese ATG8-Proteine sind wichtig 

für die Membrankrümmung und Elongation der Phagophore (Knorr et al., 2014; Weidberg 

et al., 2010). MAP1LC3A und -LC3C spielen in der selektiven Autophagie eine größere Rolle 

(Bhujabal et al., 2017; Le Guerroue et al., 2017), ihre genauere Funktion bleibt allerdings 

unbekannt. MAP1LC3B interagiert ubiquitär mit Autophagierezeptoren wie SQSTM1 (Se-

questome1/p62) über exponierte LIR-Motive (LC3-interacting regions) (Hwang et al., 2022; 

Pankiv et al, 2007; Shvets et al., 2011). Während der Elongationsphase werden Cargo-Re-

zeptoren und Substrate über die Interaktion mit der LIR-Domäne an der Phagophoren-

membran fixiert und können so von der Phagophore eingeschlossen werden (Aman et al., 

2021; Birgisdottir et al, 2013). Da MAP1LC3B von allgemeiner Bedeutung für die Autophagie 

und ein kritischer Faktor für den Transport des Autophagosoms zum Lysosom ist, wird es 

als Markerprotein für Autophagosomen und zur Bestimmung der autophagischen Aktivität 

genutzt (Kimura et al., 2008). 

1.2.2.2 ATG2A und ATG2B sind Lipidtransferasen am ER 

Das ER ist hauptverantwortlich für die Bereitstellung von Phospholipiden zur Synthese von 

Autophagosomen (Abbildung 3). Die ATG2-Proteine sind hierbei die wichtigsten Transfera-

sen und liegen im humanen Organismus als ATG2A und ATG2B vor (Capitanio et al, 2023; 

McEwan & Ryan, 2022). Während der Initiierung dienen die WIPI-Proteine und die vom 

PI3K-Komplex gebildeten PI3P-Mikrodomänen am ER als Anker für die ATG2-Proteine und 

im Verlauf der Reifung des Autophagosoms führt GABARAP die ATG2-Proteine an die Pha-

gophorenmembran (Bozic et al., 2020; Chowdhury et al, 2018; Osawa et al., 2020). 

ATG2-Proteine fungieren allerdings nicht nur als Transferasen von Lipiden, sondern inter-

agieren auch mit anderen Proteinen und Organellen, um weitere Lipidquellen zum ER zu 

rekrutieren. Neben Mitochondrien sind auch Lipidtröpfchen als Interaktionspartner von 

ATG2-Proteinen beschrieben. Ob ATG2-Proteine diese Organellen für Interaktionen veran-

kern oder auch hier eine Transferaseaktivität aufweisen, ist noch unklar (Korfhage et al, 

2023; Velikkakath et al., 2012). Da auf der Oberfläche der Lipidtröpfchen Enzyme für die 

Synthese von Phospholipiden, vorrangig für Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidat 

(PA), nachgewiesen wurden und Mitochondrien Phosphatidylglycerol (PG) liefern, könnten 
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die ATG2-Proteine durchaus als Transferase an diesen Organellen aktiv sein (Krahmer et 

al, 2011; Larsson et al, 2012). 

Es wurde außerdem gezeigt, dass Lipidtropfen zusammen mit dem ER und vorwiegend 

dem ERES (endoplasmic reticulum exit site), den Mitochondrien und anderen Vesikeln eine 

formgebende Rolle bei der Biogenese der Phagophorenmembran spielen. Dabei nimmt 

ATG2A eine Lipid- und Organell-rekrutierende Funktion ein (Bieber et al, 2022; Capitanio et 

al., 2023). 

 

Abbildung 3 Die Membran wachsender Autophagosomen wird von diversen Kompartimenten mit Lipi-

den versorgt Die Phagophore wird direkt vom ER mit Lipiden versorgt, die vom ATG2-WIPI-Komplex transferiert 

werden. Am ERES generierte COPI-Vesikel und vom Golgi-Apparat sezernierte COPII-Vesikel liefern ebenfalls 

Lipide für das Wachstum der Phagophore. ERGIC und ERES stehen in engem Kontakt zur Phagophore und 

beeinflussen deren Formgebung. ATG9A-positive Vesikel werden am TGN gebildet und transferieren ebenfalls 

Membranbestandteile. Vermittelt durch RAB11 knospen endosomale Vesikel vom Recyclingendosom ab und 

liefern Lipide an die Phagophore. Es wurden auch Verbindungen zur Plasmamembran und den Mitochondrien 

beschrieben. Lipidtröpfchen werden durch die Aktivierung von RAB18 mobilisiert, die die Lipidversorgung der 

Phagophore indirekt unterstützen. MVB = multivesicular bodies; TGN = trans-Golgi Netzwerk; ERGIC = ER 

Golgi intermediate compartment; ERES = ER exit site; COP = coat protein; WIPI = WD-40 repeat containing 

protein that interacts with PI. 

ATG2-Proteine bilden einen langen hydrophoben Schacht, durch den Lipide hindurch ge-

leitet werden. Funktionell ist der genaue Mechanismus des Lipidtransfers unklar: die ATG2-

Proteine können entweder einen konstanten Lipidfluss vom ER zur Phagophore etablieren 

ähnlich einem Tunnel. Sie können alternativ mit WIPI als Drehpunkt zur Aufnahme von 
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Membranlipiden zum ER hin und zur Abgabe der Lipide zurück zur Phagophore wippen 

(Maeda et al, 2019). 

Bekannt ist, dass ATG2-Proteine eine höhere Bindungsaffinität zu PE als zu anderen 

Phospholipiden aufweisen (Osawa et al, 2019). Durch eine Deletion von Atg2 in D. melano-

gaster, in denen es nur ein ATG2-Protein gibt, wird das Lipidprofil von autophagischen 

Strukturen drastisch verändert (Laczko-Dobos et al, 2021). Nicht nur die Verteilung der 

Phospholipide in der Membran wird auf Kosten von PE zu PI, Phosphatidylserin (PS) und 

PA verschoben, auch das Verhältnis der Fettsäurereste verschiebt sich von gesättigt zu 

ungesättigt. Die aus den Atg2 Knock Out-Zellen (KO) gewonnenen Strukturen, die analysiert 

wurden, sind vorrangig ungeschlossene Phagophoren, deren Reifung zum Autophagosom 

nicht abgeschlossen werden kann (Laczko-Dobos et al., 2021). 

Der Verlust von ATG2A und ATG2B führt in humanen Zellen ebenfalls zu einer Akkumu-

lation von Phagophoren und zu einer verminderten Bildung von reifen Autophagosomen. 

Dementsprechend ist der autophagische Flux verringert, also die Menge der neu gebildeten 

und wieder abgebauten Autophagosomen pro Zeit (Korfhage et al., 2023; Maeda et al., 

2019; Valverde et al., 2019). Interessanterweise reichern sich zudem Lipidtröpfchen bei ei-

nem Verlust von ATG2A/B an (Velikkakath et al., 2012). 

ATG2-Proteine sind maßgeblich für die Homöostase des Lipidprofiles der Autophagoso-

menmembran verantwortlich und scheinen zusätzlich am Selektionsprozess, welche Lipide 

in die Membran integriert werden, beteiligt zu sein. Störungen der Lipidhomöostase durch 

den Verlust von ATG2-Proteinen führen während der Biogenese des Autophagosoms zu 

einer schwerwiegenden Beeinträchtigung der Autophagie. 

1.2.2.3 ATG9A-positive Vesikel transferieren Lipide zur Phagophore 

Die ATG9-Proteine sind die erste Familie integraler Membranproteine, die mit der Auto-

phagie assoziiert sind (Matoba et al, 2020). Im Säuger wird zwischen ATG9A und ATG9B 

unterschieden und beide Proteine interagieren mit anderen Autophagie-assoziierten Prote-

inen. Während ATG9B nur in wenigen Geweben exprimiert wird, ist ATG9A ubiquitär expri-

miert und dementsprechend das besser studierte Protein (Chiduza et al, 2024; Yamada et 

al, 2005). 

ATG9A ist unter basalen Bedingungen vorwiegend am Golgi-Apparat und im endosomalen 

System lokalisiert (Longatti et al., 2012; Orsi et al., 2012; Young et al, 2006). Es gibt eine 

Population aus ATG9A-positiven Vesikeln sowie ein tubuläres ATG9A-Kompartiment, die 

beide mit dem endosomalen System, dem Golgi-Apparat, dem ER und der Phagophore in 

Kontakt stehen und unter Autophagie-induzierenden Bedingungen vergrößert werden (Imai 

et al, 2016; Kakuta et al, 2017; Mari et al, 2010; Orsi et al., 2012; Young et al., 2006). Die 
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SRC-Kinase (Proto-oncogene sarcoma tyrosine-protein kinase) phosphoryliert ATG9A un-

ter basalen Bedingungen an Tyrosin-8 (Y8) und unterstützt so die Bildung der ATG9A-pos-

tiven Vesikel am trans-Golgi Netzwerk (TGN). Unter Autophagie-induzierenden Bedingun-

gen phosphoryliert der ULK-Komplex ATG9A zusätzlich an Serin-14 (S14), so dass die Bil-

dung ATG9A-positiver Vesikel noch weiter begünstigt wird. Beide Phosphorylierungen sind 

für die Rekrutierung von ATG9A an die Phagophore von Bedeutung (Papinski et al, 2014; 

Zhou et al, 2017). 

ATG9A-positive Vesikel sind schon in der Initiierungsphase der Autophagosomensynthese 

äußerst wichtig, da sie als Plattform zur Bildung der IM beschrieben sind (Karanasios et al., 

2016; Olivas et al., 2023). Damit liefern sie eine vesikuläre Grundstruktur, auf die die Pha-

gophore aufgebaut werden kann, und bringen weitere Proteine wie PI-Kinasen an die wach-

sende Phagophore (Judith et al, 2019). Die Modifikation der PIs am Inositolring ist wiederum 

wichtig für die Reifung der Phagophore (Posor et al, 2022). 

ATG9A garantiert über seine Funktion als Skramblase eine gleichmäßige funktionelle Ver-

teilung von Lipiden in der Phagophorenmembran, so dass die gekrümmte, vesikuläre Struk-

tur der Phagophore etabliert wird (Maeda et al, 2020). Dabei unterstützt es die Krümmung 

der Membran auch dadurch, dass es selbst eine Krümmung provoziert (Guardia et al, 2020; 

Judith et al., 2019). 

Alle ATG9-Proteine bilden Homotrimere, die eine gemeinsame zentrale Pore bilden, sowie 

je eine laterale und eine vertikale Pore pro Molekül aufweisen. Über diese Poren können 

Lipide von einer Seite der Lipiddoppelschicht auf die andere wechseln. Das Trimer liegt ge-

messen an der vertikalen Pore in einer geöffneten und geschlossenen Konformation vor, 

wobei die Anordnung der vertikalen Pore den Transportweg der Lipide bestimmt (Chiduza 

et al., 2024; Guardia et al., 2020; Matoba et al., 2020). ATG9A hat eine konservierte Inter-

aktionsstelle für ATG2A, die ermöglicht, dass ATG2A entweder an die laterale (Matoba et 

al., 2020) oder an die vertikale Pore von ATG9A bindet (Wang et al, 2025). Von ATG2A 

transferierte Lipide können so direkt von der einen Seite der Lipiddoppelschicht durch 

ATG9A hindurch auf die andere Seite wechseln (Noda, 2021). Die beiden Proteine intera-

gieren entweder, wenn sie gemeinsam auf einer Membran lokalisieren, oder auch, wenn sie 

auf unterschiedlichen Membranen vorliegen (Wang et al., 2025). Ob es einen Zusammen-

hang gibt, an welche ATG9A-Pore ATG2A bindet, wenn beide Proteine auf einer oder zwei 

verschiedenen Membranen lokalisiert sind, ist bislang unklar. 

Zusätzlich liefern ATG9A-positive Vesikel während der Elongation der Phagophore weitere 

Lipide und Proteine. Die Vesikel transferieren die benötigten Moleküle nach einem kiss and 

run-Mechanismus, bei dem sie sich der Phagophore annähern, ohne komplett mit ihr zu 

verschmelzen (Judith et al., 2019; Orsi et al., 2012). 
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Der Verlust von ATG9A zieht je nach Zellmodell unterschiedliche Konsequenzen für die 

Autophagie nach sich. Einerseits sind die Proteinspiegel der lipidierten Variante von 

MAP1LC3B kaum messbar, andererseits ist der autophagisch Flux stark verringert und lässt 

sich nicht induzieren (Imai et al., 2016; Olivas et al., 2023; van Vliet et al, 2022). In jedem 

Fall führt der Verlust von ATG9A zu stärkeren Einschränkungen in der Biogenese der Auto-

phagosomen als der Verlust von ATG2A/B (Kishi-Itakura et al, 2014). Zusätzlich sind Akku-

mulationen diverser Autophagie-assoziierter Proteine bei einem Verlust von ATG9A mess-

bar, die auf die gestörte Initiierung der Autophagosomenbiogenese zurückzuführen sind 

(Broadbent et al, 2023; Guardia et al., 2020; Kishi-Itakura et al., 2014; Runwal et al, 2019). 

1.2.2.4 Lipidtröpfchen liefern Fettsäuren für die Lipidsynthese an ER und Mitochondrien in 

Abhängigkeit von RAB18 

Lipidtröpfchen sind Organellen zur Speicherung neutraler Lipide in der Zelle. Sie lassen 

sich in jedem Zelltyp nachweisen, wobei die Gesamtgröße, die sie erreichen können, vari-

iert. Ihr Kern besteht vorwiegend aus Triacylglycerol (TAG) und Sterolestern, umgeben von 

einer Monophospholipidschicht (Bartz et al, 2007; Murphy, 2001; Tauchi-Sato et al, 2002). 

Sie sind beteiligt an der Energiebilanz und Lipidhomöostase der Zelle und beeinflussen au-

tophagische Prozesse (Bekbulat et al., 2020; Jarc & Petan, 2019; Olzmann & Carvalho, 

2019; Schepers & Behl, 2021). 

Lipidtröpfchen liefern nur geringfügig Phospholipide ihrer eigenen Membran für die Bioge-

nese der Phagophorenmembran. Stattdessen sublimieren sie dem ER Fettsäuren für die 

Synthese neuer Phospholipide. Zur Gewinnung der in den TAGs gespeicherten Fettsäuren 

stehen verschiedene Wege zur Verfügung (Corbo & Chung, 2024). TAGs können beispiels-

weise direkt von den Lipidtröpfchen in die ER-Membran transferiert werden (Olzmann & 

Carvalho, 2019). Die Lipophagie andererseits beschreibt den Einschluss eines Lipidtröpf-

chens in ein Autophagosom, um die Bestandteile des Lipidtröpfchens im Lysosom durch 

Verdauung verfügbar zu machen. Das Lysosom kann auch direkt mit dem Lipidtröpfchen 

interagieren, wobei der genaue Mechanismus noch unklar ist (Corbo & Chung, 2024). Ob 

die Synthese neuer Phospholipide aus den bereitgestellten Fettsäuren direkt der Versor-

gung der Phagophorenmembran oder vorrangig der Homöostase der ER-Membran gilt, 

bleibt unklar (Bekbulat et al., 2020; Schutter et al, 2020). 

RAB18 spielt eine entscheidende Rolle bei der Mobilisation von Fettsäuren aus Lipidtröpf-

chen. RAB18 gehört zur Gruppe der RAB-GTPasen (Ras-related in brain), die unerlässlich 

für die Bildung, den Transport und die Fusion von Vesikeln sind (Homma et al, 2021). Ihre 

Aktivität ist abhängig von der Bindung an und der Hydrolyse von GTP (Guanosintriphos-

phat). In der aktivierten Form wird RAB18 an Lipidtröpfchen rekrutiert und fungiert dort mit 

anderen Proteinen als Tethering-Faktor, der die Interaktion zwischen Lipidtröpfchen und 
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dem ER gewährleistet und so den Transfer von Fettsäuren in das ER einleitet (Martin et al, 

2005; Xu et al, 2018a). 

Der Verlust von RAB18 bedingt eine verringerte Anzahl an Lipidtröpfchen mit einem er-

höhten Durchmesser, deren Transport zum ER sowie Abbau gestört ist. Dies beeinträchtigt 

die zelluläre Lipidhomöostase und limitiert den ER-vermittelten Transfer von Lipiden für die 

Synthese der Autophagosomenmembran. Spannenderweise bewirken diese Veränderun-

gen eine erhöhte SRC-Kinase-vermittelte Phosphorylierung von ATG9A im RAB18 KO und 

damit einen verstärkten Transfer von ATG9A-positiven Vesikeln zum ER und der Phago-

phore. Auch die ATG2B-Proteinspiegel sind nach dem Verlust von RAB18 erhöht (Bekbulat 

et al., 2020; Feldmann et al, 2017; Martin et al., 2005). 

1.2.2.5 Lipidklassen und Fettsäurereste bestimmen die Charakteristiken einer Membran 

Eine biologische Membran besteht vorwiegend aus assoziierten Proteinen und Lipiden. 

Funktionell relevant sind die Wechselwirkungen zwischen Lipiden und Proteinen beispiels-

weise, wenn Mikrodomänen in Membranen gebildet werden, wie in Kapitel 1.2.1 beschrie-

ben. Die Lipide, die den Großteil der Membran ausmachen, setzen sich aus Phospholipiden, 

Glykolipiden und Sterolen zusammen. Auch einfache Lipide wie Diacylglycerole (DAG) und 

Fettsäuren selbst können in die Membranen kooperieren. Die Phospholipide werden weiter 

zwischen Glycerophospholipiden und Sphingolipiden unterschieden. (Axe et al., 2008; de la 

Ballina et al, 2020; Osawa et al., 2020; Puri et al, 2018). 

Die amphiphilen Membranlipide bestehen aus zwei Komponenten – der hydrophilen Kopf-

gruppe und den hydrophoben Fettsäureresten. Beide Komponenten beeinflussen die 

Membraneigenschaften (Listenberger et al, 2003; Osawa et al, 2024). 

Die Kopfgruppen der Lipide können mit ihrer Ladung und Größe die Bindungsfähigkeit von 

Proteinen an die Membran beeinflussen und interagieren mit spezifischen Membran-binden-

den und transmembranen Proteinen (Puri et al., 2018). ATG8-Proteine interagieren bspw. 

direkt mit Ceramid, Sphingomyelin (SM) und Cardiolipin, wenn diese in Membranen beschä-

digter Kompartimente exponiert vorliegen (Harayama & Riezman, 2018; Kaur et al, 2023; 

Varela et al, 2023). 

Die an die Kopfgruppe gebundenen Fettsäuren bestimmen die biophysikalischen Eigen-

schaften der Membran, wie beispielsweise die Fluidität, Ordnung, Dicke und Krümmung (de 

la Ballina et al., 2020; Renne & Ernst, 2023). Gesättigte Fettsäuren können aufgrund der 

Van-der-Waals-Kräfte über die gestreckte Kohlenwasserstoffkette eine eher viskose Memb-

ran bilden. Je länger die gesättigte Fettsäure, desto höher die Viskosität und Dicke der 

Membran. Dies wird in Mikrodomänen genutzt, in denen Sterole akkumulieren, um Protein-

Effektor-Interaktionen zu stabilisieren (Harayama & Riezman, 2018; Kunduri et al, 2022). In 
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flexiblen, fluiden Membranen sind vorwiegend ungesättigte Fettsäuren eingebaut, die auf-

grund ihrer Krümmung eine starke Ausbildung der Van-der-Waals-Kräfte verhindern. Je län-

ger und komplexer der Aufbau der ungesättigten Fettsäuren, desto unorganisierter ist die 

Membran und dementsprechend fluider. Auch hier interagieren Sterole, allerdings um die 

Membran zu stabilisieren (Kunduri et al., 2022). 

Membranen müssen je nach Lokalisation unterschiedlichste Anforderungen erfüllen – 

während am ER eine dünnere, flexiblere Membran benötigt wird, die die Bildung von Vesi-

keln und die Mobilität von Membrankomponenten gewährleistet, muss die Plasmamembran 

dicker und starrer sein, um eine robuste Abgrenzung zur Umgebung zu gewährleisten 

(Jacquemyn et al, 2017; Renne & Ernst, 2023). Hierfür bestimmen die Kopfgruppen zusam-

men mit ihren assoziierten Fettsäuren über ihre ganzheitliche Struktur die Form der Memb-

ran. Zylindrische Phospholipide wie PC, SM und PS bilden gerade Membranen. Eine posi-

tive Krümmung, die an der inneren Membranseite bei der Vesikelbildung nötig und durch 

einen flächigeren Fettsäurerest gekennzeichnet ist, wird von konischen Lipiden wie Cera-

mid, DAG, PA und PE vermittelt. Invertiert-konische Lipide wie PI, Lyso-Lipide und Gangli-

oside bilden eine negative Krümmung wie an der äußeren Membranseite von Vesikeln aus 

(Binotti et al, 2021; Ghadami & Dellinger, 2023; Harayama & Riezman, 2018). 

Für die Ausbildung der Membrankrümmung ist wichtig, dass Lipide von einer Membran-

seite auf die andere wechseln, wobei die transversale Bewegung von Skramblasen und 

Flippasen unterstützt wird (Pomorski et al, 2001). Wie wichtig dieser Mechanismus ist, zeigt 

sich bei der Abschnürung oder der Schließung von Vesikeln. Die Krümmung der Membran 

muss invertiert werden, damit sich die Membranenden verbinden können. Dabei unterstützt 

beispielsweise der ESCRT-Komplex (endosomal sorting complex required for transport) die 

Invertierung der Lipidausrichtung (McMahon & Gallop, 2005; Ohsaki et al, 2014). Für die 

Krümmung der Membran ist also die Form des Lipids, die Fettsäurekomposition sowie die 

Eigenschaften der Kopfgruppe maßgebend. 

 

Synthetisiert werden die meisten Glycerophospholipide am ER (van Meer et al, 2008) (Ab-

bildung 4A). Wie in Abbildung 4B dargestellt ist, wird Glycerin als Grundgerüst für die Gly-

cerophospholipide genutzt. In sn-1 Position und sn-2 Position sind Fettsäuren konjugiert, in 

sn-3 Position ist eine Phosphatgruppe mit Kopfgruppensubstituent assoziiert (Harayama & 

Riezman, 2018). 
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Abbildung 4 Übersicht über die Syntheseorte von Phospholipiden sowie die Struktur ausgewählter 

Phospholipide (A) Übersicht über die Syntheseorte der Phospholipide. Lipidtröpfchen liefern Fettsäuren sowie 

Di und Triacylglycerole und Acetyl-Coenzym A, die über verschiedenste Synthesewege am ER zu PA, PE, PI, 

PS, Cholesterin und Ceramid verarbeitet werden. Mitochondrien synthetisieren Cardiolipin, PA, PG und PE, 

wobei nur die Glycerophospholipide ans ER transferiert werden. Vom ER werden Ceramide zum Golgi-Apparat 

geleitet, in dessen Membran unter anderem SM produziert wird. Ceramid und SM werden an die Plasmamemb-

ran transportiert. Dort stehen sie in stetiger Balance mit Sphingosin als Signalmoleküle. (B) Strukturformeln der 

einfachen Sphingolipide Sphingosin und Ceramid sowie des komplexen Sphingolipides Sphingomyelin, und 

Strukturformel von Phosphatidylcholin. In Rot dargestellt ist das Lipidgerüst der Phospholipide, in Violett die 

Fettsäurereste und in Grün die Phosphatkopfgruppe. Alle Sphingolipide bauen auf einer Sphingosinbase als 

Grundgerüst auf. Ceramid wird über die Konjugation einer Fettsäure an das Stickstoffatom gebildet. Sphingo-

myelin wird durch die Konjugation von Phosphocholin an die erste Hydroxygruppe der Sphingosinbase gebildet. 

Glycerophospholipide wie PC bauen auf Glycerin auf, an dessen erstes Kohlenstoffatom die Kopfgruppe und an 

dessen zweites und drittes die beiden Fettsäuren konjugiert sind. Die Kopfgruppe besteht aus einem Phosphat 

und einem Konjugat, wie hier Cholin. Cer = Ceramid; Sph = Sphingosin; CL = Cardiolipin; CH = Cholesterol; 

DG = Diacylglycerol; TG = Triacylglycerol. 
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PA ist eine mögliche Ursprungsform der Glycerophospholipide ohne Kopfgruppensubsti-

tuent – PC, PE, PG und PI werden unter anderem durch die Konjugation der entsprechen-

den Substituenten aus PA generiert. Durch Lipasen können die meisten Glycerophospholi-

pide ineinander überführt oder in ihre Lyso-Form gebracht werden, in der nur ein Fettsäure-

rest an Glycerin assoziiert ist (Binotti et al., 2021; Ghadami & Dellinger, 2023; Yamashita et 

al, 2014). PI stellt eine Sonderheit dar, da es je nach Phosphorylierung am Inositolring der 

Kopfgruppe in verschiedene Signalwege involviert ist. Die Konvertierung der PIP-Spezies 

ineinander spielt beispielsweise eine entscheidende Rolle bei der Reifung des endosomalen 

Systems oder bei der Synthese und Reifung von Autophagosomen (Lolicato et al, 2024; 

Posor et al., 2022). 

Im Gegensatz zu den Glycerophospholipiden werden die komplexen Sphingolipide vorran-

gig im Golgi-Apparat synthetisiert (Abbildung 4A). Sie unterscheiden sich durch ihr Sphin-

gosinbasen-Skelett von den Glycerophospholipiden. Die Vorstufe aller komplexen Sphingo-

lipide ist Ceramid, bei dem eine Fettsäure an eine Sphingosinbase, meist Sphingosin, kon-

jugiert ist (Abbildung 4B). Ceramid wird anschließend vom ER zum Golgi-Apparat transpor-

tiert (Abbildung 4A). In Folge weiterer Modifikationen im Golgi-Apparat werden verschiedene 

Kopfgruppen für die Synthese unterschiedlicher Sphingolipide mit Ceramid assoziiert 

(Allwright et al, 2024; Companioni et al, 2021; Pan et al, 2023). Dort wird beispielsweise SM 

mithilfe von PC synthetisiert, wobei ein gewisser Teil von SM auch an der Plasmamembran 

generiert wird (Taniguchi & Okazaki, 2021; van Meer et al., 2008). 

Während Glycerophospholipide tendenziell mit einfach und mehrfach ungesättigten Fett-

säuren assoziiert sind, sind die Sphingolipide häufig mit gesättigten, längeren Fettsäuren 

verbunden (Hartmann et al, 2012; Yamashita et al., 2014). Dies unterstützt die Funktion der 

Sphingolipide, zusammen mit Sterolen Mikrodomänen zu bilden, die als Reaktionsplattform 

an den Membranen dienen (McCluskey et al, 2022). 

Störungen im Lipidmetabolismus führen zu Fehlfunktionen in unterschiedlichen Stadien 

der Autophagie. Wird beispielsweise die PC-Synthese unterbrochen, kommt es ähnlich wie 

im ATG2 KO zu einer Akkumulation von Phagophoren (Polyansky et al, 2022). Der gestörte 

Abbau von SM in Lysosomen führt zu dessen Akkumulation und einer schwerwiegenden 

Störung der lysosomalen Funktion – auch als Niemann-Pick-Krankheit Typ A bekannt 

(Gabande-Rodriguez et al, 2014). Eine Überladung des zellulären Systems mit SM führt 

wiederrum zu einer Stressreaktion im ATG9A-positiven Vesikelpool, der die Autophagie be-

einträchtigt (Corcelle-Termeau et al, 2016). 

1.2.3 Die Reifung der Autophagosomen und die Fusion zum Autolysosom 

Der Reifeprozess des Autophagosoms beschreibt die Schließung der Phagophore zum 

Autophagosom (Abbildung 2A Reifung). Der ESCRT-Komplex initiiert die Verschmelzung 
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der Membranen (Takahashi et al, 2019). Im Zuge dessen werden die PI3P-Domänen abge-

baut und die ATG-Proteine dissoziieren vom reifen Autophagosom (Cebollero et al, 2012). 

Auch ATG8-Proteine an der Außenseite der Autophagosomenmembran werden zu einem 

Großteil recycelt. Die Dekonjugationsreaktion der ATG8-Proteine läuft langsamer ab als die 

Konjugation an PE, daher können verbliebene ATG8-Proteine die nachfolgende Fusion mit 

Endosomen und Lysosomen problemlos vermitteln (Maruyama & Noda, 2017). Die Dekon-

jugation von ATG8 unterstützt zusätzlich die Dissoziation anderer ATG-Proteine von der 

Phagophore und dem reifen Autophagosom (Nair et al, 2012; Yu et al., 2012). 

Die Verschmelzung der Autophagosomen mit Endosomen wird als Bestandteil des Rei-

fungsprozesses betrachtet (Zhao & Zhang, 2019). Bei der Verschmelzung der beiden Vesi-

kel entstehen sogenannte Amphisomen, die auch eingeschlossene Vesikel von den MVB 

(multivesicular bodies) enthalten können (Liou et al, 1997; Tooze et al, 1990). 

Die Reifung des Amphisoms zum Lysosom oder die direkte Fusion von Amphisomen und 

Autophagosomen mit den Lysosomen beschreibt den letzten Schritt im Lebenszyklus eines 

Autophagosoms (Abbildung 2A Fusion). Am Ende der Autophagosomensynthese lagern 

sich SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) an 

die Außenseite der Vesikelmembran, die mit zytosolischen und lysosomalen SNAREs inter-

agieren (Itakura et al, 2012). Der SNARE-Komplex zusammen mit anderen Proteinen wie 

RAB7 und LAMP2 bewirkt die Fusion der beiden Vesikelmembranen (Baker & Hughson, 

2016; Urwin et al, 2010). Nach der Fusion dissoziieren die SNARE-Bestandteile. Durch die 

Bildung des Autolysosoms werden die innere Autophagosomenmembran sowie der Cargo 

für saure Hydrolasen zugängig (Tsuboyama et al, 2016). Makromoleküle wie Proteine wer-

den vornehmlich von Cathepsinen und (Desoxy-)Ribonukleinsäuren (DNA/RNA) von sauren 

DNasen und RNasen abgebaut (Campomenosi et al, 2006; Lubke et al, 2009; Zhuang et al, 

2024). Integrale Transporter der Lysosomenmembran transportieren die Grundbausteine 

ins Zytosol zurück (Baldwin et al, 2005; Rudnik & Damme, 2021; Scharenberg et al, 2023). 

Das saure Milieu im Lysosom und Autolysosom, das für die Hydrolyse benötigt wird, wird 

vorwiegend von der V-ATPase (vacuolar-type adenosine 5'-triphosphatase) aufrechterhal-

ten, die Protonen ins lysosomale Lumen pumpt (Ishida et al, 2013). Im Anschluss können 

sich Autolysosomen zu Lysosomen reformieren und stehen somit erneut für Fusionen zur 

Verfügung (Yu et al, 2010). 

 

Die Biogenese der Autophagosomen ist einzigartig, da sie zu den wenigen Organellen 

gehören, die komplett neu synthetisiert werden (Melia et al, 2020). Endosomen und Lyso-

somen durchlaufen eine Art Recyclingprozess, so dass kein Vesikel als neu synthetisiert 

beschrieben werden kann. Auch die aus der Plasmamembran, dem ER oder dem Golgi-

Apparat generierten Vesikel zeichnen sich dadurch aus, dass die bereits vorhandenen 
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Membranstrukturen zur Vesikelgenerierung genutzt werden und durch die Synthese von 

neuen Membranbestandteilen ausgebessert werden (Vagne et al, 2020). Für die Membran 

der Autophagosomen werden durchaus auch bereits vorhandene Membranstrukturen ge-

nutzt. Kleine Vesikel, Membranfragmente und einzelne Lipide werden allerdings zusammen 

in eine völlig neue Struktur integriert. Es findet kein klassischer Austausch von Membranen 

und Proteinen in einem retro- und anterograden Transportsystem statt. Nichtsdestotrotz wird 

ein Organell mit einer Doppelmembran aufgebaut. Die einzigen weiteren Strukturen mit ei-

ner Doppelmembran in der eukaryotischen Zelle sind die Mitochondrien, deren Reifung aber 

auf bereits vorhandenen Mitochondrien aufbaut (Memme & Hood, 2020). Dies macht die 

Synthese der Autophagosomen einmalig. 

1.3 Cargosortierung zum Autophagosom 

Der Einschluss von abzubauendem Material ins Autophagosom kann sehr spezifisch er-

folgen. Substrate werden über die Interaktion von Autophagierezeptoren mit den ATG8-Pro-

teinen an der Phagophorenmembran während der Elongation fixiert. Dabei sind verschie-

dene Autophagierezeptoren, wie in Abbildung 1B dargestellt ist, auf unterschiedliche Sub-

strate spezialisiert. SQSTM1 beispielsweise interagiert u.a. mit Ubiquitin und ist so für den 

Einschluss von Proteinaggregaten im Zuge der Aggrephagie verantwortlich. Während der 

Nukleophagie werden vermittelt durch Lamin B1 Kernabschnürungen im Autophagosom 

eingeschlossen. NUFIP1 (Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 1) wurde 

als Autophagierezeptor der Ribophagie und damit der Ribosomendegradation beschrieben 

und VCP (valosin-containing protein) erkennt zu degradierende Stressgranula bei der Gra-

nulophagie. Neben den genannten Beispielen gibt es noch zahlreiche weitere Typen der 

selektiven Autophagie, wobei nicht immer die spezifischen Autophagierezeptoren bekannt 

sind (Aman et al., 2021). 

Die Initiierung der Autophagie kann nicht nur durch die Aktivierung des ULK-Komplexes 

am ER erfolgen, sondern auch, wenn Substrate mit Autophagierezeptoren markiert werden 

und so die Autophagiemaschinerie zur Bildung der Phagophore zum Substrat rekrutieren 

(Mancias & Kimmelman, 2016; Turco et al, 2020). FIP200 (Focal Adhesion Kinase Family–

Interacting Protein of 200 kDa) und Huntingtin sind Initiatoren der selektiven Autophagie 

(Mancias & Kimmelman, 2016; Zientara-Rytter & Subramani, 2020). Über konservierte Do-

mänen können beide Proteine mit Autophagierezeptoren interagieren und so die Biogenese 

des Autophagosoms direkt am Substrat einleiten. Diese Interaktion wurde bereits für FIP200 

und SQSTM1 im Zuge der selektiven Autophagie von Ubiquitin-Kondensaten gezeigt 

(Schlutermann et al, 2021; Turco et al, 2019). FIP200 selbst ist Bestandteil des ULK-Kom-

plexes und leitet damit die Phagophorenbildung ein (Hara et al, 2008). 
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1.3.1 SQSTM1 Plattformen initiieren die Phagophorenbildung 

SQSTM1 bindet u.a. an Ubiquitin und damit an ubiquitinierte Proteine. Durch die gleichzei-

tige Interaktion mit ATG8-Proteinen werden Substrate dem Autophagosom zugeführt 

(Cohen-Kaplan et al, 2016; Kumar et al, 2022). Im Zytosol bildet SQSTM1 mit abzubauen-

dem Substrat SQSTM1-Tropfen. Diese entstehen über Phasenseparation, wenn sich mo-

dulare Domänen zusammenlagern und Molekülinteraktionen von elektrostatischen Wech-

selwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen und Van-der-Waals-Kräften stabilisiert wer-

den (Huang et al, 2025). Diese Gel-artigen Strukturen werden beispielsweise von FIP200 

und MAP1LC3B erkannt und initiieren die Phagophorenbildung (Kageyama et al., 2021; 

Turco et al., 2019) (Abbildung 2B). Werden die Gele von FIP200 erkannt, werden der rest-

liche ULK- sowie der PIK-Komplex rekrutiert (Turco et al, 2021). MAP1LC3B kann schon in 

seiner unkonjugierten Form mit den SQSTM1-Gelen interagieren und sich an dessen Peri-

pherie anlagern, um so die Rekrutierung der Autophagiemaschinerie zu unterstützen. 

Kommt es aufgrund einer gestörten Proteinhomöostase zu einer Anreicherung der 

SQSTM1-Gele, wird MAP1LC3B in die Gele integriert, ohne vollständig an PE konjugiert 

werden zu können (Agudo-Canalejo et al, 2021; Huang et al., 2025; Zaffagnini et al, 2018). 

SQSTM1 interagiert dabei nicht nur mit Ubiquitin, sondern bildet weiterhin Polymere aus. 

Dadurch kann Cargo im SQSTM1-Tropfen konzentriert und gehalten werden, beispiels-

weise pathogene Proteinaggregate oder nicht funktionsfähige Proteasomen (Bjorkoy et al, 

2005; Sun et al, 2018; Zatloukal et al, 2002). Dies ist unter anderem von Bedeutung im 

Lebenszyklus von Transkriptionsfaktoren (Danieli et al, 2023; Sanchez-Martin et al, 2020). 

Die Phasenseparation zu einem Gel akkumuliert die Substrate, so dass sie entweder voll-

ständig oder durch Fissionen ins Autophagosom sezerniert werden können. Autophagisch 

können die Zusammenlagerungen nicht mehr abgebaut werden, wenn sich aus dem Gel 

Fibrillen bilden (Agudo-Canalejo et al., 2021; Huang et al., 2025). 

Die vermehrte Bildung von Poly-SQSTM1 wurde bereits mit dem Alterungsprozess in Ver-

bindung gebracht, wenn die Autophagie zugunsten des UPS (Ubiquitin-Proteasom-System) 

reguliert wird (Gamerdinger et al, 2009). 

1.3.2 Nukleinsäuren werden autophagisch abgebaut 

Die RNA wird längst nicht mehr nur als Bindeglied zwischen DNA und Proteinen, die le-

diglich Gene in Polypeptide umschreibt, angesehen. Neben der ribosomalen RNA (rRNA), 

messenger (mRNA) und transfer RNA (tRNA) wurden weitere RNA-Typen in der Zelle iden-

tifiziert, die keine klassische translationale Funktion aufweisen (Chandrasekaran et al, 

2019). Sogenannte snRNA und snoRNA (small nuclear und small nucleolar RNA) sind bei-

spielsweise vor allem im Nukleus und Nukleolus lokalisiert, in dem sie eine regulatorische 

Funktion auf die Transkriptionsprozesse von Genen, mRNA und RNA-bindende Proteine 
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(RBPs) ausüben (Trendel et al, 2019). Eine lncRNA (long non-coding RNA) ist eine lange 

RNA, die nicht translatiert wird und verschiedene regulatorische Funktionen ausübt. Oft in-

teragiert sie, teilweise zeitgleich, mit verschiedenen Interaktionspartnern sowohl im Zellkern 

als auch im Zytosol (Statello et al, 2021). Ein Sonderfall einer lncRNA ist die TER, die RNA 

der Telomerase. Sie ist im Nukleus lokalisiert, wo sie im Komplex mit der Telomerase für 

die Instandhaltung der Telomere der Chromosomen zuständig ist (Calado & Young, 2009; 

Mason et al, 2011). Ebenfalls regulativ wirken miRNA (micro RNA) und circRNA (circular 

RNA) im Nukleus und im Zytosol. Die Funktion der verschiedenen RNA-Typen ist also noch 

vielfältiger als die Gruppen, die inzwischen für sie definiert wurden (Bogurcu-Seidel et al, 

2023). 

Neben Proteinen und Organellen gehören Nukleinsäuren ebenfalls zum Portfolio der Au-

tophagiesubstrate (Saha et al, 1979; Zhuang et al., 2024). Die DNA unterliegt dabei einem 

anderen Homöostasemechanismus als die RNA (Neurohr et al, 2019) und erreicht eher als 

Satellit während der Nukleo- und Mitophagie das Lysosom. Nur unter Stressbedingungen 

und während des Auftretens vermehrter DNA-Schäden, wird die DNA gezielt lysosomal de-

gradiert (Juretschke & Beli, 2021). Im Gegensatz dazu kann die RNA auf verschiedenste 

Arten vom Lysosom internalisiert und abgebaut werden (Houghton et al., 2022; Juretschke 

& Beli, 2021). 

RNA kann gebunden an RBPs in Autophagosomen eingeschlossen werden. Die Interak-

tion zwischen RNA und RBP ist meist so stark, dass nur der Einschluss in ein Autophago-

som einen Abbau im Lysosom ermöglicht. Dies trifft zum Beispiel auf Ribosomen zu. Eine 

ribosomale Untereinheit besteht aus rRNA, die an ribosomale Proteine gebunden ist. Im 

Zuge der Translation interagieren die Ribosomen mit mRNA sowie tRNA-Molekülen, um die 

Ausbildung von Peptidbindungen zu katalysieren. Kommt es zu Störungen in der Translation 

und einem Arrest, können theoretisch alle drei RNA-Spezies über die Ribophagie ins Auto-

phagosom geleitet und autophagisch abgebaut werden (Chandrasekaran et al., 2019; 

Kolapalli et al, 2025). Der Abbau von Ribosomen kann unselektiv vonstattengehen, ein by-

stander Ereignis sein oder, wie in Abbildung 1B dargestellt, selektiv durch den Ribophagie-

Rezeptor NUFIP1 vermittelt werden (Nakatogawa, 2018). Nicht nur das Ribosom selbst, 

auch das small recognition particle (SRP), dass für die Translokation von Ribosomen wäh-

rend der Translation an das ER verantwortlich ist, enthält eine nicht-codierende RNA, die 

7SL RNA (Calo & Eichler, 2011; Nyathi et al, 2013; Wild et al, 2002). SRP wird sowohl im 

Zusammenspiel mit Ribosomen als auch im Zuge der ER-Phagie ein autophagisches Sub-

strat. Schlussendlich wird RNA auch über Stressgranula, die als RNA-Speicher beschrieben 

wurden, in das Autophagosom gelangen (Borbolis & Syntichaki, 2015; Buchan et al, 2013). 
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Doch neben der indirekten Überführung durch die Bindung an RBPs wird RNA auch sehr 

spezifisch und direkt der Autophagie zugeführt. MAP1LC3B bindet an die Sequenz AAUAAA 

der RNA und fungiert so selbst als selektiver Autophagierezeptor (Hwang et al., 2022). Diese 

Interaktion wurde bisher nur für eine kleine Zahl von mRNA-Molekülen beschrieben (Zhou 

et al, 1997). 

Neben der Makroautophagie werden Nukleinsäuren auch in einem CMA-verwandten Me-

chanismus direkt ins Lysosom transferiert (Fujiwara et al., 2013). SIDT2 transportiert abhän-

gig von ATP (Adenosintriphosphat), aber unabhängig vom pH, RNA in die Lysosomen und 

hält so eine basale RNA-Degradation unabhängig von der zytosolischen RNA-Verwertung 

aufrecht (Aizawa et al., 2016; Contu et al, 2023). Auch LAMP2C interagiert über ein Arginin-

reiches Aminosäuremotiv mit einer Poly-Guanin Sequenz auf der RNA und DNA, um diese 

ins Lysosom zu transportieren (Fujiwara et al, 2015; Hase et al, 2015). Kommt es zu einer 

viralen Infektion und einem Anstieg an der Verfügbarkeit doppelsträngiger RNA, werden 

sowohl SIDT2 als auch LAMP2C positiv in ihrer Expression reguliert, um die RNaphagie zu 

fördern (Fujiwara et al, 2024). 

1.4 Das Proteasom steht in engem Kontakt zur Autophagie 

Neben der Autophagie ist das UPS mitentscheidend für den effizienten Abbau von Protei-

nen und die Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase. Insgesamt sind über 30 Proteine 

im Proteasom zusammengelagert. Es besteht aus der katalytischen 20S Einheit, die Prote-

ine degradiert, und der regulatorischen 19S Einheit, die wie eine Kappe ober- und unterhalb 

der katalytischen Einheit gebunden ist (Rousseau & Bertolotti, 2018). Das 19S-Proteasom 

erkennt abzubauende Proteine und führt sie unter ATP-Hydrolyse der katalytischen Einheit 

zu. Das 20S-Proteasom spaltet mit unterschiedlichen proteolytischen Zentren Proteine in 

kurze Peptidfragmente. Die Untereinheiten sind in heptameren Heterokomplexen ringförmig 

angeordnet, wobei vier Ringe aufeinander liegen. Dadurch entsteht eine Pore, durch die das 

abzubauende Protein geleitet und dabei hydrolytisch gespalten wird (Thibaudeau & Smith, 

2019). 

Das wichtigste Signal zum proteasomalen Abbau von Proteinen ist die Ubiquitinierung, 

also das Anfügen von einer Markierung aus (Poly-)Ubiquitin. Ubiquitin ist ein kurzes, hoch-

konserviertes Protein und wird über seinen C-Terminus an die Aminogruppen von Lysinen, 

Serinen oder Threoninen innerhalb des abzubauenden Proteins angefügt (Gonzalez-

Santamarta et al, 2022). Unter ATP-Hydrolyse wird Ubiquitin an eine E1-Ligase gebunden 

und wird dann auf einen E2-Komplex übertragen. Der E3-Komplex bindet an Ubiquitin-E2 

und überträgt Ubiquitin auf das Substrat. Diese Reaktionskaskade entspricht funktionell der 

Konjugation von Phospholipiden an ATG8-Proteine (siehe Kapitel 1.2.2.1) (Damgaard, 

2021; Marshall & Vierstra, 2019; Raffeiner et al, 2023). 



Der Einfluss von Sphingomyelin auf die Autophagie in Abhängigkeit von ATG9A und RNA 
als Autophagiesubstrat 

Seite | 21 

Ubiquitin weist insgesamt sieben Lysine auf, die als Reaktionspunkt für die Konjugation 

weiterer Ubiquitine dienen, um so Polyubiquitin zu generieren. Dabei werden entweder ein 

oder mehrere Ubiquitine auf ein bereits vorhandenes Ubiquitin übertragen. Wird lediglich ein 

Ubiquitin auf ein Protein übertragen, wird dies Monoubiquitinierung genannt. Es können 

auch Ubiquitine auf bereits vorhandene Ubiquitine übertragen werden, entweder als Kette 

(homotypisch), als verzweigte Struktur oder auch modifiziert über beispielsweise Phospho-

rylierungen (heterotypische Polyubiquitinierung), wobei jedes Lysin im Ubiquitin als Anker 

genutzt werden kann. Je nach Lysin, das für die Verkettung genutzt wurde, entsteht ein 

Ubiquitin-Signal für verschiedenste Prozesse. Monoubiquitinierte Proteine werden vor allem 

der proteasomalen Degradation zugeführt. Substrate mit einer K-63 Polyubiquitinkette, in 

der die Ubiquitine über Lysin an Stelle 63 vernetzt sind, werden vorwiegend autophagisch 

degradiert. Kinasen können mit verzweigten K-63 Ubiquitinketten markiert werden, um Mo-

difikationen zu initiieren. Schließlich können Deubiquitinasen Ubiquitine abspalten und die 

Signalgebung erneut modifizieren. Der Ubiquitin-Code beschreibt dementsprechend einen 

komplexen Modifikationsvorgang von Substraten in der Zelle, der weit über Degradations-

signale hinausgeht (Damgaard, 2021; Dikic & Schulman, 2023; Heride et al, 2014; Kwon & 

Ciechanover, 2017; Raffeiner et al., 2023; Yau & Rape, 2016). 

Doch nicht nur Ubiquitin als Signalgeber verbindet Autophagie und UPS. Unter Stressbe-

dingungen werden beide Prozesse aktiviert (Zhao et al, 2015). Das UPS reguliert die Auto-

phagie, in dem es nach übermäßiger Aktivität den ULK- und PI3K-Komplex abbaut und so 

langfristig die Initiierung der Autophagie inhibiert (Chen et al, 2019). Ferner kann das Pro-

teasom die Autophagie bis zu einem gewissen Punkt supplementieren, wenn diese phar-

makologisch oder genetisch inhibiert ist (Wang et al, 2013). 

Auf der anderen Seite kann das UPS autophagisch abgebaut werden, wenn es überladen 

ist. Dieser Prozess wird Proteaphagie genannt. Ist das Proteasom nicht funktionsfähig, bei-

spielsweise durch eine Akkumulation von SQSTM1, wird die Autophagie ausgleichend er-

höht (Korolchuk et al, 2009). BAG-Proteine (Bcl-2-associated athanogene) regulieren eben-

falls die Balance zwischen UPS und Autophagie. Unter basalen Bedingungen wird BAG1 

stärker exprimiert und unterstützt die Funktion des UPS. Im Alter oder unter Stressbedin-

gungen wird die Expression von BAG3 gegenüber BAG1 erhöht, wodurch die autophagi-

sche Degradation von ubiquitinierten Substraten gefördert wird (Gamerdinger et al, 2011; 

Gamerdinger et al., 2009). Beide Systeme stehen also in ständigem Austausch miteinander 

(Li et al, 2022). 

1.5 Vorrangegangene Studien und Zielsetzung der Arbeit 

In früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe Behl wurden während eines RNAi-Screens (RNA 

interference) im Modellorganismus C. elegans neue Modulatoren der Proteinhomöostase 
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identifiziert (Spang et al, 2014). Unter anderem wurde RAB18 als positiver Effektor der Au-

tophagie identifiziert (Feldmann et al., 2017). 

Interessanterweise zeigte der stabile Verlust von RAB18 durch einen CRISPR/Cas9-ver-

mittelten KO (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR associ-

ated protein 9) des Gens unter basalen Bedingungen keinen veränderten autophagischen 

Flux, obwohl die Lipidhomöostase der Zelle gestört war. Allerdings war die Induktion der 

Autophagie gestört. Diese Aufrechterhaltung der basalen Autophagieaktivität wurde durch 

Adaptionen des autophagischen Netzwerkes ermöglicht. Zum einen wurden erhöhte 

ATG2B-Proteinlevel in den RAB18 KO Zellen nachgewiesen, zum anderen konnte eine er-

höhte Aktivität von ATG9A durch die Phosphorylierung an Y8 und S14 gezeigt werden. Zu-

sammengenommen deutet dies auf einen gesteigerten, alternativen Lipidversorgungsweg 

hin, der durch den Verlust von RAB18 etabliert wird (Bekbulat et al., 2020). 

Eine gestörte Lipidhomöostase durch eine stark verringerte Verfügbarkeit von Fettsäuren 

modulierte also die Autophagie negativ und provozierte Adaptionen zu alternativen Lipid-

quellen. Offen blieb die Frage, ob bei einer vermehrten Lipidzufuhr aus anderen Quellen das 

Lipidprofil der Autophagosomen erhalten blieb. Daher liegt der Fokus dieser Arbeit auf den 

Autophagosomen selbst. Es wurde ein Protokoll etabliert, mit dessen Hilfe autophagische 

Vesikel angereichert werden können. Das Phospholipidom der isolierten autophagischen 

Vesikel wurde in einem targeted approach bestimmt – es wurde also nach spezifischen 

Phospholipiden gesucht. Außerdem wurde das Cargoprofil der autophagischen Vesikel be-

stimmt (Schmitt et al, 2022). 
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2 Material und Methoden 

2.1 Methoden 

Alle Arbeiten wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe 1 durchgeführt. Sofern nicht an-

ders hervorgehoben, wurden alle Arbeiten bei Raumtemperatur (RT) durchgeführt. Die im 

Folgenden beschriebenen Methoden umfassen alle Arbeitsschritte sowie die Zusammen-

setzung sämtlicher Medien und Lösungen oder die Bezeichnung kommerziell erworbener 

Reagenzien inklusive Distributor bzw. Hersteller. Wenn nicht anders beschrieben, handelt 

es sich bei der Erwähnung von H2O um vollentsalztes Wasser. 

Die ausgeführten Versuche wurden mehrmals wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse zu gewährleisten. Die Anzahl der Wiederholungen wurde entsprechend gekenn-

zeichnet. Bei Messungen im Multi-Well-Format wurden mindestens zwei technische Repli-

kate pro Ansatz gemessen. 

Alle genetisch veränderten Organismen (GVOs) wurden nach Gentechnik-Sicherheitsver-

ordnung (GenTSV) ordnungsgemäß dokumentiert. GVOs wurden nach Verwendung sach-

gemäß vernichtet oder für eine Langzeitlagerung vorbereitet. Wenn möglich, wurden stabil 

genetisch veränderte Organismen in zwei Klonen charakterisiert, um etwaige klonale Effekte 

erkennen zu können. 

2.1.1 Mikrobiologische Arbeiten 

Es wurde mit ultrakompetenten E. coli vom Stamm DH5α (New England BioLabs) gearbei-

tet. Die Kultivierung und Transformation wurde den Herstellerangaben folgend vorgenom-

men. Die mikrobiologischen Arbeiten wurden von technischen Assistierenden durchgeführt. 

2.1.2 Zellbiologische Arbeiten 

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden steril mit HeLa-Zellen durchgeführt, die im Vorfeld 

auf ihre Authentizität geprüft und wie bereits beschrieben kultiviert wurden (Bekbulat et al., 

2020). 

Zur Inkulturnahme wurden die Zellen durch Schwenken im 37 °C warmen Wasserbad auf-

getaut und in warmes Kulturmedium (siehe Tabelle 2) überführt. Die Zellen wurden bei 306 g 

für 4 min zentrifugiert und der DMSO-haltige (Dimethylsulfoxid, Carl Roth) Überstand abge-

nommen. Das Zellpellet wurde in warmem Kulturmedium resuspendiert und auf eine 60 cm2 

Petrischale mit insgesamt 10 ml Kulturmedium ausplattiert. 

Zur Kultivierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von etwa 70 bis 90 % passagiert. 

Hierfür wurden die Zellen mit PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich) gewaschen 

und mit 1x Trypsin (Invitrogen) verdünnt in PBS für maximal 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach-

dem sich die Zellen gelöst hatten, wurden sie in Kulturmedium resuspendiert, um die 
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Trypsinreaktion abzustoppen, und bei 306 g für 4 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Je nach Wachstum wur-

den die Zellen zwischen 1:10 und 1:40 auf neue 60 cm2 Petrischalen mit 10 ml frischem 

Medium ausgesät. 

Zur Kryokonservierung wurden Zellen bei einer Konfluenz von 80 bis 90 % trypsiniert. Die 

Zellen wurden bei 306 g für 4 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend 

wurde das Zellpellet in Kulturmedium mit 10 % DMSO resuspendiert und in ein Kryokonser-

vierungsröhrchen überführt. Dieses wurde langsam in einer mit Isopropanol (Carl Roth) ver-

sehenen Einfrierbox bei -80 °C eingefroren, wobei das DMSO die Bildung von Eiskristallen 

und somit die Zerstörung der Zellen verhindern soll. Nach mind. 24 h wurden die Zellen in 

eine Kryokonservierungsbox zur langfristigen Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 

Um eine definierte Zellzahl auf entsprechende Kultivierungsgefäße auszusäen, wurde die 

Zellzahl pro ml bestimmt. Hierfür wurden die Zellen wie beschrieben trypsiniert und ein Teil 

der Zellen wurde mit Trypanblau im Verhältnis 1:1 (Sigma-Aldrich) vermengt. Der Farbstoff 

ist nicht membrangängig und kann nur Zellen färben, deren Zellmembran nicht intakt ist. In 

einer Neubauer-Zählkammer wurden alle ungefärbten, lebenden Zellen in den vier Groß-

quadraten gezählt und die Zellzahl wie folgt bestimmt: 

Lebendzellzahl pro ml =  
gezählte Zellzahl × Verdünnungsfaktor × Kammerfaktor 104

Anzahl der ausgezählten Quadrate
  

Das der gewünschten Zellzahl entsprechende Volumen wurde aus der Zellsuspension ent-

nommen und die Zellen wurden wie bereits beschrieben zentrifugiert. Die Zellen wurden im 

benötigten Volumen in Kulturmedium resuspendiert und ausgebracht. 

Tabelle 2 Kulturmedium 

Komponente Konzentration/Anteil 

Phenolrothaltiges Dulbecco`s Modified Eagle Me-
dium (DMEM)  

Aktives fötales Kälberserum (FCS) 10 % [V/V] 

Antibiotika/Antimykotika (100 x) 1 % [V/V] 

Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM 

2.1.2.1 Transfektionen von Zellen 

Die Einbringung genetischen Materials erfolgte wie bereits beschrieben über Elektropora-

tion (Spang et al., 2014). Eine definierte Zellzahl wurde in 400 µl Elektroporationspuffer 

(siehe Tabelle 3) pro Transfektionsansatz resuspendiert. Es wurden je nach Konstrukt zwi-

schen 5 und 15 µg Plasmid (für die Liste der verwendeten Plasmide siehe Tabelle 43) ein-

gesetzt. Für HeLa-Zellen wurde das Programm U24 des NucleofactorTM 2b (Lonza) genutzt. 

Nach der Elektroporation erholten sich die Zellen für 5 bis 10 min bei 37 °C im Inkubator, 

damit sich die Zellmembran nach dem elektrischen Impuls wieder reorganisieren und die 
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Zellen nach dem akuten Stress akklimatisieren konnten. Anschließend wurde die Zellsus-

pension in die benötigte Menge Kulturmedium überführt und dieses auf die Kulturgefäße 

nach Versuchsansatz verteilt. Nach 24 h wurde das Medium erneuert, um Reste des Elekt-

roporationspuffer sowie abgestorbene Zellen zu entfernen. Nach weiteren 24 h wurden die 

Zellen entsprechend des Versuchsansatzes weiterverarbeitet. 

Tabelle 3 Elektroporationspuffer in PBS 

Komponente Konzentration/Anteil pH 7,8 

KCl 135 mM  

CaCl2 200 µM  

MgCl2 2 mM  

EGTA 2 mM  

HEPES 10 mM  

FCS 25 % [V/V]  

2.1.2.2 Generierung von stabilen Knockout Zellen 

Die verwendeten CRISPR/Cas9-Konstrukte wurden von                 (Institut 

für Biochemie II, Universitätsklinikum der Goethe-Universität Frankfurt a.M.) zur Verfügung 

gestellt. HeLa WT-Zellen (Wildtyp) wurden per Elektroporation transfiziert und in Kulturme-

dium mit Selektionsmarker kultiviert. Die überlebenden Zellen wurden in einer 96-Napf-

schale vereinzelt und weiterkultiviert. Die Gendeletion in potenziellen Klonen wurde protein-

biochemisch und molekularbiologisch verifiziert. Die Generierung der KO-Linien erfolgte in-

stitutsintern im Vorfeld dieser Arbeit. 

2.1.2.3 Behandlung von Zellen 

Für Behandlungen wurden HeLa Zellen in einer Durchschnittsdichte von 7000 Zellen/cm2 

ausgebracht. Hierfür wurde die definierte Zellmenge in einem dem Versuch entsprechenden 

Volumen resuspendiert und ausplattiert. 

2.1.2.3.1 Bafilomycin A1-Behandlung für die Bestimmung des autophagischen Fluxes 

Für die Untersuchung des autophagischen Fluxes wurden die Zellen 2 h mit 2 µM Bafilo-

mycin A1 (Toronto Research Chemicals) oder DMSO kultiviert. Bafilomycin A1 ist ein Antibi-

otikum, dass die Funktion der V-ATPase der Lysosomen blockiert und so den Abbau von 

Proteinen in Autolysosomen inhibiert. So akkumulieren Autophagosomen mit ihrem Cargo 

in den Zellen (Yuan et al, 2015). Der autophagische Flux wurde zum einen unter basalen 

Bedingungen in Kulturmedium, zum anderen in EBSS (Earle’s Balanced Salts, Sigma-Ald-

rich) untersucht. EBSS ist eine salzhaltige Pufferlösung, die keine Nähstoffe enthält und 

somit die Zellen in einen Hungerzustand versetzt. Das Hungern ist eine etablierte Methode, 
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die Autophagie zu initiieren (Klionsky et al, 2021). Störungen der autophagischen Maschi-

nerie zeigen sich unter Umständen erst unter Hungerbedingungen (Bekbulat et al., 2020). 

2.1.2.3.2 Behandlung mit Phospholipiden 

Um den Einfluss von Sphingomyelin auf den autophagischen Flux zu untersuchen, wurden 

die Zellen mit BODIPY™ FL C5-Sphingomyelin (BP-SM, Invitrogen) in Kulturmedium mit 

delipidisiertem Serum (Bio&Sell) oder EBSS inkubiert. Hierfür wurden die Zellen mit 250 nM 

Sphingomyelin oder einem äquivalenten Volumen an DMSO für 2 h und anschließend mit 

2 µM Bafilomycin A1 für weitere 2 h inkubiert. 

Um den Einfluss von Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin auf den autophagi-

schen Flux zu untersuchen, wurden die Zellen mit je 500 nM 18:1-12:0 NBD-Phos-

phatidylethanolamin (NBD-PE, Avanti Polar Lipids) oder 16:0-18:1 PC (Avanti Polar Lipids) 

bzw. einem entsprechenden Volumen an Chloroform (Carl Roth) und Methanol (VWR Inter-

national) im Verhältnis 1:1 für 2 h inkubiert. Hierfür wurde sowohl der Einfluss unter EBSS 

als auch in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum betrachtet. Anschließend wurden die 

Zellen für weitere 2 h mit 2 µM Bafilomycin A1 inkubiert. 

2.1.2.3.3 Inhibierung der Phosphorylierung von ATG9A 

PP2 (Calbiochem) ist eine SRC-Kinase-Inhibitor und verhindert die Phosphorylierung von 

ATG9A an der Stelle Y8. Die Phosphorylierung ist wichtig für die Aktivierung von ATG9A 

und die Bildung ATG9A-positiver Vesikel (Webber & Tooze, 2010; Zhou et al., 2017). Die 

Zellen wurden insgesamt 12 h mit 5 µM PP2 behandelt. Nach 8 h wurde zusätzlich mit 

250 nM BP-SM in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum für 2 h, darauffolgend noch wei-

tere 2 h mit 2 µM Bafilomycin A1 behandelt. 

2.1.2.3.4 Zelllyse 

Um die Zelllysate für Proteinanalysen vorzubereiten, wurden die Zellen auf Eis mit kaltem 

PBS gewaschen und anschließend in 50 bis 100 µl 1x Lysispuffer mit 1x Proteaseinhibitor 

(siehe Tabelle 4) abgeschabt. Proteaseinhibitor verhindert den Abbau von Proteinen im Ge-

samtzelllysat während der Prozessierung der Proben (Klionsky et al., 2021).Hierfür wurden 

die Zellen mit einem Zellschaber von den Petrischalen abgelöst und in ein 1,5 ml Eppen-

dorfgefäß überführt. Die Lysate wurden bei einer Amplitude von 80 % für dreimal 3 sec so-

nifiziert und die Proteine bei 60 °C für 5 min oder 95 °C für 10 min denaturiert. Die Lysate 

wurden bei -80 °C gelagert. 
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Tabelle 4 3x SDS-Lysispuffer in MilliQ-Wasser 

Komponente Konzentration/Anteil pH 6,8 

Tris-HCl 187,5 mM  

EDTA 3 mM  

SDS 6 % [m/V]  

Saccharose 30 % [m/V]  

2.1.2.3.5 Färbung von Zellen 

Für die Färbung der Zellen mit Sphingomyelin, 18:1-12:0 NBD-PE oder 18:1-06:0 NBD-

Phosphatidylcholin (NBD-PC, Avanti Polar Lipids), wurden diese mit 250 nM bis 2 µM des 

gefärbten Lipids in EBSS für 30 min bis 2 h kultiviert. Für Kolokalisationsstudien mit Auto-

phagosomenmarkern wurden die Zellen 2 h mit 500 nM des jeweiligen Lipids behandelt, 

gefolgt von 2 h Inkubation mit 2 µM Bafilomycin A1. 

Um die Zellen für Färbungen vorzubereiten, wurden sie mit PBS gewaschen und anschlie-

ßend mit 4 °C kaltem 4 %-igem PFA (Paraformaldehyd, Carl Roth) für 20 min inkubiert. Da-

nach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und ggf. in PBS bei 4 °C gelagert. 

2.1.2.3.6 Vorbereitung der Isolation autophagischer Vesikel 

Zur Isolation von autophagischen Vesikeln wurden Zellen mit einer Konfluenz von ca. 80 % 

für 2 h mit 1 µM Bafilomycin A1 behandelt. Anschließend wurden die Zellen wie in Kapi-

tel 2.1.2 beschrieben trypsiniert. Gegebenenfalls wurden geringe Mengen für Protein- oder 

RNA-Isolationen des Gesamtlysates bereits separiert. Die Isolation von lysosomalen Vesi-

keln lehnte sich an die Isolation autophagischer Vesikel an. Bei einer Konfluenz von ca. 

80 % wurden Zellen ohne etwaige Behandlung trypsiniert. Für beide Isolationen wurden die 

Zellen nach Zentrifugation in PBS gewaschen und dabei in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß über-

führt. Die Zellen wurden bei 306 g und 4 °C für 6 min pelletiert und der Überstand verworfen. 

Das Zellpellet wurde trocken bei -80 °C gelagert. 

2.1.3 Biochemische Arbeiten 

2.1.3.1 Immunoblotting 

2.1.3.1.1 BCA-Assay 

Per Biuret-Bicinchoninsäure-Reaktion (BCA, Thermo Fisher Scientific) wurde der Protein-

gehalt der Zelllysate bestimmt. Hierfür wurde eine BSA-Konzentrationsreihe von 0 bis 

20 µg/ml angesetzt und die Zelllysate wurden 1:200 in der BCA-Lösung verdünnt. Die Pro-

ben wurden bei 60 °C für 15 min (bei Proben mit hoher Proteinkonzentration) oder bei 37 °C 

für 30 min (bei Proben mit niedriger Proteinkonzentration) inkubiert. Biuret reagiert mit den 

Peptidbindungen der Proteine und dabei werden zweiwertige zu einwertigen Kupferionen 
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reduziert. Diese wiederum bilden einen Chelatkomplex mit Bicinchoninsäure, der einen Far-

bumschlag der Lösung von blau zu violett bewirkt (Olson & Markwell, 2007). Die Absorption 

der Proben wurde bei 562 nm photometrisch am Varioskan Lux mit dem Programm SkanIt 

RE 6.0.2 (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Mithilfe des Programms wurde der Blan-

kowert ermittelt und von den Probenabsorptionen abgezogen. Es wurde eine lineare Re-

gression durchgeführt, wobei der R-Wert nicht niedriger als 0,95 sein sollte und es wurden 

anhand der Mittelwerte mithilfe der BSA-Standardreihe die Proteinkonzentrationen in den 

Proben kalkuliert. 

2.1.3.1.2 SDS-PAGE 

Für biochemische Analysen wurden gleiche Mengen Proteine ihrer Größe nach über eine 

SDS-PAGE (Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, englisch sodiumdode-

cylsulfat polyacrylamide gel electrophoresis) aufgetrennt. Hierfür wurden Proteine mit 4x 

Ladepuffer vermengt und bei 95 °C für 2 min bzw. bei 60 °C für 10 min denaturiert, so dass 

SDS an die Proteine binden und diese mit einer negativen Ladung umgeben kann. 

Tabelle 5 4x Ladepuffer in MilliQ-H2O 

Komponente Konzentration/Anteil pH 7,3 

Tris 100 mM  

SDS 4 % [m/V]  

Glycerol 24 % [V/V]  

Bromphenolblau   

β-Mercaptoethanol 4 % [V/V]  

Die Proteine wurden auf BisTris-Gelen in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Je nach 

Versuchsansatz wurden 4-12 % NuPAGE BisTris-Gele (Invitrogen) oder selbst gegossene 

Gele mit einer Sammel- und einer Trenngelphase (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7) verwen-

det. Als Größenstandard wurden 2 bis 5 µl entweder PageRulerTM Prestained Protein Lad-

der oder PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) mitaufge-

tragen. Die Proben wurden zur Synchronisation in der Sammelgelphase bei 70 V und später 

in der Trenngelphase zur Separation bei 120 bis 140 V in 1x MES- bzw. 1x MOPS-Puffer 

(Invitrogen) aufgetrennt. Den Herstellerangaben folgend war MES-Puffer geeigneter für die 

Auftrennung niedrig-molekularer, MOPS-Puffer für die Auftrennung hoch-molekularer Pro-

teine. 

Tabelle 6 BisTris-Puffer für Gelelektrophorese 

Komponente Konzentration/Anteil pH 6,6 

BisTris 1,25 M  
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Tabelle 7 Zusammensetzung der BisTris-Gele 

 H2O [ml] 
BisTris 
1,25 M [ml] 

10 % Acrylamid/Bisac-
rylamid (40 %) [ml] APS (10 %) [µl] TEMED [µl] 

4 % 3,2 1,5 0,55 42 21 

8 % 5,4 3 2 74 20 

10 % 4,9 3 2,6 74 20 

12 % 4,4 3 3,1 74 20 

2.1.3.1.3 Semi-dry Western Blot 

Für den semi dry-Blot wurden zwei Filterstapel und eine Nitrozellulosemembran in 1x Trans-

Turbo-Blotpuffer (BioRad) geschwenkt und ein Filterstapel mit der Membran oben auf in die 

Blotkammer überführt. Das Polyacrylamidgel wurde Luftblasen-frei auf der Membran plat-

ziert und der zweite Filterstapel aufgelegt. Die Kammer wurde verschlossen und in den 

TransTurbo (BioRad) eingelegt. Unter dem Reiter „List“ wurde das Programm „1,5 mm Gel“ 

ausgewählt und die Proteine wurden auf die Membran bei 12 V und innerhalb von 15 min 

übertragen. 

Die Membran wurde für etwa 60 min in 5 % Magermilch in TBS/T (1x TBS mit 0,05 % 

Tween® 20 (Carl Roth), siehe Tabelle 8) inkubiert. Die Magermilch blockierte freie Binde-

stellen auf der Membran. Die Membran wurde mehrmals gewaschen und über Nacht mit 

einem primären Antikörper bei 4 °C unter Schwenken inkubiert. Primäre Antikörper für den 

Western Blot wurden standardmäßig 1:500 bis 1:1000 in 1x TBS/T mit 100 µl Natriumazit 

angesetzt zur mehrmaligen Nutzung (siehe Tabelle 36). Am Folgetag wurde der primäre 

Antikörper abgenommen und die Membran erneut mehrmals gewaschen. Anschließend 

wurde sie mit 1:10000 in 1x TBS/T verdünntem sekundärem Antikörper (siehe Tabelle 37), 

gekoppelt an Radieschen-Peroxidase (HRP), für 1 bis 2 h unter Schwenken inkubiert. Die 

Membran wurde mehrmals gewaschen und mit Entwicklerlösung konnten Proteine am A-

mersham Imager 600 (GE Healthcare Life Science) detektiert werden. Für Membranen mit 

Proteinmengen von 10 µg und mehr wurde eine selbstangesetzte Entwicklerlösung im Ver-

hältnis 1:100:1000 angesetzt (siehe Tabelle 9 bis Tabelle 11). Für Proteinmengen unter 5 µg 

wurde Immobilon Western chemilumineszierendes HRP-Substrat (Sigma-Aldrich) verwen-

det. Nach der Entwicklung wurden die Membranen erneut gewaschen, ehe ggf. ein weiterer 

primärer Antikörper für eine Inkubation über Nacht auf die Membranen gegeben wurde. 
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Tabelle 8 10x TBS 

Komponente Konzentration 

NaCl 1,37 M 

KCl 27 mM 

Tris 28 mM 

Tris-HCl 220 mM 

Tabelle 9 Entwicklerlösung A 

Komponente Konzentration pH 8,6 

Tris-HCl 0,1 M  

Luminol 0,025 % [m/V]  

Tabelle 10 Entwicklerlösung B 

Komponente Anteil  

ρ-Kumarinsäure 0,11 % [m/V] 
in 
DMSO 

Tabelle 11 Entwicklerlösung C 

Komponente Anteil 

Wasserstoffperoxid 30 % [V/V] 

2.1.3.2 Isolation von Vesikeln 

2.1.3.2.1 Färbung autophagischer Vesikel 

Das Isolationsprotokoll wurde durchgeführt und adaptiert nach früheren Publikationen 

(Korschgen et al, 2023; Schmitt et al., 2022).Um autophagische Vesikel zu isolieren, wurde 

das vorbereitete Zellpellet in 1000 µl PBS mit 1x Proteaseinhibitor (cOmplete, EDTA-free 

protease inhibitor cocktail, Sigma-Aldrich) resuspendiert und mild bei einer Amplitude von 

60 % für dreimal 2 sec sonifiziert. Die Zellsuspension wurde bei 3000 g und 4 °C für 10 min 

zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Suspen-

sion wurde bei 20000 g und 4 °C für 60 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet erst mit 700 µl PBS überspült, welches dann sofort wieder verworfen wurde. 

Anschließend wurde das Pellet in 1 ml frischem PBS vorsichtig resuspendiert. 

Entweder wurde die Suspension mit anti-allGABARAPs Antikörper (Abcam) gekoppelt an 

PE (Phycoerythrin) oder APC (Allophycocyanin) für 45 min unter Rotation bei 4 °C inkubiert. 

Oder die Zellsuspension wurde für 30 min mit anti-LC3B Antikörper (Nanotools) für 30 min 

bei 4 °C unter Rotation und anschließend direkt mit der doppelten Menge anti-Maus Cy5 

gekoppeltem Antikörper (Jackson Immuno Research) für 60 min bei 4 °C unter Rotation in-

kubiert. Die Suspension wurde erneut bei 20000 g und 4 °C für 60 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde entfernt, das Pellet mit PBS überspült und anschließend resuspendiert. 
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Nun wurde die Suspension mit anti-allGABARAPs Antikörper gekoppelt an PE für 30 min 

und bei 4 °C unter Rotation inkubiert. 

Nach Antikörperinkubation wurde die Probe erneut bei 20000 g und 4 °C für 60 min zent-

rifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet erst überspült und dann vorsichtig 

in 1 ml PBS resuspendiert. 

2.1.3.2.2 Färbung lysosomaler Vesikel 

Das Isolationsprotokoll für lysosomale Vesikel adaptierte und kombinierte Aufreinigungen 

aus vorangegangen Publikationen (Sanchez-Martin et al, 2023; Schmitt et al., 2022). Die 

Zellen wurden in 1 ml PBS resuspendiert und bei 60 % Amplitude dreimal 2 sec sonifiziert. 

Es wurden 25 µl Gesamtlysat entnommen und in einem neuen 1,5 ml Eppendorfgefäß mit 

50 µl 3x Lysispuffer vermengt. Die Zellsuspension wurde bei 2000 g und 4 °C für 10 min 

zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Das Pellet 

wurde verworfen. Der Überstand wurde bei 20000 g und 4 °C für 30 min zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet in 1000 µl PBS resuspendiert. Die Suspension wurde 

entweder mit 3 µg anti-Lamp1/CD107a (cluster of differentiation) [Alexa Fluor®647] Antikör-

per (Abcam) oder mit 3 µg anti-Lamp2/CD107b [Alexa Fluor®488] Antikörper (Abcam) für 

45 min unter Schwenken bei 4 °C inkubiert. In den letzten 10 bis 15 min wurde LysoTracker 

RedDND-99 in einer finalen Konzentration von 1 µM hinzugegeben. Die Suspension wurde 

bei 20000 g und 4 °C für 30 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 

in 1 ml PBS resuspendiert. 

2.1.3.2.3 Durchflusszytometrie 

Alle durchflusszytometrischen Arbeiten wurden am Institut für Molekulare Biologie Mainz 

durchgeführt. Die Sortierung von Vesikeln wurde in der Flow Cytometry Core Facility von 

                         durchgeführt. Die Sortierungen wurden mit einem 

BD FACSAria III SORP ausgestattet mit einem 1.0 FCS Neutraldichtefilter mit dem Pro-

gramm BD FACSDiva v9.0.1 (Becton Dickinson GmbH) oder mit einem BigfootTM Spectral 

Cell Sorter mit dem Programm Sasquatch Software SQS 1.19.4 (Invitrogen) sortiert und in 

15 ml Röhrchen aufgefangen. Es wurden 70 µm Düsen verwendet bei einem Druck von 60 

bis 70 psi. Für die Analyse wurden sowohl der Novocyte Quanteon mit dem Programm      

NovoExpress v.1.6.2 (Agilent) sowie der BD LSRFortessa SORP mit dem Programm BD 

FACSDiva v9.7 (Becton Dickinson GmbH) genutzt. 

Die Nutzung des Bigfoots, des ARIA und des Fortessa sind dank DFG-Förderung 

(210144599, 210253511 und 511658729) möglich. 
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Abbildung 5 Gating-Strategie zur Isolation von autophagischen Vesikeln Zuerst wurde per Sideward 

Scatter (SSC) und Foreward Scatter (FSC) die Population of Interest (POI) festgelegt und über ein weiteres Gate 

wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde anhand der Kontrollen ein Fenster mithilfe des Fluores-

zenzintensität für die Population autophagischer Vesikel festgelegt. 

Zur Bestimmung der Population of Interest (POI) wurden Forward Scatter (FSC) für die 

Größe und Sideward Scatter (SSC) für die Granularität verwendet. Aus dieser Population 

wurden Dubletten und Konglomerate mithilfe zweier SSC (Area/Width) diskriminiert 

(Cossarizza et al, 2019). Mithilfe der Kontrollen wurden schließlich anhand der Fluores-

zenzintensitäten die Gates für die gefärbten Vesikel gelegt. 

Für jede Färbung wurde die in Abbildung 5 dargestellte Gating-Vorlage individuell ange-

passt. Diese wurde initial für eine Färbung mit direkt-gekoppeltem primären Antikörpern er-

stellt und enthält Kontrollen für Autofluoreszenzen über eine ungefärbte Kontrolle. Bei Mehr-

fachfärbungen wurden Einzelfärbungen und eventuell Proben nur mit sekundärem Antikör-

per inkubiert als Kontrollen inkludiert (Abbildung 6 und Abbildung 7). Für Färbungen mit 

Farbstoffen (Abbildung 8) diente ebenfalls eine ungefärbte Probe als Kontrolle. Alle verwen-

deten Antikörper sind in Tabelle 34 und Tabelle 35 gelistet. Für die Fluorophore NBD und 

AF488 wurde der Laser 488 nm (BP 530/30) verwendet, für die Fluorophore Cy3, LysoTra-

cker RedDND99 und PE der Laser 561 nm (586/15) und für die Fluorophore APC und Cy5 

wurde ein Laser 640 nm (BP 670/30) genutzt. Die Durchflussgeschwindigkeit wurde bei 

etwa 15000 Events/Sekunde gehalten. 
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Abbildung 6 Gating-Strategie zur Isolation von autophagischen Vesikeln nach Markierung mit zwei un-

terschiedlichen Antikörpern Zuerst wurde per SSC und FSC die POI festgelegt und über ein weiteres Gate 

wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde anhand der sekundär Antikörper-Kontrolle ein Fenster mit-

hilfe des Fluoreszenzintensität für die Population MAP1LC3B positiver Vesikel festgelegt. Hieraus ergab sich 

anhand der allGABARAPs-Färbung eine Population aus Autophagosomen. 

Die isolierten Vesikel konnten für maximal 48 h bei 4 °C gelagert werden. Für molekular-

biologische Analysen wurden die autophagischen Vesikel erneut zentrifugiert, in 40 µl PBS 

resuspendiert und die Probe für die RNA-Isolation vorbereitet (siehe Kapitel 2.1.5). Zur pro-

teinbiochemischen Analyse mussten die Proteine aus den Isolaten präzipitiert werden (siehe 

Kapitel 2.1.3.1). Die isolierten Lysosomen wurden für Proteinanalysen erneut bei 20000 g 

und 4 °C für 20 min zentrifugiert und das Pellet direkt in Ladepuffer aufgenommen (siehe 

Kapitel 2.1.3.1.2). 
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Abbildung 7 Gating-Strategie für autophagische Vesikel gefärbt mit fluoreszierendem Lipid Zuerst 

wurde mit SSC und FSC die POI festgelegt und über ein weiteres Gate wurden Dubletten diskriminiert. Anschlie-

ßend wurde anhand der Kontrollen mithilfe der Fluoreszenzintensität ein Fenster für die Population autophagi-

scher Vesikel festgelegt. Die Gates für NBD und PE wurden unabhängig voneinander festgelegt, während die 

Isolation der autophagischen Vesikel über das PE-definierte Gate in Abhängigkeit vom NBD-Gate durchgeführt 

wurde. 

 

Abbildung 8 Gating-Strategie für lysosomale Vesikel Zuerst wurde mit SSC und FSC die POI festgelegt 

und über ein weiteres Gate wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde anhand der Kontrollen ein Fens-

ter für die Population azidifizierter Vesikel anhand der LysoTracker RedDND-99-Färbung festgelegt. Die Popu-

lation lysosomaler Vesikel wurde hiervon abhängig anhand von LAMP2 oder LAMP1 bestimmt. 
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2.1.3.2.4 Lipidom-Analysen 

Die autophagischen Vesikel zur Analyse des Phospholipidoms wurden von           

isoliert und aufbereitet. Alle technischen Analysen zu den Phospholipiden wurden im Labor 

von            am Institut für Physiologische Chemie der Universitätsmedizin Mainz 

durchgeführt. Die Auswertungen wurden von            und            erstellt 

und sind dezidiert publiziert (Schmitt et al., 2022). Für diese Arbeit wurden die publizierten 

Daten erneut aufbereitet und tiefer gehend analysiert. 

2.1.3.2.5 Proteinpräzipitation 

Die Proteine aus isolierten autophagischen Vesikeln wurden präzipitiert, um sie per Wes-

tern Blot (siehe Kapitel 2.1.3.3) zu untersuchen. Hierfür wurden zwei Präzipitationsproto-

kolle verwendet. 

Für die eine Präzipitation (Schmitt et al., 2022) wurde ein Chloroform-Methanol-Gemisch 

genutzt bestehend aus zwei Einheiten Methanol (Carl Roth) und einer Einheit Chloroform. 

Die 3,6x Menge dieses Gemisches wurde mit den Isolaten durch Invertieren vermengt. An-

schließend wurde die 0,5x Menge Wasser gemessen am Volumen des Isolates durch Inver-

tieren hinzugefügt und somit die Phasenbildung initiiert. In der Chloroformphase sammelten 

sich die Lipide, in der Methanolphase die Nukleinsäuren und zwischen den Phasen waren 

gefällte Proteine als weiße Flocken zu sehen. Das Gemisch wurde bei 7000 g und 4 °C für 

45 min zentrifugiert, um eine differenzierte Phasentrennung zu beschleunigen. Die Metha-

nol-Wasser-Phase wurde so weit wie möglich abgenommen, ohne die präzipitierten Prote-

ine aufzunehmen. Die Chloroformphase wurde mit einem äquivalenten Volumen reinem Me-

thanol aufgefüllt und invertiert. Durch die erneute Zentrifugation bei 7000 g und 4 °C für 

45 min wurden die gefällten Proteine pelletiert. Das Methanol-Chloroform-Gemisch wurde 

abgenommen und verworfen, die Proteinflocken in Methanol aufgenommen und in ein 

1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Proteine wurden erneut bei 18000 g für 45 min pelle-

tiert, das Methanol wurde vorsichtig abgenommen und evaporierte aus den Präzipitaten. 

Das zweite Präzipitationsprotokoll basierte ebenfalls auf einer Chloroform-Methanol-Fäl-

lung (Wessel & Flugge, 1984). Die Isolate wurden mit der 4x Menge Methanol durch Inver-

tieren vermengt und bei 7000 g für 1 min zentrifugiert. Anschließend wurde das Gemisch 

mit der 2x Menge Chloroform des ursprünglichen Isolat-Volumens vermengt und erneut bei 

7000 g für 1 min zentrifugiert. Nun wurde Wasser entsprechend der 3x Menge des Isolat-

Volumens hinzugegeben und die Präzipitation durch ausgiebiges Invertieren beschleunigt. 

Die Proben wurden bei 7000 g für 10 min zentrifugiert, die obere wässrige Phase wurde 

weitgehend entfernt, ohne die Interphase zu berühren. Mit der 3x Menge Methanol bezogen 

auf das Isolat-Volumen wurde die Lösung aufgefüllt, gevortext und bei 7000 g für 5 min 
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zentrifugiert. Der komplette Überstand wurde vorsichtig entfernt und das Präzipitat in 1 ml 

Methanol in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Probe wurde bei 10000 g für 5 min 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Methanol evaporierte aus den Proben. 

Die trockenen Proteine konnten bei -80 °C gelagert werden. Zur Aufbereitung der Proben 

für den Western Blot wurden die Präzipitate entweder in Urea-Puffer (siehe Tabelle 12) re-

suspendiert und sonifiziert, oder sie wurden unter einem Abzug erneut bei 60 °C für 10 min 

getrocknet und anschließend in 2x DTT-Ladepuffer (siehe Tabelle 13) resuspendiert. 

Schlussendlich wurden die Präzipitate für 10 min bei 95 % denaturiert. 

Tabelle 12 Urea-Puffer 

Komponenten Konzentration/Anteil pH 8,5 

Tris 30 mM  

Urea 8 M  

CHAPS 4 % [m/V]  

Tabelle 13 2x DTT-Ladepuffer in MilliQ-H2O 

Komponenten Konzentration/Anteil pH 6,8 

Tris-HCl 100 mM  

DTT 200 mM  

SDS 4 % [m/V]  

Glycerol 20 % [V/V]  

Bromphenolblau   

2.1.3.3 Proteom-Analysen 

Die autophagischen Vesikel zur Analyse des Proteoms wurden von              

isoliert und aufbereitet. Alle technischen Analysen zum Proteom wurden im Labor von 

           am Institut für Biochemie II der Universitätsmedizin der Goetheuniversität 

Frankfurt a.M. durchgeführt. Die Auswertungen wurden von           , 

            und            erstellt und sind dezidiert publiziert (Schmitt et al., 

2022). Für diese Arbeit wurden die publizierten Daten erneut aufbereitet und tiefer gehend 

analysiert. 

2.1.3.4 Mikroskopie 

Für die Immunofluoreszenzfärbungen wurden die Zellen zwischen allen Arbeitsschritten 

drei bis viermal mit PBS gewaschen. Alle für die Färbung genutzten Antikörper wurden in 

Tabelle 38 und Tabelle 39 gelistet und 1:200 verdünnt genutzt. Die Färbungen wurden wie 

bereits publiziert durchgeführt (Spang et al., 2014). Kurz, die Zellen wurden mit 90 %, -20 °C 

kaltem Methanol für 8 min oder mit 0,05 % Triton X-100 für 15 min permeabilisiert. Unspe-

zifische Bindestellen in den Zellen wurden anschließend in 3 % BSA für 1 h blockiert. Der 
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primäre Antikörper wurde in 1 % BSA appliziert, der sekundäre Antikörper in PBS. Anschlie-

ßend wurden die Zellkerne mit Dapi (4,6-Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid-hydrat, 

Calbiochem) 1:1000 verdünnt in PBS für 5 min angefärbt. Die Objektträger wurden bei             

-20 °C bzw. 4 °C gelagert. Anschließend wurden die Zellen mit Eindeckmedium auf Objekt-

träger gebracht. Es wurde sowohl selbstangesetztes Eindeckmedium (siehe Tabelle 14) als 

auch Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific) verwendet. 

Wurden Zellen nicht mit Antikörpern gefärbt und eine Permeabilisierung war nicht nötig, 

wurden die Zellen nach Fixierung für 20 bis 30 min mit Dapi 1:1000 verdünnt in PBS inku-

biert, viermal gewaschen und in Eindeckmedium eingebettet. 

Die Färbungen wurden am Laser-Scanning Mikroskop LSM710 und der Software ZEN 

(Zeiss) visualisiert und aufgenommen. Es wurden die 405 nm UV Laser Diode, der 488 nm 

Argon Laser sowie die 543 und 633 nm Helium-Neon Laser genutzt. Die Aufnahmen wurden 

mit einem Objective EC Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil M27 oder einem Objective EC Plan-Ne-

ofluar 100x/1,30 Oil M27 unter Verwendung des Immersionsöl Immersol 518 F (Zeiss) an-

gefertigt. Die aufgenommenen Bilder wurden mit Fiji oder GIMP bearbeitet. 

Tabelle 14 Eindeckmedium in PBS 

Komponente Konzentration/Anteil 

ρ-Phenylendiamin 1 mg/ml 

Glycerol 70 % [V/V] 

2.1.3.5 Aggregationsassay 

Die vorbereiteten Zellpellets wurden in 1x PBS mit 1x Proteaseinhibitor resuspendiert, wo-

bei sich das Volumen an der Größe des Pellets orientierte. Die Suspensionen wurden mit 

einer Amplitude von 60 % viermal für je 10 sec sonifiziert. Von der Suspension wurde ein 

Anteil als Kontrolle für den Immunoblot abgenommen. Die Suspensionen wurden bei 

15500 g und 4 °C für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde als lösliche Fraktion einge-

sammelt und das Pellet wurde in PBS gewaschen und erneut wie vorrangegangen zentrifu-

giert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 4x SDS-Lysispuffer resuspendiert. 

Die Pelletfraktion wurde bei 60 % Amplitude viermal für je 10 sec sonifiziert. Alle Proben 

wurden bei 95 °C für 5 min denaturiert. Der Assay wurde aus früheren Studien adaptiert 

(Witan et al, 2008) und gibt Aufschluss über mögliches Aggregationsverhalten von Protei-

nen. 

2.1.3.6 Nachweis der Cathepsinaktivität 

Die Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut und in PBS und zytosolischem Lysispuffer im Ver-

hältnis 1:3 resuspendiert. Die Suspensionen wurden bei 16000 g und 4 °C für 30 min zent-



Material und Methoden – Methoden 

Seite | 38 

rifugiert. Die Überstände wurden verworfen und die Pellets in PBS gewaschen. Danach wur-

den sie in PBS und lysosomalem Lysispuffer im Verhältnis 1:2 aufgenommen. Die Suspen-

sionen wurden in zwei aufeinanderfolgenden Intervallen für 10 sec bei 60 % Amplitude so-

nifiziert. Die Proben wurden erneut bei 16000 g und 4 °C für 30 min zentrifugiert und es 

wurde mit den Cathepsin-angereicherten Überständen weitergearbeitet. Die Proteinkon-

zentrationen wurden mittels BCA-Assay ermittelt und pro Reaktion wurden 5 µg Protein ein-

gesetzt. Die Proteinmengen wurden in Reaktionspuffer bei 37 °C für 15 min inkubiert. Für 

die Aktivitätsbestimmung von Cathepsin D wurde das Substrat OmniCathepsin (Enzo Life 

Sciences) in einer Konzentration von 40 µM mit dem Inhibitor Leupeptin (Calbiochem) mit 

einer Konzentration von 10 mM als Negativkontrolle verwendet. Die Aktivität der Cathep-

sine D und E wurde mit 20 µM Cathepsin D&E Substrat (Enzo Life Sciences) bestimmt, wo-

bei Pepstatin A (Sigma-Aldrich) mit einer Konzentration von 0,5 M als Negativkontrolle 

diente. Die Substrate wurden den Proben hinzugefügt und die Fluoreszenz der gespaltenen 

Substrate über 180 min alle 30 sec bei 37 °C gemessen. Die Emission des OmniCathepsin-

Substrates lag bei 380 nm und die Extinktion wurde bei 460 nm gemessen. Das Cathep-

sin D&E-Substrat wurde bei 340 nm angeregt und die Extinktion wurde bei 420 nm gemes-

sen. Der Assay wurde aus früheren Studien adaptiert (Chakraborty et al, 2019; Hiebel et al, 

2014). 

Tabelle 15 zytosolischer Lysispuffer 

Komponente Konzentration/Anteil pH 7,8 

TrisHCl 20 mM  

EDTA 1 mM  

EGTA 1 mM  

Glycerol 1 % [V/V]  

DTT 2 mM  

Tabelle 16 lysosomaler Lysispuffer 

Komponente Bestandteil pH 5 

Natriumacetat 200 mM  

NaCl 50 mM  

Triton X-100 0,1 % [V/V]  

Tabelle 17 Reaktionspuffer 

Komponente Bestandteil pH 5,5 

Natriumacetat 100 mM  

NaCl 120 mM  

EDTA 1 mM  
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2.1.3.7 Nachweis der Proteasomaktivität 

Die Pellets wurden auf Eis aufgetaut, in Proteasomlysispuffer resuspendiert und in zwei 

aufeinanderfolgenden Intervallen 10 sec und mit 60 % Amplitude sonifiziert. Die Suspensi-

onen wurden bei 15000 g und 4 °C für 15 min zentrifugiert und es wurde mit den Proteasom-

angereicherten Überständen weitergearbeitet. Die Proteinkonzentrationen wurden kalkuliert 

und pro Messung wurden 60 µg Protein eingesetzt. Die Proben wurden 10 min in Proteaso-

mlysispuffer (siehe Tabelle 18) inkubiert. Als Negativkontrolle wurden Proben zusätzlich mit 

100 µM MG132 (Enzo Life Sciences) inkubiert. Es wurde Assaypuffer (siehe Tabelle 19) zu 

den Proben hinzugegeben, der 100 µM des Substrates Suc-LLVY-AMC (Enzo Life Sci-

ences) enthielt, und die Fluoreszenz des Abbauproduktes wurde 90 min bei 37 °C alle 

60 sec gemessen. Die Emission lag bei 350 nm, die Extinktion wurde bei 440 nm gemessen. 

Der Assay wurde aus vorrangegangenen Studien angepasst (Gamerdinger et al., 2009). 

Tabelle 18 Proteasomlysispuffer 

Komponente Konzentration/Anteil pH 7,2 

TrisHCl 40 mM  

NaCl 50 mM  

DTT 2 mM  

ATP 2 mM  

MgCl2 5 mM  

Glycerin 10 %[V/V]  

Tabelle 19 Assaypuffer 

Komponente Konzentration/Anteil pH 7,5 

TrisHCl 20 mM  

NaCl 50 mM  

DTT 2 mM  

Suc-LLVY-AMC 100 µM  

2.1.4 Molekularbiologische Arbeiten 

2.1.4.1 Plasmidpräparation 

Für die Isolation der verwendeten Plasmide (siehe Tabelle 43) wurden die Bakterienpellets 

aus der Expansionskultur genutzt. Es wurde den Herstellerangaben des NucleoBond® Xtra 

Midi EF Kit (Machery-Nagel) gefolgt. Das Plasmidpellet wurde in DEPC-behandeltem Was-

ser (Invitrogen) resuspendiert und die Konzentration der DNA mithilfe des NanoDrop 1000 

(PeqLab) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt (Gallagher & Desjardins, 2008). Die 

gelösten Plasmide wurden bei -20 °C gelagert. Die Plasmidpräparationen wurden von tech-

nischen Assistierenden durchgeführt. 
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2.1.5 RNA-Isolation aus autophagischen Vesikeln 

Die Vesikel wurden wie in Kapitel 2.1.3.2 beschrieben in Proben mit maximal 5 Millionen 

Vesikel vorbereitetet und erneut bei 20000 g und 4 °C für 1 h pelletiert und mit NEBuffer 3 

(New England BioLabs) versetzt und mit RNase If (New England BioLabs) den Hersteller-

angaben folgend für 30 min bei 37 °C inkubiert (siehe Tabelle 20). Die RNase wurde mit 

RNasin (Promega) inaktiviert. Anschließend wurden sowohl die Suspension der autophagi-

schen Vesikel als auch die Gesamtzellen als Kontrolle mit 400 µl TriReagent/Trizol (Sigma-

Aldrich) zur Extraktion der RNA vermengt (Roth et al, 2018). Zum Aufbrechen der Strukturen 

wurde das 1,5 ml safe lock Eppendorfgefäß 20x schnell über eine Gitterplatte gezogen. Die 

Proben wurden viermal 20 sec gevortext mit einer Zwischeninkubation von 40 sec auf Eis. 

Das Gemisch wurde mit 100 µl Chloroform durch Invertieren vermengt und anschließend 

kurz gevortext. Nach einer Inkubation von 3 min wurden die Proben bei 16000 g und 4 °C 

für 15 min zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde verworfen, die obere wässrige 

Phase wurde in ein frisches Eppendorfgefäß überführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass 

die DNA-reiche Interphase nicht überführt wurde. Die RNA wurde mit 100 µl Isopropanol 

präzipitiert und nach 10 min Inkubation für 10 min bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert. Das 

Isopropanol wurde aspiriert und das RNA-Pellet wurde mit 75 %-igem Ethanol (Carl Roth) 

in DEPC-H2O gewaschen. Das Pellet wurde bei 3500 g und 4 °C für 5 min zentrifugiert, das 

Ethanol verworfen und das Pellet wurde an der Luft getrocknet. 

Die RNA wurde anschließend in 15 µl (RNA der autophagischen Vesikel aus 10 Millionen 

Autophagosomen) bzw. 20 µl (RNA der Zellen) DEPC-H2O resuspendiert und die Konzent-

ration am Spektralphotometer Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. 

Tabelle 20 Reaktionsansatz RNase-Verdau 

Komponente Volumen/Einheit 

Probe 40 µl 

RNase If 1000 U 

10x NEBuffer 3 4,4 µl 

Um eventuelle Kontaminationen mit DNA zu entfernen, wurden 5 µg RNA mit 20 U DNase I 

(Agilent) vermengt und bei 37 °C für 30 min inkubiert. Der DNase-Verdau wurde mit 2 µl 

50 mM EDTA (Agilent) gestoppt und die DNase I bei 65 °C für 15 min hitzeinaktiviert (siehe 

Tabelle 21). Die RNA-Konzentration wurde erneut am NanoDrop bestimmt. 
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Tabelle 21 Reaktionsansatz DNase-Verdau 

Komponente Volumen/Einheit 

RNA 5 µg 

DNase I 20 U 

10x Reaktionspuffer 2 µl 

DEPC-H2O Ad 18 µl 

50 mM EDTA 2 µl 

2.1.5.1 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion 

Primer für die reverse Transkription (RT) sowie für die Polymerasekettenreaktion (PCR) 

wurden mit dem Onlinetool primer3web (Version 4.1.0) generiert (Koressaar et al, 2018; 

Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al, 2012). Für RT-Primer wurden Sequenzen am 

3‘-Ende gesucht mit einer optimalen Schmelztemperatur bei 50 °C. Die Primer für die PCR 

wurden sowohl am 3‘- als auch am 5‘-Ende des Transkriptionsproduktes der RT gesucht mit 

einer optimalen Schmelztemperatur von ca. 60 °C und mit einem optimalen GC-Gehalt von 

ca. 60 %. Die Sequenzen der Transkriptionsprodukte wurden größer als 100 Basenpaare 

(bp) generiert. Die Spezifität der Primer wurde mit dem Onlinetool BLAST (Altschul et al, 

1990) überprüft. Für die Detektion spezieller RNA-Spezies wurde die RNA in der RT nicht 

wie laut Herstellerangabe mit Oligo dT-Primern, sondern mit spezifischen Primern einge-

setzt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 42 und Tabelle 44 gelistet. 

Für die Reverse Transkription wurde das Ominscript® Reverse Transcription Kit (Qiagen) 

nach Herstellerangaben verwendet (siehe Tabelle 22). Pro Ansatz einer RT wurden 250 ng 

bis 1 µg RNA eingesetzt. Die RNA wurde initial bei 70 °C für 5 min denaturiert und sofort auf 

Eis platziert. Der RT-Reaktionsmix wurde hinzugegeben und die Reaktion lief für 60 min bei 

37 °C ab. Pro Reaktionsansatz wurde eine Probe ohne Transkriptase angesetzt, um die 

Proben auf eventuelle DNA-Kontaminationen kontrollieren zu können. 

Pro PCR-Reaktion (siehe Tabelle 23) wurden 2 µl der in der RT generierten komplemen-

tären DNA (cDNA) eingesetzt. Für die PCR wurde die Polymerase Phusion (New England 

Biolabs) benutzt. Die PCR-Reaktion wurde initial bei 98 °C für 2 min gestartet, damit die 

cDNA und Primer denaturiert und linearisiert in der Reaktion vorliegen. Bei 57 °C wurde die 

Anlagerung der Primer an die cDNA in 30 sec katalysiert und bei 72 °C elongierte die Phu-

sion cDNA für 25 sec. Anschließend wurden die cDNA-Primer-Komplexe erneut bei 98 °C 

für 10 sec denaturiert. Dieser Rhythmus wurde für insgesamt 35 Zyklen wiederholt, bis 

schließlich eine finale Elongation für 5 min stattfand (siehe Tabelle 24). 
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Tabelle 22 Reaktionsansatz reverse Transkription 

Komponente Volumen/Einheit 

10x Reaktionspuffer 5 µg 

dNTP Mix (5 mM pro dNTP) 2 µl 

Oligo dT Primer (10 µM) ODER 1:10 spezifische Primer 2 µl 

RNAsin 1 µl 

Omniscript Reverse Transcriptase 1 µl 

RNA-Probe In 12 µl 

Gesamtvolumen 20 µl 

Tabelle 23 Reaktionsansatz Polymerasekettenreaktion 

Komponente Volumen/Einheit 

RT-cDNA 2 µl 

5x HF-Reaktionspuffer 5 µl 

dNTP-Mix (10 µM) 0,5 µl 

1:10 forward Primer 0,5 µl 

1:10 reverse Primer 0,5 µl 

Phusion 0,5 µl 

H2O 16 µl 

Gesamtvolumen 25 µl 

Tabelle 24 PCR-Programm für den Nachweis spezifischer RNAs in autophagischen Vesikeln 

PCR-Zyklen Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 98 °C 35 sec 1 

Denaturierung 98 °C 10 sec 

34 Anlagerung der Primer 57 °C 30 sec 

Elongation 72 °C 25 sec 

Finale Elongation 72 °C 5 min 1 

Kühlung 4 °C ∞  

2.1.5.2 Agarosegellauf 

Um die korrekte Fragmentgröße der PCR-Produkte zu überprüfen, wurden diese mit 6x 

Gel loading Dye (New England Biolabs) vermengt und direkt auf ein 2 % Agarosegel aufge-

tragen. Das Agarosegel wurde in 1x TAE-Puffer (siehe Tabelle 25) angesetzt, wobei der 

Puffer in einer Mikrowelle erhitzt wurde, um die Agarose darin aufzulösen. Nach dem diese 

vollständig aufgelöst war, kühlte die Agarosemischung ab. Es wurden auf 50 ml Agarose-

gelansatz 1 Tropfen Ethidiumbromid (AppliChem) gegeben und die Agarosemischung 

wurde in noch komplett flüssigem Zustand in eine vorbereitete PerfectBlueTM System Mini 

(PeqLab) Gelkammer gegossen und härtete aus. Pro Probenansatz wurden maximal 3 µl 

MassRuler DNA-Leiter (Thermo Fisher Scientific) sowie 15 µl PCR-Produkt mit Ladepuffer 

auf das Agarosegel aufgeladen und die cDNA-Fragmente wurden bei 60 bis 80 mA zwi-

schen 30 und 45 min aufgetrennt. 
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Die PCR-Produkte wurden mithilfe eines Gel iX20 Imager (Intas Science Imaging) unter 

UV-Licht visualisiert und mithilfe der INTAS Capture Software dokumentiert. 

Tabelle 25 50x TAE-Puffer 

Komponente Konzentration 

Tris 2 M 

Natriumacetat 1 M 

EDTA 50 mM 

2.1.6 Auswertung und Statistik 

Die Proteomic-Daten aus der vorangegangenen Publikation „Lipid and protein content pro-

filing of isolated native autophagic vesicles“ (Schmitt et al., 2022) wurden im Zuge dieser 

Arbeit tiefergehend analysiert. Hierfür wurden die online verfügbaren Werkzeuge UniProt 

(UniProt, 2025), RBB2GO (Caudron-Herger et al., 2021) und QuickGO (Thakur et al, 2025) 

genutzt. 

Die auf den Membranen mittels Western Blot detektierten Proteine wurden mit Image Stu-

dio Lite densitometrisch quantifiziert. Die ermittelten Werte wurden auf Tubulin normiert. Die 

Bildung der Autophagosomen und somit die autophagische Aktivität lässt sich im Zellmodell 

messen, wenn die Ansäuerung der Lysosomen verhindert und somit die Fusion von Auto-

phagosomen und Lysosomen verhindert wird – so lässt sich der autophagische Flux, also 

die Menge der neugebildeten Autophagosomen pro Zeiteinheit, messen. Zur Bestimmung 

des autophagischen Fluxes wurden die normierten Werte aller MAP1LC3BII-Proteinspiegel 

kalkuliert. Anschließend wurde die Differenz aus den Werten der zusammengehörigen Pro-

ben mit und ohne Bafilomycin A1-Behandlung gebildet (Klionsky et al., 2021). Die Differen-

zen wurden in Relation zu einer Kontrolle gesetzt und die Veränderungen des Fluxes be-

stimmt. 

Die Kolokalisation von Proteinen und Lipiden wurde in ImageJ/Fiji (Schindelin et al, 2012) 

mittels des Pearson Koeffizienten mit dem Werkzeug Coloc2 bestimmt. Immunofluoreszenz-

färbungen wurden hier vorbearbeitet und mithilfe von GIMP bzw. CorelDraw weiterbearbei-

tet. 

Schematische Darstellungen wurden mit CorelDraw angefertigt. Die in Abbildung 1 bis Ab-

bildung 4, Abbildung 15, sowie Abbildung 36 bis Abbildung 38 dargestellten Schemata wur-

den angefertigt mit Teilen Institutseigener Vorlagen, die von Micheal Plenikowski (Institut für 

Physiologische Chemie, Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz) 

erstellt wurden. 

Durchflusszytometrische Daten wurden mithilfe von FloJow aufbereitet. 

Die enzymatischen Aktivitäten wurden mithilfe von Microsoft Excel und Prism bestimmt. 

Hierfür wurde mithilfe der Funktion „Nonlinear Regression“ das Modell „Michaelis-Menten“ 
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gewählt, um die maximale Umsatzgeschwindigkeit (vmax) der Proben zu bestimmen. Diese 

Werte wurden relativiert und gegeneinander verglichen. 

Statistische Auswertungen wurden mit Microsoft Excel vorbereitet und mit Prism durchge-

führt. Es wurden sowohl one-way ANOVA als auch t-test für je gleiche und ungleiche Ver-

teilungen genutzt. Als Posthoc-Test wurden Tuckey oder Bonferroni gewählt. Für die Ana-

lyse der Lipidomdaten wurde die two-way ANOVA mit dem Sidak’s Posthoc-Test verwendet. 

Die aus allen Posthoc-Tests errechneten P-Werte kleiner 0,1 wurden als signifikant (*), klei-

ner 0,05 als sehr signifikant (**) und kleiner 0,01 als äußerst signifikant (***) definiert. 
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2.2 Materialien 

Verbrauchsmaterialien sowie allgemeine Laborhilfsmittel wie Pipettierhilfen werden nicht 

aufgeführt. 

2.2.1 Geräte 

Tabelle 26 Allgemeine Gerätschaften 

Bezeichnung Hersteller (Sitz) 

Feinwaage Quintix124-1S Sartorius Lab Instruments (Göttingen, DEU) 

FKS 3600 (Kühlschrank 4 °C) Liebherr (Kirchdorf a. d. Iller, DEU) 

FKS5010 (Kühlschrank 4 °C) Liebherr (Kirchdorf a. d. Iller, DEU) 

Hera Freeze HFU B Series Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Leica AF7000 Weitfeldmikroskop Leica Microsystems (Wetzlar, DEU) 

LSM710 laser scanning Mikroskop Carl Zeiss AG (Jena, DEU) 

Micro 200R Hettich (Tuttlingen, DEU) 

Micro Star 17 VWR International (Radnor, USA) 

Mixer Mini Vortex VWR International (Radnor, USA) 

Optima-Max Beckman Coulter (Brea, USA) 

pH-Meter CG 820 Schott AG (Mainz, DEU) 

Thermo-Magnetrührer IKAMAG® 
RCT Janke&Kunkel GmbH (Staufen, DEU) 

Thermomixer compact Eppendorf SE (Hamburg, DEU) 

Ultrasonic processor UP50H Hielscher Ultrasound Technology (Teltow, DEU) 

Universal 32 R Hettich (Tuttlingen, DEU) 

Vakuumpumpe KNF (Schenkon, CHE) 

Waage BL6100 Sartorius Lab Instruments (Göttingen, DEU) 

Premium NoFrost Liebherr (Kirchdorf a.d. Iller, DEU) 

Varioklav® Dampfsterilisator HP Medizintechnik (Oberschleißheim, DEU) 

Tabelle 27 Gerätschaften Molekularbiologie 

Bezeichnung Hersteller (Sitz) 

Agagel-Mini Biometra Biometra (Göttingen, DEU) 

Gel iX20 Imager Intas Science Imaging Instruments (Göttingen, DEU) 

PCR DNA Thermocycler Biometra (Göttingen, DEU) 

PerfectBlueTM Gel system Mini PeqLab Biotechnologie (Erlangen, DEU) 

Spektralphotometer Nanodrop 1000 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 
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Tabelle 28 Gerätschaften Proteinbiochemie 

Bezeichnung Hersteller (Sitz) 

Amersham Imager 600 GE HealthCare (Frankfurt, DEU) 

Mini-PROTEAN® III Western Blotting BioRad (München, DEU) 

PowerPac 300 BioRad (München, DEU) 

PowerPac™ Basic BioRad (München, DEU) 

Power Supply Powerpac 300 BioRad (München, DEU) 

Trans-Blot®Turbo™ Transfer System BioRad (München, DEU) 

Varioskan Lux Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Xcell SureLockTM NuPage Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Tabelle 29 Gerätschaften Zellkultur 

Bezeichnung Hersteller (Sitz) 

HERASAFE 2030i Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Inkubator Binder (Tuttlingen, DEU) 

Integra VACUSAFE 158 3XX INTEGRA Biosciences (Biebertal, DEU) 

Multifuge 3 S-R Heraeus (Hanau, DEU) 

Nukcleofactor™ 2b Lonza (Basel, CHE) 

Stereomikroskop CKX31 Olympus (Tokyo, JPN) 

Wasserbad WBT 22 medingLab (Freital, DEU) 

2.2.2 Chemikalien und Kits 

Tabelle 30 Chemikalien 

Bezeichnung Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

1,4-Dithiotreit (DTT) 10708984001 Roche (Basel, CHE) 

16:0-18:1 PC 850457P Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) 

2'-Desoxyadenosin-5'-triphos-
phat (dATP) 20-1011 VWR International (Radnor, USA) 

2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat 
(dCTP) 20-1021 VWR International (Radnor, USA) 

2'-Desoxyguanosin-5'-triphos-
phat (dGTP) 20-1031 VWR International (Radnor, USA) 

2'-Desoxythymidin-5'-triphos-
phat (dTTP) 20-1041 VWR International (Radnor, USA) 

3-[(3-Cholamidopropyl)-dime-
thylammonio]-1-propansulfonat 
(CHAPS) 1479 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

5x Phusion® HF Reaction 
Buffer B0518S New England BioLabs (Frankfurt a.M., DEU) 

AB/AM A5955 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ammoniumpersulfat (APS) A3678 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

ATP A2383 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Bacto Agar 214030 BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Bacto-Trypton 211705 BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Bafilomycin A1 B110000 
Toronto Reserach Chemicals (North York, 
CAN) 
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Biozym LE Agarose 840004 Biozym Scientific (Hess. Oldendorf, DEU) 

Bis-Tris 9140.3 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Bovines Serum Albumin (BSA) A3311 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Bromphenolblau B6131 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Calciumchlorid C7902 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Cathepsin D & E Substrat (flu-
orogenic) 

BML-P145-
0001 Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA) 

Chloroform 4432.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

cOmplete, EDTA-free Prote-
ase Inhibitor Cocktail 5056489001 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

DEPC-Treated Water AM9916 Invitrogen (Waltham, USA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) A994.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Dulbecco's Modified Eagle Me-
dium 41965-039 Invitrogen (Waltham, USA) 

Earle’s Balanced Salts E28888 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ethanol p.a. 9065.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Ethanol vergällt ≥99.5% 85033360 VWR International (Radnor, USA) 

Ethidiumbromid A2273 AppliChem (Darmstadt, DEU) 

Ethylendiamin-tetraessigsäure 
(EDTA) 8043.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Ethylenglykol-bis-(2-amino-
ethyl)-tetraessigsäure, 1,2-Bis-
(2-aminoethoxyethan)-
N,N,N',N'-tetraessigsäure 
(EGTA) 3054 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

FBS delipidisiert FCS.LFS.0500 Bio&Sell (Feucht, DEU) 

Fetal Calv Serum F7524 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Fluoromount-G 00-4958-02 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Glucose 6780.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Glycerol  G9012-1L Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Hefeextrakt Y1625 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Immersol 518 F fluoreszenzfrei 
444962-0000-
000 Zeiss (Jena, DEU) 

Isopropanol 6752.4 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Kaliumchlorid (KCl) 6781.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Leupeptin 108975 Calbiochem (San Diego, USA) 

Luminol 123072 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Magnesiumchlorid (MgCl2) M8266 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Magnesiumsulfat (MgSO4) 230391 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Methanol ≥98.5%, TECHNI-
CAL 20903368 VWR International (Radnor, USA) 

Methanol ≥99 %, zur Synthese 8388.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

MG132 BML-PL102 Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA) 

N,N,N',N'-Tetramethylethy-
lendiamin (TEMED) 161-0801 BioRad (München, DEU) 

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-
2-ethansulfonsäure (HEPES) 7365-45-9 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 
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Natrium-Acetat x 3 H2O 3856.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Natriumazid (NaN3) K305.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Natriumchlorid (NaCl) 3957.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Natriumlaurylsulfat (SDS) 161-0302 BioRad (München, DEU) 

Natrium-Pyruvat (100x) 1136039 Invitrogen (Waltham, USA) 

NEBuffer 3 B7003S New England BioLabs (Frankfurt a.M., DEU) 

Nonfat dried milk powder A0830,5000 AppliChem (Darmstadt, DEU) 

NuPAGE MES SDS Running 
Buffer 20x NP000202  Invitrogen (Waltham, USA) 

NuPage MOPS SDS running 
buffer (20x) NP0001 Invitrogen (Waltham, USA) 

OmniCathepsinTM Fluorogenic 
Substrate BML-P139 Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA) 

OmniPur®Acrylamide:Bis So-
lution 29:1 40 % Solution 1710-1L Calbiochem (San Diego, USA) 

PBS 1x steril D8537-500 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Pepstatin A P5318 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

PP2 529573 Calbiochem (San Diego, USA) 

RNasin® Plus RNase Inhibitor N2615 Promega (Madison, USA) 

Roti Histofix, 4% P087.3 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Saccharose 4661.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Salzsäure rauchend 37% X942 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Suc-LLVY-AMC BML-P802 Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA) 

TriReagent/Trizol T9424 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Tris 4855.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

TrisHCl 9090.4 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Triton X-100 T8787 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Trypanblau T-8154 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Tween® 20 9127.1 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Urea 3941.2 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

Wasserstoffperoxid (H2O2) H1009 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

β-Mercaptoethanol 4227.3 Carl Roth (Karlsruhe, DEU) 

ρ-Kumarinsäure C9008 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

ρ-Phenylendiamin P6001 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Tabelle 31 Kits und Größenstandards 

Bezeichnung Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

Gel Loading Dye Purple, 6x B7024S 
New England BioLabs (Frankfurt a.M., 
DEU) 

Immobilon Western chemilumines-
zentes HRP-Substrat WBKLS0500 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

MassRuler DNA-Leiter-Gemisch SM0403 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

NucleoBond® Xtra Midi EF 740420 Marcherey-Nagel (Düren, DEU) 

Ominscript® Reverse Transcription 
Kit 205113 Qiagen (Hilden, DEU) 

PageRuler™ Plus Prestained Pro-
tein Ladder 26620 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Pierce™ BCA Protein Assay 23225 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder 26617 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Trans-Blot Turbo RTA Mini Nitrocel-
lulose Transfer Kit 170-4270 BioRad (München, DEU) 

Tabelle 32 Enzyme 

Bezeichnung Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

DNase I 600032 Agilent (Santa Clara, USA) 

Phusion HF DNA Polymerase M0530L 
New England BioLabs (Frankfurt a.M., 
DEU) 

RNase If M0243S 
New England BioLabs (Frankfurt a.M., 
DEU) 

Trypsin 15400-054 Invitrogen (Waltham, USA) 

2.2.3 Antikörper und Farbstoffe 

Tabelle 33 Farbstoffe 

Farbstoff Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

BODIPY™ FL C5-Sphingomyelin (N-(4,4-
Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-
s-Indacen-3-Pentanoyl)Sphingosylphospho-
cholin) 11510306 Invitrogen (Waltham, USA) 

LysoTracker RedDND-99 L-7528 Molecular Probes (Eugene, USA) 

18:1-06:0 NBD PC 810132P Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) 

18:1-12:0 NBD PE 810156C Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) 

4,6-Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid-
hydrat (DAPI) 382061 Calbiochem (San Diego, USA) 
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Tabelle 34 primäre Antikörper für Durchflusszytometrie 

Antikörper Spezies Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

GABARAP+GABARAPl1+GA-
BARAPL2 (APC) Maus ab223949 

Abcam (Cambridge, 
GRB) 

GABARAP+GABARAPl1+GA-
BARAPL2 (PE) Maus ab223948 

Abcam (Cambridge, 
GRB) 

LAMP-2/CD107b [Alexa Fluor® 
488] Kaninchen 

NBP2-
22217AF488 

Novus Biologicals 
(Littleton, USA) 

MAP1LC3B Kaninchen NB100-2220 
Novus Biologicals 
(Littleton, USA) 

MAP1LC3B Maus 0260-100 
Nanotools (Mün-
chen, DEU) 

MAP1LC3B Antibody [Alexa 
Fluor®647] Kaninchen 

NB100-
2220AF647 

Novus Biologicals 
(Littleton, USA) 

Tabelle 35 sekundäre Antikörper für Durchflusszytometrie 

Antikörper Konjugat Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

anti-Hase Cy3 715-165-151 

Jackson ImmunoResearch 
(Cambridge, GRB) 

anti-Hase Cy5 711-175-152 

anti-Maus AF488 711-485-152 

anti-Maus Cy5 711-175-150 

Tabelle 36 primäre Antikörper für Immunoblotting 

Antikörper Spezies Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

ATG2A Kaninchen MBLPD041 Biozol Diagnostica (Eching, DEU) 

ATG2B Kaninchen 25155-1-AP Proteintech (Rosemont, USA) 

ATG9A (C-term) Kaninchen ab108338 Abcam (Cambridge, GRB) 

Cathepsin D Kaninchen ab75852 Abcam (Cambridge, GRB) 

GAPDH Kaninchen MCA P 77 Bio-Rad AbD Serotec (Neuried, DEU) 

LAMP2 Maus 25631 Abcam (Cambridge, GRB) 

M6PR Maus ab8093 Abcam (Cambridge, GRB) 

MAP1LC3B Kaninchen NB100-2220 Novus Biologicals (Littleton, USA) 

MAP1LC3BI+II Kaninchen L7543 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

RAB11 Kaninchen 5589 
Cell Signaling Technologies (Dan-
vers, USA) 

RAB18 Maus 60057-1-lg Proteintech (Rosemont, USA) 

SOD1 Kaninchen ab51254 Abcam (Cambridge, GRB) 

SQSTM1 Meerschweinchen GP62-C Progen Biotechnik (Heidelberg, DEU) 

SRP9 Kaninchen 5174 
Cell Signaling Technologies (Dan-
vers, USA) 

Telomerase Kaninchen ab32020 Abcam (Cambridge, GRB) 

Tubulin Ratte ab131239 Abcam (Cambridge, GRB) 

Ubiquitin Maus 3936 Cell Signaling Technologies (Dan-
vers, USA) 
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Tabelle 37 sekundäre Antikörper für Immunoblotting 

Antikörper Konjugat Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

anti-Hase HRP 711-035-152 

Jackson ImmunoResearch 
(Cambridge, GRB) 

anti-Maus HRP 715-035-151 

anti-Meerschweinchen HRP 706-035-148 

anti-Ratte HRP 112-035-003 

Tabelle 38 primäre Antikörper für Immunofluoreszenzfärbungen 

Antikörper Spezies Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

GM130 Maus 610823 
BD Biosciences (Franklin Lakes, 
USA) 

LAMP2 Maus 25631 Abcam (Cambridge, GRB) 

MAP1LC3B Maus 0260-100 Nanotools (München, DEU) 

MAP1LC3B Kaninchen NB100-2220 Novus Biologicals (Littleton, USA) 

RAB11 Kaninchen 5589 
Cell Signaling Technologies (Dan-
vers, USA) 

SQSTM1 Meerschweinchen GP62-C Progen Biotechnik (Heidelberg, DEU) 

TGN46 Schaf AHP500 BioRad (München, DEU) 

Vimentin Maus sc-5565 
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 
USA) 

Tabelle 39 sekundäre Antikörper für Immunofluoreszenzfärbungen 

Antikörper Konjugat Bestell-Nr. Hersteller (Sitz) 

anti-Hase AF488 711-485-152 

Jackson ImmunoResearch 
(Cambridge, GRB) 

anti-Hase Cy2 711-225-152 

anti-Hase Cy3 715-165-151 

anti-Hase Cy5 711-175-152 

anti-Maus AF488 35502 Invitrogen (Waltham, USA) 

anti-Maus Cy2 715-225-151 

Jackson ImmunoResearch 
(Cambridge, GRB) 

anti-Maus Cy3 715-165-151 

anti-Maus Cy5 711-175-150 

anti-Meerschweinchen AF488 706-486-148 

anti-Meerschweinchen Cy2 706-175-148 

anti-Meerschweinchen Cy3 706-165-148 

anti-Meerschweinchen Cy5 706-175-148 

anti-Schaf Cy3 713-165-147 

2.2.4 Organismen 

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden in HeLa-Zellen durchgeführt. Diese Zellen sind ad-

herente Epithelzellen aus einem Zervixkarzinom, dessen Gewebeprobe 1951 der Patientin 

Henrietta Lacks entnommen wurde (Scherer et al, 1953). Die Zellen wurden von         

      von der MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Molecular Medicine, 

University of Edinburgh zur Verfügung gestellt. 
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Tabelle 40 Bakterienstämme 

Stamm Genotyp Quelle 

Escherichia coli 
DH5α 

fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ 
(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

New England BioLabs 
(Frankfurt a.M., DEU) 

Tabelle 41 humane Zelllinien 

Bezeichnung Genotyp/Stamm Quelle 

HeLa WT WT 
MRC Human Genetics Unit, Institute of Genetics and Mo-
lecular Medicine, University of Edinburgh (GBR) 

HeLa 
ATG2A/B KO 
Klon 1H11 

Deletion von 
ATG2A und ATG2B 

Institut für Pathobiochemie, Universitätsmedizin der JGU 
Mainz (DEU) 

HeLa 
ATG9A KO 
Klon 3E 

Deletion von 
ATG9A 

Institut für Pathobiochemie, Universitätsmedizin der JGU 
Mainz (DEU) 

HeLa 
RAB18 KO 
Klon IV 

Deletion von 
RAB18 

Institut für Pathobiochemie, Universitätsmedizin der JGU 
Mainz (DEU) 

2.2.5 Oligonukleotide 

Alle siRNAs (small interfering RNA) wurden bei Merck (Darmstadt, DEU) erworben. Das 

Plasmid mCherryATG9A wurde von Prof. Ivan Đikić vom Institut für Biochemie II der Goethe 

Universität Frankfurt a.M. zur Verfügung gestellt. Alle Plasmidkarten sind am Institut für Pa-

thobiochemie hinterlegt. Die verwendeten Primer wurden von Eurofins Genomics bezogen 

(Ebersberg, DEU). Die Oligo(dT)15 Primer wurden von Promega (Walldorf, DEU) erworben. 

Tabelle 42 PCR-Primer 

Bezeichnung  Sequence (5'->3') 

18 rRNA for AAGACGGACCAGAGCGAAAG 

 rev TCCACCAACTAAGAACGGCC 

28S rRNA for CAGGTGCAGATCTTGGTGGT 

 rev ATTTTCAAGGGCCAGCGAGA 

7SL for TCGCTTGAGTCCAGGAGTTC 

 rev TTTGACCTGCTCCGTTTCCG 

ATG16L1 for ATGCGCGGATTGTCTCAGG 

 rev GTCCACTCATTACACATTGCTCT 

MAP1LC3B for CTGTTGGTGAACGGACACAG 

 rev CTGGGAGGCATAGACCATGT 

RPL19 for GAAATCGCCAATGCCAACTC 

 rev TTCCTTGGTCTTAGACCTGCG 

SQSTM1 for GTGGTAGGAACCCGCTACAA 

 rev GAGAAGCCCTCAGACAGGTG 

TER for CGCCTTCCACCGTTCATTCT 

 rev GACTCGCTCCGTTCCTCTTC 
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Tabelle 43 Plasmide 

Bezeichnung Quelle 

pCMV-HA-N Clontech (Saint-Germain-en-Laye, FRA) 

mCherry-ATG9A 
Institut für Biochemie II, Goethe Universität FRA 
(DEU) 

Tabelle 44 RT-Primer 

Bezeichnung Sequence (5'->3') 

18S rRNA TTCCTCTAGATAGTCAAGTT 

28S rRNA TCCTCAGCCAAGCACATACA 

7SL ATCCCACTACTGATCAGCA 

TER GAGCCGAGTCCTGGGTGCAC 

Tabelle 45 siRNA-Sequenzen 

siRNA  Sequence (5'->3') 

non sense sense GGGAAAUGCGUUAGCAGUGAU[dT][dT] 

 antisense AUCACUGCUAACGCAUUUCCC[dT][dT] 

ATG9A sense GUACAUGAAUUGCUUCUUG[dT][dT] 

 antisense CAAGAAGCAAUUCAUGUAC[dT][dT] 

2.2.6 EDV-Programmen und Online-Werkzeuge 

Tabelle 46 Elektronische Datenverarbeitungs- (EDV)-Programme 

Bezeichnung Version Herausgeber (Sitz) 

AIDA Image Analyzer 4.26 Raytest Isotopenmeßgeräte (Straubenhardt, DEU) 

CorelDraw Standard 2021 23.0.0.363 Corel Corporation (Ottawa, CAN) 

EndNoteTM 20 20.6.24 ClarivateTM (Philadelphia, USA) 

FlowJoTM 10.8 BD Life Sciences (Franklin Lakes, USA) 

GIMP 2.10.38 GNU General Public License 

GraphPad Prism 8.0.1/10.4.0 Dotmatics (Boston, USA) 

Image Studio Lite 5.2.5 LI-COR Biosciences (Lincoln, USA) 

ImagJ 1.54F National Institutes of Health (Bethesda, USA) 

GelDoc System 0.2.14 Intas Science Imaging Instruments (Göttingen, DEU) 

Microsoft® Excel® für 
Microsoft 365 MSO 

2410 Build 
16.0.18129.20100 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

Microsoft® PowerPoint® 
für Microsoft 365 MSO 

2410 Build 
16.0.18129.20100 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

Microsoft® Word für 
Microsoft 365 MSO 

2410 Build 
16.0.18129.20100 Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

NanoDrop 1000 3.7.1 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

SkanIt RE 6.0.2 Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DEU) 

Zen 2011 SP7 FP3 14.0.24.201 Carl Zeiss AG (Jena, DEU) 
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Tabelle 47 Online-Werkzeuge 

Bezeichnung Herausgeber Html-Adresse 

BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) 

National Library of Medicine 
(Bethesda, USA) blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

primer3web 
Whitehead Institute for Bio-
medical Research (USA) primer3.ut.ee 

QuickGO EMBIL-EBI (GBR) www.ebi.ac.uk/QuickGO 

RBP2GO DKFZ Heidelberg (DEU) rbp2go.dkfz.de 

UniProt The UniProt Consortium www.uniprot.org 

 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://primer3.ut.ee/
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/
https://rbp2go.dkfz.de/
https://www.uniprot.org/
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3 Ergebnisse 

3.1 Sphingomyelin ist Bestandteil der autophagosomalen Membran und beeinflusst die 

Autophagie in HeLa-Zellen 

Die Makroautophagie wird durch die Bildung eines doppelmembranösen Vesikels, des Au-

tophagosoms, charakterisiert, das während seiner Biogenese abzubauende Substrate in 

sich einschließt (Aman et al., 2021). Dabei ist die Bildung des Autophagosoms von einer 

ausreichenden Verfügbarkeit von Lipiden abhängig, die für die Autophagosomenmembran 

benötigt werden, da Autophagosomen de novo gebildet werden. Die Vorläuferstruktur des 

Autophagosoms, die Phagophore, wird von diversen Proteinkomplexen und Zellkomparti-

menten mit Lipiden versorgt. Hauptversorger der Phagophore ist das ER mit dem ERES (ER 

exit site). Auch ERGIC (ER Golgi intermediate compartment), Mitochondrien, das endoso-

male System und sogar die Plasmamembran sind als direkte Lipidquellen der Phagophore 

beschrieben (Gomez-Sanchez et al., 2021). Lipidtröpfchen assoziieren mit dem ER bei der 

Bildung von Phagophoren – entweder für die Bereitstellung von Fettsäuren für die Synthese 

neuer Phospholipide für die Phagophore oder um die Lipidhomöostase des ER aufrecht zu 

erhalten (Bekbulat et al., 2020; Schutter et al., 2020). Störungen der Lipidhomöostase füh-

ren zu Störungen der Phagophorenreifung und beeinflussen die Autophagie nachhaltig. 

Die Lipidkomposition und die assoziierten Proteine einer Membran bestimmen über ihre 

Charakteristika und Funktionalität. Den Großteil der Membran stellen Phospholipide, deren 

assoziierte Fettsäuren maßgeblich die Eigenschaften der Membran bestimmen. Kurzkettige 

Fettsäuren bedingen eine mobilere und dünnere Membran als langkettige. Gesättigte Fett-

säuren bilden eine rigide Membran, während ungesättigte Fettsäuren die Membranen fluide 

halten (Ali & Szabo, 2023). Sphingomyelin (SM) gehört zur Familie der Sphingolipide, die 

am Golgi-Apparat synthetisiert werden, und ist ein wesentlicher Bestandteil von Lipid Rafts, 

die als Reaktionsplattform für Lipide und Proteine in einer Membran dienen, indem es eine 

rigide Membranfläche etabliert und Interaktionen stabilisiert (Wassall & Stillwell, 2009). Das 

Lipidprofil einer Membran ist also maßgebend für die Struktur eines Organells und dessen 

Funktionalität. Das Lipidprofil von Autophagosomen ist daher umso interessanter, als dass 

es von verschiedensten Kompartimenten der Zelle mit distinkten Lipidprofilen in seinem 

Wachstum unterstützt wird. 

Um das Lipidprofil von Autophagosomen genauer untersuchen zu können, müssen diese 

aufgereinigt werden. Verschiedenste Protokolle zur Isolation von Autophagosomen wurden 

bereits etabliert. Voraussetzung für jede dieser Isolationen ist aber eine genetische Manipu-

lation, ein aufwändiges Fraktionierungsverfahren oder die Kombination aus beidem (Dengjel 

et al, 2012; Gomez-Sanchez et al., 2021; Stromhaug et al, 1998). Anhand dieser Methoden 
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konnte bereits ein Substratprofil von Autophagosomen erstellt werden – das Cargo- und 

Lipidprofil naiver, nicht genetisch-manipulierter Autophagosomen bleibt allerdings größten-

teils unbeschrieben. 

Während dieser Doktorarbeit wurde durch die Arbeitsgruppe ein neuartiges Protokoll etab-

liert, mit dem sich genetisch unveränderte autophagische Vesikel mithilfe Antikörper-vermit-

telter Färbungen durchflusszytometrisch anreichern lassen (Schmitt et al., 2022). Diese auf-

gereinigten Vesikel wurden genutzt, um in einem targeted approach Phospholipidomanaly-

sen durchzuführen und das Auftreten bestimmter Lipide in Autophagosomen zu untersu-

chen. 

 

Es wurde im Folgenden Sphingomyelin als Bestandteil von Autophagosomen identifiziert. 

Es wurde untersucht, inwieweit Sphingomyeline selbst die Autophagie spezifisch modulie-

ren. Da SM im Golgi-Apparat gebildet und über diesen intrazellulär verteilt wird, wurde der 

Transportmechanismus über ATG9A-positive Vesikel untersucht, die ebenfalls am Golgi-

Apparat gebildet werden. ATG9A-positive Vesikel werden einerseits als Keim der Phago-

phore und andererseits als wichtige Lipidquelle während der Reifung der Phagophore be-

schrieben (Olivas et al., 2023; Orsi et al., 2012). Daher wurde überprüft, ob ATG9A-positive 

Vesikel mit SM kolokalisierten und ob SM über den Transport von ATG9A-positiven Vesikeln 

die Autophagie beeinflusste. 

3.1.1 Sphingomyelin ist Bestandteil von autophagischen Vesikeln 

Das Lipidprofil von Autophagosomen wurde unter drei verschiedenen Autophagie-Bedin-

gungen untersucht. Zum einen wurde das Lipidprofil von autophagischen Vesikeln unter 

basalen Bedingungen bestimmt, zum anderen nach Induktion der Autophagie durch Nähr-

stoffentzug sowie nach Inhibition des Proteasoms durch den Proteaseinhibitor MG132 

(Schmitt et al., 2022). Proteasom und Autophagie stehen in ständiger Wechselwirkung zu-

einander. Beispielsweise werden Autophagie-regulierende Proteine proteasomal abgebaut. 

Autophagische und proteasomale Degradationsprozesse kompensieren sich außerdem, 

wenn es zu funktionellen Beeinträchtigungen kommt (Li et al., 2022). 

Die autophagischen Vesikel für die Lipidomanalyse wurden von            unter 

den beschriebenen Autophagie-Bedingungen mit der auf Durchflusszytometrie-basierenden 

Methode isoliert. Die Lipide der autophagischen Vesikel und die des Gesamtzelllysats unter 

basalen Bedingungen wurden näher untersucht und das Phospholipidprofil über einen tar-

geted approach von            an der Lipidomics Unit des Instituts für Physiologische 

Chemie der Universitätsmedizin Mainz bestimmt. 
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Abbildung 9 Gezielte Phospholipidomanalyse von Gesamtzelllysat und autophagischen Vesikeln Die 

Phospholipidprofile von Gesamtzelllysat (GL) und von autophagischen Vesikeln (AV) von HeLa WT-Zellen wur-

den unter basalen Autophagiebedingungen sowie nach Nährstoffentzug und Proteasom-Inhibition mittels Lip-

idomanalyse bestimmt. (A) Heatmap der Konzentration aller untersuchten Phospholipide. Dargestellt ist die Ver-

teilung der Phospholipide relativ zur Gesamtmenge aller gemessenen Phospholipide, wobei jede Probe unab-

hängig für sich analysiert wurde. Zugrunde liegen die Mittelwerte der Messungen aus drei unabhängigen Ver-

suchswiederholungen. (B) Relative Darstellung der untersuchten Phospholipide als Anteil innerhalb der entspre-

chenden Phospholipidklasse. Die statistische Auswertung erfolgte über eine two-way ANOVA mit dem Posthoc-

Test nach Sidak. n = 3. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. * P < 0,05, ** P < 0,01, 

*** P < 0,005. Die Proben für die Phospholipidomanalyse wurden von             generiert. Die Phos-

pholipidomanalysen wurden von            am Institut für Physiologische Chemie der Universitätsmedizin 

Mainz durchgeführt. Die Ergebnisse wurden publiziert und die Abbildungen modifiziert (Schmitt et al., 2022). 

AV = autophagische Vesikel, PC = Phosphatidylcholin, PE = Phosphatidylethanolamin, PI = Phosphatidylinosi-

tol, PS = Phosphatidylserin, PG = Phosphatidylglycerol, SM = Sphingomyelin. 

In den Analysen des Phospholipidoms wurden alle untersuchten Phospholipide sowohl im 

Gesamtzelllysat als auch in den autophagischen Vesikeln nachgewiesen (Abbildung 9A). 

Keine der Phospholipidklasse war nur in einer der beiden Proben detektierbar, sowohl im 

Gesamtzelllysat als auch in den autophagische Vesikeln wurde jede der untersuchten Klas-

sen nachgewiesen. Dabei unterschieden sich die Phospholipidprofile von Gesamtzelllysat 

und autophagischen Vesikeln unter basalen Bedingungen signifikant voneinander. Während 

der Großteil der gemessenen Phospholipide im Gesamtzelllysat zu Phosphatidylethanola-

min (PE), Phosphatidylinositol (PI) oder SM zählte, war in den autophagischen Vesikeln vor 

allem Phosphatidylcholin (PC) angereichert. Neben Phosphatidylserin (PS) konnte auch 
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Phosphatidylglycerol (PG) als Bestandteil der autophagosomalen Membran identifiziert wer-

den. Dies passt zu dem Lipidprofil, das für S. cerevisiae beschrieben wurde (Schutter et al., 

2020). Interessanterweise gab es keine signifikanten Veränderungen des Phospholipidpro-

fils der autophagischen Vesikel in den unterschiedlichen Autophagie-Bedingungen (Schmitt 

et al., 2022) (Abbildung 9A). Beide untersuchten Stressbedingungen, Nährstoffmangel und 

Proteasom-Inhibition, beeinflussten die untersuchten Lipidspiegel nicht. Dies unterstreicht, 

wie wichtig ein distinktes Lipidprofil für die Funktionalität der Autophagosomen ist. 

Neben der Bestimmung der Phospholipidklassen wurden durch die Phospholipidomanaly-

sen auch die spezifischen, an die Phospholipide konjugierten Fettsäuren identifiziert. Zur 

weiteren Analyse wurden die detektierten Fettsäuren zwischen Gesamtzelllysat und den 

autophagischen Vesikeln unter basalen Bedingungen näher verglichen. In den autophagi-

schen Vesikeln waren die Anteile der kurzkettigen einfach-gesättigten Spezies für PC und 

PI signifikant erhöht, während sie in den anderen Lipidklassen vorwiegend in geringen Spie-

geln detektiert wurden (Abbildung 9B). Weiterhin waren die Anteile der langkettigen mehr-

fach-ungesättigten Fettsäurereste an PE, PG und PS in autophagischen Vesikeln im Ver-

gleich zum Gesamtzelllysat signifikant erhöht. Von den untersuchten PI-Kombinationen 

wurde ausschließlich die 34:1 Spezies in den autophagischen Vesikeln detektiert, die lang-

kettigen ungesättigten Varianten 36:4 und 38:4 wurden nicht nachgewiesen. Dies könnte 

ein Hinweis darauf sein, dass PI vornehmlich an der äußeren, negativ gekrümmten Memb-

ranseite vorhanden ist, auf der es mit den Phosphorylierungen des Insositolringes in der 

Kopfgruppe für die Signalgebung von entscheidender Rolle ist (Palamiuc et al, 2020). Aller-

dings konnte durch die Phospholipidomanalyse keine Aussage über die Lokalisation und 

den Phosphorylierungsgrad der Lipide getroffen werden. 

Spannenderweise wurde bei der Lipidomanalyse neben Glycerophospholipiden auch SM 

in autophagischen Vesikeln nachgewiesen (Abbildung 9). SM gehört zu der Gruppe der 

Sphingolipide, von denen viele Spezies nicht im ER, sondern im Golgi-Apparat synthetisiert 

werden. Sphingolipide treten verstärkt in der Plasmamembran und weiteren Post-Golgi-

Kompartimenten auf und werden hauptsächlich in Lysosomen abgebaut (Lee et al, 2023; 

Slotte, 2013). Das SM Bestandteil autophagischer Vesikel ist, war ein neuartiger Befund, da 

das Lipidprofil humaner Autophagosomen bisher nicht publiziert wurde. Sphingolipide wur-

den weder als Bestandteil der Autophagosomenmembran von S. cerevisiae noch von D. 

melanogaster nachgewiesen (Laczko-Dobos et al., 2021; Schutter et al., 2020). 

Der Nachweis von SM als Bestandteil autophagischer Vesikel unterstreicht, dass Lipide 

zur Synthese von autophagischen Vesikeln auch aus anderen Quellen als dem ER stammen 

müssen. Auch wenn das ER einer der bestbeschriebenen Lipidspender für die Phagophore 
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ist, so liefern im weiteren Elongationsprozess auch periphere Kompartimente einen ent-

scheidenden Anteil an Lipiden – vermutlich auch inklusive SM. Recyclingendosomen wur-

den neben aus dem Golgi-Apparat entspringenden ATG9A-positiven Vesikeln als ein Keim 

für die Phagophore beschrieben und Endosomen fusionieren mit Autophagosomen in deren 

Reifeprozess. Auch Mitochondrien wurden als Lipidquelle der Phagophore beschrieben 

(Olivas et al., 2023; Zhao & Zhang, 2019). Die Detektion von SM als einem Phospholipid, 

welches nicht im ER gebildet oder von diesem in der Zelle verteilt wird, ist ein klarer Hinweis 

darauf, dass Kompartimente wie der Golgi-Apparat eine nicht zu unterschätzende Rolle bei 

der Versorgung der Phagophore mit Lipiden einnehmen. 

 

Nach der Synthese von SM im Golgi-Apparat, wird es zu den verschiedenen Organellen 

weitertransportiert (Maier & Hoekstra, 2003). Da SM auch als Bestandteil und Substrat von 

Lysosomen beschrieben war (Gabande-Rodriguez et al., 2014), wurden über immunozyto-

chemische Färbungen die Populationen der autophagischen Vesikel genauer untersucht. 

So konnte differenziert werden, ob die Detektion von SM einem nicht unerheblichen Anteil 

von Autolysosomen in der analysierten Fraktion der autophagischen Vesikel entsprang oder 

ob auch Autophagosomen mit SM kolokalisieren. 

Um die Lokalisation von SM in vitro zu untersuchen, wurde BODIPY-gekoppeltes SM ver-

wendet. Zunächst wurde analysiert, ob die Konjugation des Farbstoffes an das Sphingolipid 

einen Einfluss auf die zelluläre Verteilung von SM in den zu erwartenden zellulären Kom-

partimenten und Vesikeln hatte. Da SM als Lipid durch die Permeabilisierung, die für immu-

nozytochemische intrazelluläre Färbungen notwendig ist, ausgewaschen werden konnte, 

wurden im ersten Schritt nicht permeabilisierte Zellen auf die Verteilung von SM untersucht. 

SM konnte nicht nur an der Plasmamembran, sondern auch in perinukleären und vesikulä-

ren Strukturen im Zytoplasma detektiert werden (Abbildung 10A). Um die perinukleäre An-

sammlung von SM genauer zu charakterisieren, wurden gleichzeitig die Golgi-assoziierten 

Proteine GM130 (130 kDa cis-Golgi matrix protein 1) und TGN46 (trans-Golgi network 46) 

visualisiert. Beide Golgi-Marker kolokalisierten mit SM (Abbildung 10B und C) und bestätig-

ten so die Spezifität des Fluorophor-gekoppelten Lipids anhand der bereits beschriebenen 

Verteilung von SM, auch nach Permeabilisierung der Zellmembran und damit der Beeinflus-

sung der membranösen Architektur (Maier & Hoekstra, 2003). 

Im Weiteren wurde die Kolokalisation von SM mit Proteinen, die für die Autophagie relevant 

sind, näher untersucht. Hierfür wurden immunozytochemische Färbungen von MAP1LC3B 

und LAMP2 betrachtet, sowie die Verteilung von transient überexprimiertem mCherry-

ATG9A zusammen mit SM (Abbildung 11). 
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SM zeigte eine Kolokalisation mit mCherryATG9A sowohl in der perinukleären Verdichtung 

von ATG9A (vermutlich der Golgi-Apparat), als auch in über das Soma verteilten Punctae 

(Abbildung 11A). ATG9A-positive Vesikel knospen aus dem Golgi-Apparat (Choi et al, 

2024). Der Nachweis von SM in ATG9A-positiven Strukturen bestärkte die Hypothese, dass 

diese Vesikel verantwortlich für den Transport von SM zur Phagophore sind. SM wurde au-

ßerdem nur mit LAMP2 als lysosomalem Marker und nur mit MAP1LC3B als autophagoso-

malen Marker kodetektiert, sowie mit beiden Proteinen zusammen. SM wurde somit als Be-

standteil von Autophagosomen (Abbildung 11B), Lysosomen (Abbildung 11C) sowie Auto-

lysosomen (Abbildung 11D) nachgewiesen. Die Detektion von SM in den Lipidomanalysen 

ist dementsprechend nicht nur auf Autolysosomen zurückzuführen, sondern identifizierte 

SM darüber hinaus spezifisch als Bestandteil reifer Autophagosomen. 

 

Abbildung 10 Lokalisation von Sphingomyelin in HeLa WT-Zellen Konfokale Aufnahmen nach Färbung 

der Membran mit BODIPY-Sphingomyelin in Grün, Dapi als Marker für die Zellkerne in Blau. Mittels immunozy-

tochemischer Färbungen wurden die untersuchten Golgi-Marker GM130 und TGN46 angefärbt und in Rot dar-

gestellt. Die Maßstabsskalen betragen 2 und 20 µM. (A) Sphingomyelin lokalisiert in der gesamten Zelle an der 

Plasmamembran und den Zellausläufern sowie perinukleären Verdichtungen und Punctae. Die Darstellung ist 

repräsentativ für n = 5. (B) Der Golgi-Marker GM130 kolokalisiert mit Sphingomyelin mit einem Pearson’s Kor-

relationskoeffizienten von 0,53 ± 0,1. Die Darstellung ist repräsentativ für 48 Bilder aus n = 3. (C) Der Trans-

Golgi-Marker TGN46 (rot) kolokalisiert mit Sphingomyelin mit einem Pearson’s Korrelationseffizienten von 

0,57±0,08. Die Darstellung ist repräsentativ für 27 Aufnahmen aus n = 2. 

Die immunozytochemischen Färbungen zeigten eine Kolokalisation von SM und autopha-

gosomalen Strukturen. SM ist nicht nur Bestandteil lysosomaler Membranen, es ist auch 

lysosomales Substrat und wird unter anderem von saurer Sphingomyelinase abgebaut 

(Taniguchi & Okazaki, 2021). Die hier verwendete Methodik erlaubte keine Unterscheidung, 

ob SM Bestanteil der Membran der autophagosomalen Vesikel war oder ob es als Substrat 

in den Vesikeln zur lysosomalen Degradation eingeschlossen war. Es wurde allerdings be-
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schrieben, dass der Cargo von Autophagosomen nur einen geringen Einfluss auf die post-

analytischen Ergebnisse hat (Bieber et al., 2022). Da obendrein gezeigt wurde, dass SM in 

ATG9A-positiven Strukturen zu finden ist, und bekannt ist, dass ATG9A-positive Vesikel 

sowohl als Keim für die Phagophore dienen (Olivas et al., 2023) als auch die Phagophore 

mit Lipiden versorgen (van Vliet et al., 2022), wurde postuliert, dass SM Bestandteil der 

autophagosomalen Membran ist und dieses für ihre Funktion notwendig ist. 

 

Abbildung 11 Kolokalisation von Sphingomyelin und Autophagie-assoziierten Strukturen Konfokale 

Aufnahmen von BODIPY-SM in Grün dargestellt, DAPI als Marker für die Zellkerne in Blau sowie unterschiedli-

che Autophagie-assoziierte Proteinen in Rot, sofern nicht anders angegeben. Die Maßstäbe entsprechen 2 und 

20 µM. (A) mCherryATG9A und SM kolokalisieren mit einem Pearson’s Korrelationskoeffizienten von 

0,72 ± 0,08. Die Darstellung ist repräsentativ für 34 Aufnahmen aus n = 2. (B) MAP1LC3B kolokalisiert mit SM 

mit einem Pearson’s Korrelationskoeffizienten von 0,44 ± 0,09. Die Darstellung ist repräsentativ für 49 Aufnah-

men aus n = 6. (C) LAMP2 kolokalisiert mit SM mit einem Pearson’s Korrelationskoeffizienten von 0,58 ± 0,13. 

Die Darstellung ist repräsentativ für 46 Aufnahmen aus n = 4. (D) MAP1LC3B (Rot) und LAMP2 (Blau) zeigen 

verschiedene mögliche Kolokalisationen. Der offene Pfeil zeigt auf eine SM und LAMP2 positive Struktur. Die 

ungefüllte Pfeilspitze zeigt auf eine Struktur, die positiv für MAP1LC3B und SM ist. Die gefüllte Pfeilspitze zeigt 

auf eine Struktur, die sowohl für SM, MAP1LC3B als auch LAMP2 ist. 

Die Phospholipidomanalyse autophagischer Vesikel identifizierte erstmalig Sphingo-

myeline als Bestandteile autophagosomaler Membranen. Sphingomyelin kolokalisierte 

nicht nur mit reifen Autophagosomen, sondern auch mit ATG9A-positiven Vesikeln. 
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Dies stellt einen möglichen Transferprozess von Sphingomyelin über ATG9A-positive 

Vesikel zur wachsenden Phagophore und somit zu den Autophagosomen dar. 

3.1.2 Sphingomyelin ist ein positiver Modulator der Autophagie 

Da SM als Bestandteil der autophagosomalen Membran identifiziert wurde, wurde im Wei-

teren ein potenzieller Einfluss des Sphingolipids auf den autophagischen Flux genauer un-

tersucht. Es wurde bereits beschrieben, dass eine langfristige Supplementation von SM im 

Mausmodell zu einer Überfrachtung des ATG9A-positiven Vesikelpools führt (Corcelle-

Termeau et al., 2016). Des Weiteren wurde die Bedeutung von SM bei der Beeinflussung 

der Autophagie durch spezifische Signalwege beschrieben (Cao et al, 2019). Zuletzt konnte 

gezeigt werden, dass SM bedeutsam für die nicht-kanonische Autophagie bei der Markie-

rung beschädigter intrazellulärer Kompartimente ist (Kaur et al., 2023). Doch bisher wurde 

noch nicht gezeigt, wie SM die Autophagie beeinflusst und über welche Transportmecha-

nismen das Sphingolipid zur Phagophore gelangt. 

Um festzustellen, ob SM die autophagische Aktivität direkt beeinflusst, wurden HeLa-Zel-

len für 2 h mit SM behandelt und anschließend für weitere 2 h mit Bafilomycin A1 inkubiert. 

Die Behandlung mit Bafilomycin A1 inhibierte den Abbau von Autophagosomen, die darauf-

hin akkumulierten. Die Stärke der Akkumulation lässt eine Analyse der autophagischen Ak-

tivität zu. Je mehr Autophagosomen in einer definierten Zeit auflaufen, desto höher ist die 

Aktivität des Abbauweges (Klionsky et al., 2021). Zudem wurde der Einfluss von SM unter 

basalen Bedingungen und unter Autophagie-induzierenten Bedingungen untersucht. Um die 

Aufnahme von SM sicherzustellen, wurden die Zellen in Kulturmedium mit delipidisiertem 

Serum behandelt. So wurde die Versorgung mit allen Nährstoffen außer Lipiden gewährleis-

tet, mit denen SM um eine Aufnahme konkurriert hätte und dementsprechend eventuell 

keine Wirkung gezeigt hätte. Damit konnten physiologische, basale Bedingungen imitiert 

werden. Zur Induktion der Autophagie wurden die Zellen in weitestgehend nährstofffreiem 

Medium (EBSS) kultiviert. 

Da vermutet wurde, dass ATG9A-positive Vesikel für den Transport von SM aus dem 

Golgi-Apparat zur Phagophore entscheidend sind, wurden auch die Proteinlevel von ATG9A 

mittels Immunoblot untersucht. Die Behandlung mit SM verursachte keine Veränderungen 

des Proteinspiegels von ATG9A und beeinflusste nicht dessen Metabolismus. Offen blieb 

allerdings, ob es eine verstärkte Aktivierung von ATG9A durch die Supplementation von SM 

gab. 

SM induzierte signifikant den autophagischen Flux unter basalen und Autophagie-induzier-

ten Bedingungen. Bereits unter basalen Bedingungen führte die Supplementation von SM 

zu einem erhöhten autophagischen Flux (Abbildung 12A). Dieser konnte im Vergleich zu 

Zellen, denen kein SM angeboten wurde, um ein Viertel gesteigert werden (Abbildung 12B). 
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Auch in Zellen, in denen die Autophagie bereits induziert war, konnte der autophagische 

Flux durch die Behandlung mit SM weitergesteigert werden – hier sogar um rund 50 % im 

Vergleich zu Zellen ohne Zugabe von SM (Abbildung 12C und D). Ein Nährstoffentzug stei-

gert den autophagischen Flux per se, was die zusätzliche Verstärkung des autophagischen 

Fluxes nach SM-Behandlung umso eindrucksvoller macht. 

 

Abbildung 12 Sphingomyelin verstärkt den autophagischen Flux in HeLa WT-Zellen Immunoblots für 

ATG9A und MAP1LC3B, Tubulin diente der Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen wurden mit 500 nM BODIPY-SM für 

2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum (A) und in EBSS (C) 

behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 3 bzw. n = 4. (B, D) Dargestellt ist die sta-

tistische Auswertung der Mittelwerte ± Standardabweichungen des autophagischen Fluxes gemessen an den 

Immunoblots von MAP1LC3B für (A) und (C) über den t-Test. * P < 0,05, *** P < 0,005. 

Zusammenfassend wurde SM als ein positiver Modulator der Autophagie identifiziert. Nicht 

nur unter basalen Bedingungen wurde eine Zunahme des autophagischen Fluxes nach 

Supplementation von SM beobachtet. Das Sphingolipid verstärkte außerdem den autopha-

gischen Flux weiter, als die Autophagie durch Nährstoffmangel bereits induziert war. 
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Um im Weiteren zu spezifizieren, ob SM den autophagischen Flux distinkt induzierte oder 

ob Phospholipide im Allgemeinen die Aktivität der Autophagie verstärkten, wurde der Ein-

fluss von PC und PE auf die Autophagie untersucht. 

Zunächst wurde die intrazelluläre Lokalisation von PC überprüft, um die Spezifität des an 

den Fluoreszenz-Farbstoff NBD gekoppelten Lipides zu verifizieren. Dabei wurde gezeigt, 

dass PC wie erwartet sowohl perinukleär als auch in Punctae im Soma verteilt und an der 

Plasmamembran lokalisierte (Abbildung 13A). Überdies kolokalisierte PC mit MAP1LC3B, 

was bestätigte, dass das Phospholipid in Autophagosomen vorlag und somit, wie bereits in 

den Lipidom-Analysen beschrieben (Abbildung 9), ein Bestandteil der autophagosomalen 

Membran war (Abbildung 13B). 

 

Abbildung 13 Phophatidylcholin induziert den autophagischen Flux in HeLa WT-Zellen (A) Intrazelluläre 

Lokalisation von NBD-PC (Grün) in HeLa WT-Zellen. Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstab = 20 µm. Die 

dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 3. (B) Immunozytochemische Färbung von NBD-PC (Grün) 

und MAP1LC3B (Rot) zur Darstellung ihrer Kolokalisation. Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstäbe = 20 und 

2 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repäsentativ für n = 6. (C, E) Immunoblots für MAP1LC3B mit Tubulin 

als Ladekontrolle von HeLa WT-Zelllysaten nach Behandlung mit 500 nM Phosphatidylcholin (PC) für 2 h gefolgt 

von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum (C) und in EBSS (E). Die dargestellten 

Immunoblots sind repräsentativ für n = 3 und n = 4. (D, F) Dargestellt ist die statistische Auswertung der Mittel-

werte ± Standardabweichungen des autophagischen Fluxes gemessen an den Immunoblots von MAP1LC3B für 

(D) und (F) über den t-Test. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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Um zu klären, ob PC die Autophagie ebenfalls modulierte, wurde der autophagische Flux 

in Zellen in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum und nach Induktion der Autophagie un-

tersucht. Wie Abbildung 13C bis F weiter dargestellt ist, verstärkte das Phospholipid PC 

ähnlich wie SM den autophagischen Flux unter allen untersuchten Bedingungen. Die er-

höhte Verfügbarkeit von PC begünstigte also die Synthese von Autophagosomen. Diese 

Ergebnisse korrelierten mit einer vorangegangenen Studie, nach der PC essenziell für die 

Synthese von Autophagosomen ist (Andrejeva et al, 2020) und wurden von den Lipidom-

analysen gestützt, nach denen PC unter den untersuchten Lipiden ein Hauptbestandteil war 

(Abbildung 9). Da Autophagosomen de novo synthetisiert werden, ist eine ausreichende 

Verfügbarkeit von Lipiden unabdingbar. Die Supplementation von SM und PC ermöglichte 

die vermehrte Biogenese von Autophagosomen und unterstrich, dass Lipide ein limitieren-

der Faktor für die Bildung von Autophagosomen sein können. 

Auch für PE wurde die Lokalisation in der Zelle durch ein Farbstoff-konjugiertes Derivat 

untersucht und es wurde die zu erwartende Verteilung beobachtet. Ähnlich wie PC lokali-

sierte PE in einer perinukleären Verdichtung und in intrazellulär verteilten Punctae und 

wurde in an der Plasmamembran beobachtet (Abbildung 14A). PE ist unter anderem der 

maßgebliche Lipidanker für MAP1LC3B und stellt somit einen essenziellen Bestandteil der 

Autophagosomenmembran dar (Ye et al., 2021). Die Kolokalisationsstudien mit MAP1LC3B 

bestätigten das Auftreten von PE in Autophagosomen (Abbildung 14B). 

Die Untersuchungen zum Einfluss von PE auf die autophagische Aktivität zeigten jedoch, 

dass im Gegensatz zu PC PE unter basalen Bedingungen keinen Einfluss auf den autopha-

gischen Flux ausübte (Abbildung 14C, D). Unter Autophagie-induzierenden Bedingungen 

wurde sogar ein inhibitorischer Effekt von PE beobachtet. Die Proteinspiegel von 

MAP1LC3BII waren nach Behandlung mit Bafilomycin A1 im Vergleich zur Kontrolle stark 

verringert (Abbildung 14E und F). Anders als PC und SM zeigte die Supplementation von 

PE keinen positiven Effekt auf die autophagische Aktivität unter basalen und Autophagie-

induzierenden Bedingungen. 

Die Behandlung der Zellen mit PC und PE demonstrierte, das beide Phospholipide die 

Autophagie unterschiedlich beeinflussten. PC, ein wesentlicher Bestandteil der Autophago-

somenmembran (Andrejeva et al., 2020) (Abbildung 9), verstärkte die autophagische Akti-

vität. PE, das meistgenutzte Phospholipid für die Lipidierung von MAP1LC3B (Jensen et al., 

2022), zeigte keine Beeinflussung der autophagischen Aktivität unter basalen Bedingungen. 

SM als ein Membran-stabilisierendes und Reaktionsplattform bildendes Phospholipid 

(McCluskey et al., 2022) verstärkt die autophagische Aktivität. 
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Dies bestätigte die Hypothese, dass die positive Modulation der Autophagie durch SM 

spezifisch war, da verschiedene Phospholipide die autophagische Aktivität unterschiedlich 

beeinflussten. 

 

Abbildung 14 Phosphatidylethanolamin hemmt den autophagischen Flux unter Hungerbedingungen in 

HeLa WT-Zellen (A) Intrazelluläre Lokalisation von NBD-PE (Grün) in HeLa WT-Zellen. Zellkerne sind in Blau 

dargestellt. Maßstab = 20 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 3. (B) 

Immunozytochemische Färbung von NBD-PE (Grün) und MAP1LC3B (Rot) zur Darstellung ihrer Kolokalisation. 

Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstäbe = 20 und 2 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repäsentativ für 

n = 6. (C, E) Immunoblots für MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle von HeLa WT-Zelllysaten nach 

Behandlung mit 500 nM NBD-PE für 2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit 

delipidisiertem Serum (C) und in EBSS (E). Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für je n = 3. (D, F) 

Dargestellt ist die statistische Auswertung der Mittelwerte ± Standardabweichungen des autophagischen Fluxes 

gemessen an den Immunoblots von MAP1LC3B für (D) und (F) über den t-Test. ns = nicht signifikant, 

*** P < 0,005. 

 

Sphingomyelin induzierte den autophagischen Flux unter basalen Bedingungen so-

wie unter Stressbedingungen. Dieser Effekt war spezifisch, da die Supplementationen 

von PC und PE zeigten, dass verschiedene Phospholipide die autophagische Aktivität 

unterschiedlich modifizierten. 
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3.1.3 Sphingomyelin induziert den autophagischen Flux über einen ATG9A-abhängigen 

Mechanismus 

SM gehört zu den komplexen Sphingolipiden, die vorwiegend im Golgi-Apparat syntheti-

siert werden (van Meer et al., 2008). Von dort wird es in die Zellperipherie verteilt und ist vor 

allem in die Membran von Kompartimenten wie der Plasmamembran und den Lysosomen 

integriert (Lee et al., 2023). Da es als Bestandteil autophagischer Vesikel identifiziert wurde 

(Abbildung 9) und die autophagische Aktivität verstärkte auch unter Autophagie-induzieren-

den Bedingung (Abbildung 12), wurde als nächstes untersucht, wie SM vom Golgi-Apparat 

an die Phagophore transportiert wurde. 

 

Abbildung 15 Transfermechansimus ATG9A-positiver Vesikel ATG9A lokalisiert unphosphoryliert vorwie-

gend am Golgi-Apparat. (Links – basale Bedingungen). SRC-Kinase phosphoryliert ATG9A an Y8 (pATG9A) 

und induziert so die Translokation zu sich vom trans-Golgi-Netzwerk abschnürenden Vesikeln. ATG9A-positive 

Vesikel dienen als Keim für das Omegasom und versorgen die wachsende Phagophore mit Lipiden. (Mitte – 

SRC-Inhibition) Die SRC-Kinase wird durch PP2 inhibiert und somit die Phosphorylierung von ATG9A verhindert. 

Das Fehlen von aktivem ATG9A an der Phagophore hat zur Folge, dass die Lipide, die von ATG2-WIPI geliefert 

werden, nicht korrekt über die Membrandoppelschicht verteilt werden, weswegen das Längenwachstum der 

Phagophore stark gestört ist. (Rechts – RNAi) Die Proteinspiegel von ATG9A werden durch siRNA gesenkt. 

ATG9A-positive Vesikel können nicht gebildet werden. Lipide werden vom ER über ATG2-WIPI transferiert, aber 

die Skramblase zur Verteilung der Lipide über die Membrandoppelschichten fehlt. Dies inhibiert das Wachstum 

der Phagophore. ADP = Adenosindiphosphat. 
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Am Golgi-Apparat werden diverse Vesikel gebildet, von denen einige bereits mit der Syn-

these von Autophagosomen in Verbindung gebracht wurden (Soreng et al, 2018). Verant-

wortlich für den Austausch zwischen ER und Golgi-Apparat sind die COP-Vesikel, die mit 

coat protein (COP) ummantelt sind. COPI-Vesikel transferieren zwischen ERGIC und Golgi 

und sind außerdem für den retrograden Transport von Substraten vom Golgi-Apparat zurück 

zum ER verantwortlich. Sie wurden bereits als eine Lipidquelle für das Wachstum der Pha-

gophore beschrieben (Razi et al, 2009). Die dem Golgi-Apparat entspringenden COPI-Vesi-

kel zeigen allerdings einen verringerten SM-Spiegel im Vergleich zum Golgi-Apparat selbst 

(Brugger et al, 2000) und wurden daher nicht als primäre Transportquelle von SM zur Pha-

gophore in Betracht gezogen. 

ATG9A, das einzige integrale Membranprotein der ATG-Proteinfamilie, ist zum einen im 

Golgi-Apparat lokalisiert und bildet zum anderen, noch verstärkt durch die Induktion der Au-

tophagie, einen Vesikelpool, dessen Vesikel zwischen Golgi-Apparat, endosomalem Sys-

tem, Plasmamembran und auch der Phagophore transferiert werden (Nishimura & Tooze, 

2020). Schon unter basalen Bedingungen werden die ATG9A-positiven Vesikel durch die 

Zelle transportiert und bilden dabei eine Art eigenständiges Kompartiment (Mari et al., 2010). 

ATG9A wird über Phosphorylierung aktiviert und initiiert vermehrt die Bildung ATG9A-posi-

tiver Vesikel am Golgi-Apparat. Wird die Autophagie induziert, finden zusätzliche Phospho-

rylierungen statt, die die Bildung ATG9A-positiver Vesikel noch weiter verstärken (Papinski 

et al., 2014). 

In Abbildung 11A wurde gezeigt, dass ATG9A-positive Strukturen mit SM kolokalisieren. 

Ferner wurde bereits eine Verbindung zwischen SM, der Autophagie und ATG9A-positiven 

Vesikeln beschrieben. SM kann mit frühen Regulationsmechanismen der Autophagie inter-

agieren (Cao et al., 2019), während es auch als Signalgeber fungieren kann, um Substrate 

der Autophagie zuzuführen (Kaur et al., 2023). Eine exzessive Langzeit-Exposition gegen-

über SM kann den ATG9A-positiven Vesikelpool überfrachten und so die Autophagie nega-

tiv modulieren (Corcelle-Termeau et al., 2016). Daher fokussierten sich die nächsten Unter-

suchungen auf ATG9A positive Vesikel. 

Die Aktivierung von ATG9A ist abhängig von der SRC-Kinase (Zhou et al., 2017). Die SRC-

Kinase phosphoryliert ATG9A an Y8 innerhalb der Polypeptidkette von ATG9A und ist somit 

hauptverantwortlich für die Initiierung der Translokation zu sich abschnürenden Vesikeln 

vom trans-Golgi-Netzwerk (Abbildung 15 – basale Bedingungen). Wird die SRC-Kinase in-

hibiert, wird ATG9A nicht phosphoryliert und akkumuliert am trans-Golgi-Netzwerk (Bekbulat 

et al., 2020) (Abbildung 15 – SRC-Inhibition). 

Der permanente Verlust von ATG9A hat schwerwiegende Konsequenzen auf molekularer, 

zellulärer und organismischer Ebene (Choi et al., 2024). Ohne ATG9A können sich keine 
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ATG9A-positiven Vesikel bilden und unter anderem die wachsende Phagophore mit Lipiden 

beliefern. Die verfügbaren Studien zeichnen sich allerdings durch eine Inkonsistenz bezüg-

lich des autophagischen Fluxes in den verschiedenen ATG9A KO-Modellen aus. Während 

einige Modelle einen verringerten autophagischen Flux zeigen, sind andere Modelle durch 

ein komplettes Erliegen der Autophagosomenbildung charakterisiert, da kein lipidiertes 

MAP1LC3B detektiert wird (Imai et al., 2016; Olivas et al., 2023; van Vliet et al., 2022). In 

den folgenden Untersuchungen wurden in HeLa WT-Zellen die Proteinlevel von ATG9A 

durch RNAi mittels siRNA verringert. Mit der Verwendung eines Knock-Downs (KD), also 

der signifikanten Verringerung der Proteinspiegel durch die Verwendung von siRNA (Abbil-

dung 15B – RNAi), die für den sequenzspezifischen Abbau der mRNA verantwortlich ist und 

so die Translation des Proteins verhindert, wurde das KO-Modell umgangen (Scherer & 

Rossi, 2004). In parallelen Ansätzen wurde die SRC-Kinase mit dem SRC-Kinase Inhibitor 

PP2 inhibiert und die Aktivierung von ATG9A pharmakologisch verhindert. PP2 ist ein kom-

petitiver Inhibitor, der durch Bindung an das ATP-bindende Zentrum die Phosphorylierung 

von ATG9A verhindert (Hanke et al, 1996). Anschließend wurden die Zellen erneut mit 

Sphingomyelin und Bafilomycin A1 wie bereits beschrieben behandelt, um den autophagi-

schen Flux und Veränderungen der autophagischen Aktivität zu ermitteln. 

 

Der transiente Verlust von ATG9A führte zu keiner Veränderung des autophagischen 

Fluxes unter basalen Bedingungen (Abbildung 16A und C). Es waren noch schwache Pro-

teinspiegel von ATG9A detektierbar (Abbildung 16A), die ausreichend waren, den basalen 

autophagischen Flux aufrechtzuerhalten. Allerdings konnte mit den stark reduzierten Pro-

teinspiegeln von ATG9A keine Verstärkung der autophagischen Aktivität durch SM detek-

tiert werden, wie sie unter Kontrollbedingungen durchaus beobachtet wurde (Abbildung 

16C). SM verstärkte die autophagische Aktivität bei normalen ATG9A-Proteinspiegeln. 

Ohne ausreichende ATG9A-Proteinspiegel konnte Sphingomyelin die Autophagie nicht mo-

dulieren. Dies war eine erste Demonstration, dass die Verstärkung des autophagischen 

Fluxes durch SM abhängig von ATG9A war. 

Um die Relevanz der Bildung ATG9A-positiver Vesikel für den Effekt von Sphingomyelin 

auf die Autophagie weitergehend zu untersuchen, wurde die Phosphorylierung von ATG9A 

durch die SRC-Kinase und damit die Mobilisierung von ATG9A und die Bildung ATG9A-

positiver Vesikel inhibiert (Zhou et al., 2017) (Abbildung 15 – SRC-Inhibition). Die Inhibie-

rung der Phosphorylierung von ATG9A und der damit stark eingeschränkte Vesikeltransport 

vom Golgi-Apparat zur Phagophore verhinderte ebenfalls einen positiven Effekt von 

Sphingomyelin auf den autophagischen Flux im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 16B). 
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PP2 wirkte zwar nicht inhibierend auf den basalen autophagischen Flux und die akkumulier-

ten Proteinspiegel von MAP1LC3BII waren vergleichbar zwischen den mit dem SRC-

Kinase-Inhibitor behandelten Proben und deren Kontrolle. Allerdings konnte im Gegensatz 

zur Kontrolle keine verstärkte Akkumulation von MAP1LC3BII nach Bafilomycin A1 beobach-

tet werden, wenn die Zellen simultan mit PP2 und SM behandelt wurden (Abbildung 16B 

und D). 

Dass PP2 keinen Einfluss auf den basalen autophagischen Flux ausübt und dieser trotz 

der Inaktivierung des Vesikeltransportes nicht beeinflusst wurde, wurde bereits zuvor beo-

bachtet (Bekbulat et al., 2020). Unabhängig von der Phosphorylierung können ATG9A-po-

sitive Vesikel gebildet werden, wenn auch in sehr geringem Maße (Zhou et al., 2017). Diese 

geringe Aktivität schien auszureichen, um die autophagische Aktivität aufrechtzuerhalten. 

Erst die Einwirkung von Autophagie-induzierenden Stimulatoren zeigte, dass die Aktivität 

des autophagischen Fluxes ohne die Aktivität der SRC-Kinase nicht gesteigert werden 

konnte. 

Zusammengenommen wurde hier gezeigt, dass die positive Modulierung des autophagi-

schen Fluxes durch SM abhängig von der Aktivierung von ATG9A war und schlussfolgernd 

vom Pool der ATG9A-positiven Vesikel. 

 

Der transiente Verlust von ATG9A verhinderte die positive Wirkung von Sphingomy-

elin auf den autophagischen Flux. Nach Inhibierung der SRC-Kinase und somit der ver-

hinderten Phosphorylierung und Aktivierung von ATG9A, wurde ebenfalls keine Induk-

tion des autophagischen Fluxes durch Sphingomyelin beobachtet. Die Modulation der 

Autophagie von Sphingomyelin konnte mit der Aktivität von ATG9A und dem Transport 

ATG9A-positiver Vesikel korreliert werden. 
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Abbildung 16 Die positive Modulation der Autophagie durch Sphingomyelin ist abhängig von ATG9A 

(A) Immunoblots von ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen wurden mit non 

sense oder siATG9A-RNA transfiziert und nach 48 h für 2 h mit 500 nM SM und anschließend für 2 h mit 2 µM 

Bafilomycin A1 behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 3. (B) Immunoblots für 

ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen wurden 12 h mit 5 µM PP2 behandelt. 

Nach 8 h wurden 500 nM SM und nach 10 h 2 µM Bafilomycin A1 supplementiert. Die dargestellten Immunoblots 

sind repräsentativ für n = 3. (C, D) Statistische Auswertung des autophagischen Fluxes anhand der Immunoblots 

von MAP1LC3B aus (A) und (B) über eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach Tukey‘s. Dargestellt 

sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. ns = nicht signifikant, * P < 0,05. 
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3.2 Der Verlust von ATG9A sowie ATG2A und ATG2B inhibiert die Autophagie bereits 

unter basalen Bedingungen 

In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, dass die Supplementation spezifischer Phospholipide die Ak-

tivität der Autophagie beeinflusst. Für ein besseres Verständnis der zugrundeliegenden Me-

chanismen wurde über CRISPR/Cas9 ein doppelter KO für ATG2A und ATG2B und ein KO 

für ATG9A in HeLa-Zellen generiert. Alle drei Proteine sind entscheidend für die Lipidhomö-

ostase der Zelle und die Lipidversorgung der wachsenden Phagophore. Die Phospholi-

pidom-Analysen der isolierten autophagischen Vesikel in Kapitel 3.1.1 zeigten, dass ver-

schiedene Autophagie-Bedingungen keine Veränderungen im Profil der Phospholipide von 

autophagischen Vesikeln herbeiführten. Bisher ist im humanen Kontext nicht bekannt, wie 

sich Störungen in der Verfügbarkeit von Lipiden auf das Lipidprofil der Membranen von ge-

schlossenen autophagischen Vesikeln auswirken, wie es in den ATG2A/B KO und 

ATG9A KO der Fall ist. 

ATG2A und ATG2B sind Lipidtransferasen, die Phospholipide, vornehmlich PC, PE und 

PI, vom ER an die Phagophore transportieren (Valverde et al., 2019). Es ist bekannt, dass 

der Verlust beider ATG2-Proteine zu einem basal stark verringerten autophagischen Flux, 

verkleinerten Autophagosomen und der Akkumulation von Phagophoren führt (Tang et al., 

2019). Für die Deletion von Atg2 in D. melanogaster wurde ein verändertes Lipidprofil Atg8-

positiver Strukturen beschrieben (Laczko-Dobos et al., 2021). Hier wurde eindrucksvoll ge-

zeigt, dass es bei Störungen der Lipidverfügbarkeit zwangsläufig zu Änderungen der Lipid-

zusammensetzung kommt. Leider konnte nicht zwischen geschlossenen Autophagosomen 

und Phagophoren, die im Atg2- Modell akkumulierten, unterschieden werden. 

ATG9A ist ein Lipidskramblase, die am Golgi-Apparat lokalisiert ist. Wird ATG9A durch 

Phosphorylierung aktiviert, knospen ATG9A-positive Vesikel vom Golgi-Apparat und trans-

ferieren zwischen Plasmamembran, endosomalem System, Golgi-Apparat, Phagophore 

und anderen Zellkompartimenten (Choi et al., 2024; Papinski et al., 2014; Zhou et al., 2017). 

Der Verlust von ATG9A führt, abhängig vom verwendeten Modell, zu einem Erliegen der 

Autophagie oder einer Verringerung der Autophagie auch unter basalen Bedingungen (Imai 

et al., 2016; Kishi-Itakura et al., 2014; Runwal et al., 2019; Zhou et al., 2017). 

ATG9A und ATG2A sind in ihrer Interaktion verantwortlich für den Lipidtransfer vom ER an 

die Phagophore und für die Verteilung der Lipide über die Phagophorenmembran (van Vliet 

et al., 2022). 

In vorrangegangen Studien konnte die Arbeitsgruppe zeigen, das RAB18, eine RAB-

GTPase, die am ER und an Lipidtröpfchen lokalisiert ist, bedeutend für den Transfer von 

Fettsäuren in das ER ist. Funktionell unterstützt RAB18 die Lipidhomöostase des ERs und 

somit die Versorgung der Phagophore mit neu synthetisierten Membranlipiden. Der Verlust 
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von RAB18 führt zu einer Immobilisierung der Fettsäuren in den Lipidtröpfchen, was eine 

gestörte Fettsäure- und Phospholipidsynthese zur Folge hat und damit eine Störung der 

zellulären Lipidhomöostase bewirkt. Aufgrund von spezifischen Adaptionen des autophagi-

schen Netzwerkes und einer Überaktivierung von ATG9A wird der basale autophagische 

Flux trotz des Verlustes von RAB18 aufrechterhalten. Allerdings lässt sich die Autophagie 

nicht mehr induzieren (Bekbulat et al., 2020). 

 

Im Folgenden wurden die generierten ATG2A/B KO- und ATG9A KO-Modelle bezüglich 

der Aktivität Autophagie-relevanter Prozesse charakterisiert. Zusätzlich wurde der 

RAB18 KO als Modell einer verstärkten Aktivierung von ATG9A eingeführt (Bekbulat et al., 

2020). 

3.2.1 Der Verlust von ATG2A und ATG2B sowie der Verlust von ATG9A resultieren in 

einer veränderten autophagischen Aktivität 

Für die Charakterisierung der über CRISPR/Cas9-generierten KO-Linien wurde der auto-

phagische Flux unter basalen und unter Autophagie-induzierenden Bedingungen unter-

sucht. Wie bereits in der Literatur beschrieben (Tang et al., 2019), führte der Verlust von 

ATG2A/B zu einer reduzierten autophagischen Aktivität (Abbildung 17A und B). Der auto-

phagische Flux erreichte weder unter basalen Bedingungen noch unter Nährstoffentzug die 

Effizienz des Fluxes im Wildtyp (WT). Interessanterweise konnte die autophagische Aktivität 

aber durch Induktion gesteigert werden. Die Proteinspiegel von MAP1LC3BI zeigten augen-

scheinlich keine Abweichungen vom WT. Dies deutete daraufhin, dass zumindest die Lipi-

dierung von MAP1LC3B durch den Verlust von ATG2A/B keinen Adaptionen unterlag. Der 

ATG2A/B KO zeigte also einen stark reduzierten, aber induzierbaren autophagischen Flux. 

Der stabile Verlust von ATG9A führte, wie bereits in der Literatur beschrieben, zu einer 

starken Verringerung der autophagischen Aktivität (Kishi-Itakura et al., 2014) (Abbildung 

17D). Der WT wies einen gesteigerten autophagischen Flux unter Autophagie induzieren-

den Bedingungen auf, bei dem die Proteinspiegel von MAP1LC3BII unter Bafilomycin A1 

mehr akkumulierten als unter basalen Bedingungen (Abbildung 17C). Die Proteinspiegel der 

lipidierten Form von MAP1LC3B war im ATG9A KO grundlegend stark reduziert und nach 

Zugabe von Bafilomycin A1, welches ein intrazelluläres Auflaufen von autophagischen Vesi-

keln verursacht, war keine Akkumulation unter basalen und Autophagie-induzierenden Be-

dingungen zu beobachten (Abbildung 17C und D). Als Folge waren die Proteinspiegel von 

unlipidiertem MAP1LC3B um ein Vielfaches erhöht im Vergleich zur WT-Kontrolle (Abbil-

dung 18). Dies deutete darauf hin, dass im Gegensatz zum ATG2A/B KO die Lipidierung 
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von MAP1LC3B im ATG9A KO gestört war. Ein autophagischer Flux war in den 

ATG9A KO-Zellen nicht nachweisbar und nicht induzierbar. 

 

Abbildung 17 Die Knockouts von ATG2A/B und ATG9A beeinträchtigen die Autophagie (A) Immunoblots 

von ATG2B, ATG2A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. Geladen wurden Zelllysate aus HeLa WT- 

und HeLa ATG2A/B KO-Zellen. Die Zellen wurden 2 h mit Kulturmedium oder EBSS mit DMSO oder Bafilomy-

cin A1 behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 3. (B) Statistische Auswertung des 

autophagischen Fluxes anhand des Immunoblots von MAP1LC3B aus (A) über eine one-way ANOVA mit dem 

Posthoc-Test nach Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. (C) Immunoblots von 

ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. Geladen wurden Zelllysate aus HeLa WT- und HeLa 

ATG9A KO-Zellen. Die Zellen wurden 2 h mit Kulturmedium oder EBSS und DMSO oder Bafilomycin A1 behan-

delt. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 5. (D) Statistische Auswertung des autophagischen 

Fluxes anhand des Immunoblots von MAP1LC3B aus (C) eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach 

Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. ns = nicht signifikant, * P < 0,05, 

*** P < 0,005. 
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Neben der Analyse der autophagischen Aktivität durch Immunoblots wurde immunozyto-

chemisch die intrazelluläre Verteilung von MAP1LC3B und SQSTM1 in den beiden KO-Li-

nien untersucht. In beiden KO-Linien wurden Strukturen nachgewiesen, die positiv für 

MAP1LC3B und SQSTM1 waren (Abbildung 19A). Nach Bafilomycin A1-Behandlung akku-

mulierten distinktere Vesikel, was unterstrich, dass auch in den KO-Zellen die Bildung von 

Autophagosomen zumindest induziert wurde (Abbildung 19B und C). Ferner wurden in bei-

den KO-Linien SQSTM1-positive Strukturen nachgewiesen, die deutlich größer als Auto-

phagosomen und ebenfalls positiv für MAP1LC3B waren, wobei diese Akkumulationen in 

ATG9A KO-Zellen erkennbar größer und häufiger waren als in ATG2A/B KO-Zellen (Abbil-

dung 19B und C). Es konnte kein Bafilomycin A1-Effekt auf diese Strukturen beobachtet 

werden. Die Akkumulation von SQSTM1 in Aggregat-ähnlichen Strukturen wurde zumindest 

in ATG9A KO Zellen beschrieben und wurde mit einer gestörten Autophagie in Verbindung 

gebracht (Kishi-Itakura et al., 2014). 

Die Akkumulation von SQSTM1 begründete sich in der Anreicherung von Phagophoren in 

ATG9A KO-Zellen und in der Anreicherung nicht vollständig geschlossener Autophagoso-

men in den ATG2A/B KO- und ATG9A KO-Zellen (Kishi-Itakura et al., 2014; Maeda et al., 

2020) (Abbildung 19). 

Die Akkumulationen von SQSTM1 wurde auch per Immunoblot detektiert (Abbildung 20A 

und C). Die Quantifizierung der SQSTM1-Proteinspiegel im ATG2A/B KO wiesen eine etwa 

zweieinhalbfache Erhöhung und im ATG9A KO eine circa fünffache Verstärkung der 

SQSTM1-Spiegel nach (Abbildung 20B). Außerdem konnten, wie in Abbildung 20C zu er-

kennen ist, in ATG9A KO Zelllysaten SQSTM1-Polymere detektiert werden. Die Akkumula-

tion von polymerem SQSTM1 wurde spannenderweise als Marker für Alterungsprozesse 

bestimmt, auch wenn dies mit einer Erhöhung des autophagischen Fluxes und nicht mit 

einer Störung der Autophagie einherging (Gamerdinger et al., 2009). Im Vergleich zu den 

Abbildung 18 MAP1LC3BI akkumuliert im ATG9A KO 

Statistische Auswertung der in Abbildung 17C dargestellten Im-

munoblots von MAP1LC3BI unter basalen Bedingungen und 

nach Nährstoffentzug ohne Bafilomycin A1. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± Standardabweichungen aus n = 5. Ermittlung der 

Signifikanzen über eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test 

nach Holmes-Sidak‘s. ns = nicht signifikant, * P < 0,05, 

*** P < 0,005. 
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WT-Zelllysaten waren die Proteinspiegel des polymeren SQSTM1 in ATG9A KO Zelllysaten 

um das 30-fache erhöht (Abbildung 20D). 

 

Abbildung 19 Immunozytochemische Darstellung Autophagosomen-assoziierter Strukturen in HeLa 

ATG2A/B KO und ATG9A KO Dargestellt sind SQSTM1 in Grün, MAP1LC3B in Rot, Dapi in Blau. Maß-

stäbe = 20 und 2 μM. Dargestellt sind Zellen aus basalen Bedingungen (oben), unter Bafilomycin A1-Behandlung 

für 2 h (Mitte) und unter EBSS mit Bafilomycin A1 für 2 h (unten). (A) HeLa WT-Zellen. Die dargestellten Aufnah-

men sind repräsentativ für n = 7. (B) HeLa ATG2A/B KO-Zellen. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ 

für n = 4. (C) HeLa ATG9A KO-Zellen. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 3. 

Um die SQSTM1-positiven Strukturen in den KO-Zellen genauer zu charakterisieren, wur-

den diese unter Ausnutzung ihrer hohen Dichte mit einem auf Zentrifugation basierendem 

Protokoll isoliert (Witan et al., 2008) und sowohl die Überstands- als auch die Pelletfraktion 

im Immunoblot untersucht. Sowohl in WT-Zellen als auch in ATG9A KO-Zellen wurden in 

der Pelletfraktion vermehrt SQSTM1-Polymere detektiert, wobei die SQSTM1-Spiegel im 

ATG9A KO im Vergleich zum WT stark erhöht waren (Abbildung 20C). Der Vergleich der 

Gesamtzelllysate von WT und ATG9A KO zeigte obendrein SQSTM1-Polymere mit ver-

schiedenen Molekulargewichten – unter anderem auch eine Bande mit einem Molekularge-

wicht von etwa 150 kDa, die im WT nicht beobachtet wurde (Abbildung 20C). Die durch den 

Verlust von ATG9A verursachte starke Verringerung der Autophagie führte dementspre-

chend zu einer Akkumulation von SQSTM1 und daraus resultierend zu einer Anhäufung von 

unterschiedlichen Polymeren des Substratrezeptors. 

Neben SQSTM1 wurde MAP1LC3B untersucht. Im WT wurde, wie zu erwarten, die unlipi-

dierte, lösliche Form von MAP1LC3B im Überstand nachgewiesen und die lipidierte, Vesi-

kel-assoziierte Form vorwiegend in der Pelletfraktion detektiert. Im Gegensatz dazu wurden 
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im ATG9A KO nicht nur lipidiertes, sondern auch unlipidiertes MAP1LC3B in der Pelletfrak-

tion nachgewiesen. Offensichtlich assoziierte unlipidiertes MAP1LC3B, dass im WT aus-

schließlich in der löslichen Fraktion detektiert wurde, im ATG9A KO mit hochmolekularen, 

pelletierbaren SQSTM1-Strukturen (Abbildung 20C). 

 

Abbildung 20 Die Proteinspiegel von SQSTM1 sind in ATG2A/B KO und ATG9A KO erhöht (A) Immuno-

blots von SQSTM1 und Tubulin aus HeLa WT-, ATG2A/B KO- und ATG9A KO-Zellen. (B) Die Immunoblots aus 

(A) wurden statistisch ausgewertet über eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach Tukey‘s. Dargestellt 

sind die Mittelwerte ± Standardabweichung aus n = 4. (C) Immunoblots von SQSTM1, SOD1 und MAP1LC3B 

aus HeLa WT- und ATG9A KO-Zellen. Die Proteinlysate wurden für die Untersuchung von Aggregaten aufbe-

reitet und die lösliche Fraktion (L) gegen die Pelletfraktion (P) aufgetragen. Als Kontrolle diente Gesamtzelllysat 

(GL). (D) Die Immunoblots der polymerer SQSTM1-Proteinspiegel in Hela WT- und ATG9A KO-Zellen wurden 

statistisch ausgewertet über den t-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen aus n = 3. 

* P < 0,05, *** P < 0,005. 

Immunozytochemische Untersuchungen zeigten eine Akkumulation von SQSTM1- und 

MAP1LC3B-positiven Strukturen in den ATG9A KO-Zellen (Abbildung 19C). Die proteinbio-

chemischen Analysen bestätigten die immunozytochemischen Studien und zeigten eine Ak-

kumulation von SQSTM1-Polyemeren und mit diesen assoziierten MAP1LC3BI (Abbildung 
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20). Zusammenfassend wurde angenommen, dass die Phagophorenbildung in ATG9A KO-

Zellen gestört war, weshalb polymeres SQSTM1 akkumulierte. Zusätzlich kam es zu einer 

gestörten Lipidierung von MAP1LC3B, welche dann in einer vermehrten Anreicherung von 

liquid-liquid-phase separation- und MAP1LC3B-SQSTM1-reichen Strukturen resultierte 

(Sun et al., 2018). 

 

Der Verlust von ATG2A und ATG2B sowie von ATG9A beeinträchtigte die Autopha-

gie unterschiedlich stark und führte in beiden KO-Modellen zur Akkumulation von 

SQSTM1 in Aggregat-ähnlichen Strukturen, in denen sich auch MAP1LC3B anrei-

cherte. 

3.2.2 Der Verlust von ATG9A beeinflusst die lysosomale Funktion, der Verlust von 

ATG2A/B nicht 

Der Verlust von ATG9A hatte schwerwiegenden Störungen in der Biogenese von Auto-

phagosomen zur Folge und der autophagische Flux war beinahe vollständig depletiert. Der 

Verlust von ATG2A und ATG2B führte zu einer stark reduzierten autophagischen Aktivität. 

Der Flux war zwar induzierbar, doch auch nach der Induktion der Autophagie erreichte er 

nicht die Effizienz des basalen autophagischen Fluxes von WT-Zellen. 

 

Abbildung 21 Die Spiegel lysosomaler Proteine sind in ATG2A/B KO-Zellen unverändert, in ATG9A KO-

Zellen erhöht (A) Immunoblots von LAMP2 und Cathepsin D (CTSD) mit Tubulin als Ladekontrolle von 

HeLa WT-, ATG2A/B KO- und ATG9A KO-Zellen. (B, C) Die Immunoblots von LAMP2 und CTSD wurden sta-

tistische ausgewertet über eine one-way ANOVA mit einem Posthoc-Test nach Tukey‘s. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± Standardabweichung aus n = 4. ns = nicht signifikant, ** P < 0,01. 

Die Einschränkungen der Makroautophagie ließen keine Aussage über die Effizienz ande-

rer Degradationswege zu. Die Makroautophagie stellt einen potenten Degradationsprozess 
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dar mit einem großen Portfolio verschiedenster Substrate, inklusive Organellen, die der lyso-

somalen Degradation zugeführt werden. Als alternative Degradationswege stehen das UPS, 

die Chaperon-vermittelte und -assoziierte Autophagie sowie die Mikroautophagie zur Verfü-

gung, wobei die autophagischen Prozesse direkt von der Funktionsfähigkeit des Lysosoms 

abhängig sind (Jin et al, 2013; Li et al., 2022). 

Um die Lysosomen in den ATG9A KO- und ATG2A/B KO-Zellen genauer zu analysieren, 

wurden zunächst die Proteinspiegel von LAMP2 und Cathepsin D (CTSD) untersucht (Ab-

bildung 21). LAMP2 ist ein lysosomales Transmembranprotein, das verschiedene Mole-

küle ins Lysosom transportiert (Terasawa et al, 2016). CTSD ist eine lysosomale, saure 

Protease und wird in ihrer Proform zum Lysosom transportiert (Zaidi et al, 2008). Dort wird 

sie prozessiert und die schwere Kette von CTSD entspricht dem aktiven Enzym (Bunk et 

al, 2021). 

In ATG2A/B KO-Zellen konnten keine signifikanten Veränderungen der Proteinspiegel von 

LAMP2 und CTSD beobachtet werden. Die ATG9A KO-Zellen dagegen zeigten signifikant 

erhöhte Proteinspiegel für LAMP2 und ein verstärktes Vorliegen der schweren Kette von 

CTSD (Abbildung 21B und C). 

Die Ergebnisse für LAMP2 und CTSD im ATG9A KO-Modell deuteten entweder auf eine 

erhöhte Anzahl aktiver Lysosomen hin oder auf eine Akkumulation nicht funktionsfähiger 

oder funktionseingeschränkter Lysosomen. Um die Funktionalität der Lysosomen zu über-

prüfen, wurde die enzymatische Aktivität der Lysosomen anhand der Substratumsetzung 

von Cathepsin B sowie Cathepsin D und E gemessen. Weiter wurde auch die Aktivität des 

Proteasoms quantifiziert. Das Proteasom kann die Autophagie bis zu einem Grad kompen-

sieren und Veränderungen der proteasomalen Aktivität können Hinweise auf Adaptionen 

geben (Raffeiner et al., 2023). Dabei wurden in allen Assays spezifische Substrate genutzt, 

bei deren erfolgreicher Spaltung durch die Cathepsine oder die proteasomalen Proteasen 

ein Fluorophor freigesetzt wurde (Gamerdinger et al., 2009). Durch die Quantifizierung des 

Fluorophors wurde die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. 

Interessanterweise wiesen ATG9A KO-Zellen eine signifikant verringerte Aktivität der 

Cathepsine D und E (Abbildung 22A und B) sowie von Cathepsin B auf (Abbildung 22 C und 

D). Dies deutete zusammen mit den erhöhten Proteinspiegeln von LAMP2 und CTSD (Ab-

bildung 21) daraufhin, dass nicht funktionsfähiger Lysosomen in ATG9A KO-Zellen vorla-

gen. Der Verlust von ATG9A beeinflusste also nicht nur die Biogenese der Autophagoso-

men, sondern auch die Funktionalität der Lysosomen. In ATG2A/B KO-Zellen zeigte sich 

lediglich eine Tendenz zu einer reduzierten Aktivität der lysosomalen Hydrolasen, die aller-

dings nicht signifikant war. Ähnlich wie bei der autophagischen Aktivität, die durch den Ver-

lust der Lipidtransferasen reduziert, aber noch vorhanden war im Gegensatz zu den 
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ATG9A KO-Zellen (Abbildung 17), war auch die lysosomale Aktivität deutlich weniger be-

einträchtigt. 

 

Abbildung 22 Die Aktivität lysosomaler Cathepsine ist in ATG9A KO-Zellen verringert, die Aktivität des 

Proteasoms ist unverändert In schwarz sind die Proben des WT, in Gelb des ATG2A/B KO und in Blau des 

ATG9A KO dargestellt. Die Negativkontrolle des Substratumsatzes ist in grau dargestellt. (A) Die Fluoreszenzin-

tensität des Substrates für die Cathepsine D und E wurde über Zeit erfasst. Je mehr Substrat umgesetzt wurde, 

desto höher wurde die Fluoreszenzintensität. (B) Die maximalen Umsatzgeschwindigkeit (vmax) kalkuliert aus 

den Fluoreszenzintensitäten über die Zeit aus (A) wurde über den t-Test statistisch ausgewertet. Dargestellt sind 

die Mittelwerte ± Standardabweichungen von vmax aus n = 3. (C) Die Fluoreszenzintensität des Substrates für 

die Cathepsin B wurde über Zeit erfasst. (D) Vmax kalkuliert aus den Fluorenszenzintensitäten über die Zeit aus 

(C) wurde über den t-Test statistisch ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen von 

vmax aus n = 3. (E) Die Fluoreszenzintensität des Substrates für das Proteasom wurde über Zeit erfasst. (F) Vmax 

kalkuliert aus den Fluorenszenzintensitäten über die Zeit aus (E) wurde über den t-Test statistisch ausgewertet. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen von vmax aus n = 4. ns = nicht signifikant, * P < 0,05. 

Die Aktivität des Proteasoms war weder in ATG2A/B KO- noch im ATG9A KO-Zellen sig-

nifikant verändert (Abbildung 22A), auch wenn in beiden KO-Modellen die Tendenz einer 

erhöhten Aktivität zu erkennen war (Abbildung 22B). Die Akkumulation von SQSTM1 und 

ubiquitiniertem Material kann das Proteasom überlasten und zu einer Inhibition der protea-
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somalen Aktivität führen. Gleichzeitig wurde beschrieben, dass das Proteasom die Autopha-

gie teilweise kompensieren kann (Korolchuk et al., 2009; Wang et al., 2013). In den unter-

suchten KO-Zellmodellen schien das Proteasom weder durch Proteinaggregate inhibiert zu 

sein noch einen signifikant kompensatorischen Effekt zu zeigen. 

Zusammenfassend wies das ATG9A KO-Modell schwerwiegende Beeinträchtigungen der 

Autophagie auf. Der autophagische Flux war signifikant reduziert und nicht induzierbar (Ab-

bildung 17C und D), während unlipidiertes MAP1LC3BI in den ATG9A KO-Zellen akkumu-

lierte (Abbildung 18). Auch SQSTM1 akkumulierte in den ATG9A KO-Zellen (Abbildung 20) 

und es wurden vergrößerte MAP1LC3B-SQSTM1-positive Strukturen, die keine Autopha-

gosomen waren, in den Zellen beobachtet (Abbildung 19). Daneben wurde gezeigt, dass 

die Funktion der Lysosomen in den ATG9A KO-Zellen beeinträchtigt war (Abbildung 22). 

Daher wurde das ATG9A KO-Modell für weitere Untersuchungen zur Modulation der auto-

phagischen Aktivität durch Lipide ausgeschlossen. 

 

Der Verlust von ATG9A führte neben den Störungen autophagischer Prozesse auch 

zu einer gestörten Funktionalität der Lysosomen. Obwohl erhöhte Proteinspiegel von 

LAMP2 und der schweren Kette von CTSD detektiert werden konnte, war die Enzym-

aktivität verschiedener Cathepsine signifikant verringert. Die ATG2A/B KO-Zellen zeig-

ten keine Veränderungen der lysosomalen Enzymaktivität. Das Proteasom war weder 

im ATG2A/B KO-Modell noch in den ATG9A KO-Modell in seiner Aktivität modifiziert, 

auch wenn eine tendenziell erhöhte Enzymaktivität beobachtet werden konnte. 

3.2.3 Die Regulation von ATG9A in ATG2A/B KO- und RAB18 KO-Zellen 

Neben der Analyse des autophagischen Fluxes und der lysosomalen Funktion, wurde in 

ATG2A/B KO-Zellen auch ATG9A untersucht. Da in ATG2A/B KO-Zellen aufgrund des feh-

lenden Lipidtransfers vom ER an die Phagophorenmembran die Lipidhomöostase gestört 

war, wurden die Proteinspiegel und die Lokalisation von ATG9A untersucht. ATG9A-positive 

Vesikel sind eine Lipidquelle für die Phagophorenmembran (Orsi et al., 2012). Eine Verän-

derung der ATG9A-Proteinspiegel oder eine veränderte Lokalisation von ATG9A konnte auf 

eine kompensatorische Modulation hindeuten, um die Versorgung der Phagophorenmemb-

ran mit Lipiden aufrechtzuerhalten. 

Tatsächlich waren die Proteinspiegel von ATG9A im ATG2A/B KO-Zelllysat signifikant er-

höht im Vergleich zum WT unter basalen Bedingungen (Abbildung 23A und B). Erhöhte 

Proteinspiegel gaben allerdings keinen Hinweis auf eine veränderte Aktivität von ATG9A. 

Diese wird vor allem über posttranslationale Modifikationen wie die Phosphorylierungen von 

SRC-Kinase und ULK-Komplex gesteuert (Zhou et al., 2017). 
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Abbildung 23 In ATG2A/B KO-Zellen sind die ATG9A-Proteinspiegel erhöht und die Lokalisation von 

ATG9A ist verändert (A) Immunoblots von ATG2A, ATG2B, ATG9A mit Tubulin als Ladekontrolle aus HeLa 

WT-, ATG2A/B KO- und ATG9A KO-Zellen. Repräsentativ für n = 4. (B) Statistische Auswertung der Immuno-

blots von ATG9A über den t-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen aus n = 3. (C und 

D) Immunozytochemische Färbungen von ATG9A (Grün), GM130 (Rot) und Dapi (Blau). Die Aufnahmen zeigen 

Zellen unter basalen Autophagie-Bedingungen und sind repräsentativ für n = 3. Maßstäbe entsprechen 20 und 

2 µm. Dargestellt sind HeLa WT (C) und HeLa ATG2A/B KO Zellen (D). ** P < 0,01 

In immunozytochemischen Färbungen, die in Abbildung 23C und D dargestellt sind, wurde 

gezeigt, dass ATG9A schon unter basalen Autophagiebedingungen in den ATG2A/B KO-

Zellen perinukleär und in Strukturen außerhalb des Golgi Apparates akkumulierte. Span-

nenderweise kolokalisieren diese ATG9A-positiven Strukturen in bereits publizierten Stu-

dien mit MAP1LC3B und SQSTM1 (Olivas et al., 2023). ATG9A war zudem in distinkten 

Punctae in den ATG2A/B KO-Zellen im gesamten intrazellulären Raum lokalisiert. Dies er-

härtete die Theorie, dass die Aktivität von ATG9A nach Verlust von ATG2A/B bereits unter 

basalen Bedingungen verändert war. 

 

In Kapitel 3.1.3 wurde gezeigt, dass Sphingomyelin die Autophagie modulierte und dieser 

Prozess von ATG9A und dem ATG9A-positven Vesikeltransfer abhängig war. In 

ATG2A/B  KO-Zellen wurden erhöhte Proteinspiegel von ATG9A nachgewiesen und ATG9A 

zeigte eine veränderte intrazelluläre Lokalisation außerhalb des Golgi Apparates unter ba-

salen Autophagie-Bedingungen, die auf eine gesteigerte Aktivität hinwiesen. Des Weiteren 

war der ATG2A/B KO mit Störungen der Lipidversorgung zur Phagophore vom ER ein her-

vorragendes Modell, um die Modulation der autophagischen Aktivität durch SM als einem 

Phospholipid, das nicht vom ER an die Phagophore geliefert wird, genauer zu betrachten. 
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Ein zusätzliches zelluläres Modellsystem einer gestörten Lipidhomöostase mit Modifikati-

onen der Aktivität von ATG9A sind die bereits beschriebene RAB18 KO-Zellen (Bekbulat et 

al., 2020). RAB18 gehört zur Familie der RAB-GTPasen und ist unter anderem an Lipid-

tröpfchen und dem ER lokalisiert. Im aktiven Zustand vermittelt RAB18 die Fusion von Lip-

idtröpfchen mit dem ER. Dies resultiert in einer verstärkten Mobilisation von Fettsäuren aus 

Triacylglyceriden. Die Fettsäuren werden unter anderem für die Synthese von Lipiden ge-

nutzt. Der Verlust von RAB18 verhindert die erfolgreiche Fusion von Lipidtröpfchen und ER, 

so dass Fettsäuren nicht mobilisiert werden können und Lipidtröpfchen in der Zelle akkumu-

lieren. Dies hat sekundär zur Folge, dass auch die Lipidzufuhr vom ER zur Phagophore 

gestört ist. Unter basalen Autophagie-Bedingungen ist keine Veränderung des autophagi-

schen Fluxes zwischen RAB18 KO-Zellen und WT-Zellen festzustellen (Bekbulat et al., 

2020) (Abbildung 24A). Allerdings ist der autophagische Flux nach Verlust von RAB18 nicht 

mehr induzierbar. Während die Proteinspiegel von MAP1LC3BII in WT-Zellen unter EBSS 

und Bafilomycin A1 deutlich ansteigen, zeigt sich in RAB18 KO-Zellen kein Unterschied der 

autophagischen Aktivität zwischen basalen und induzierenden Bedingungen (Bekbulat et 

al., 2020) (Abbildung 24A und B). 

 

Abbildung 24 Der Verlust von RAB18 beeinträchtigt die Autophagie (A) Immunoblots von SQSTM1, 

RAB18, MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. Die Zellen wurden 2 h in Kulturmedium oder EBSS mit DMSO 

oder Bafilomycin A1 inkubiert. Repräsentativ für n = 4. (B) Statistische Auswertung des autophagischen Fluxes 

anhand des Immunoblots von MAP1LC3B aus (A) über one-way ANOVA. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan-

dardabweichung aus n = 4. ns = nicht signifikant, * P < 0,05. Modifiziert nach Bekbulat et al., 2020. 

Um die gestörte Lipidversorgung vom ER zur Phagophore zu kompensieren, weist ATG9A 

eine erhöhte Aktivität auf. Dadurch gelingt die Aufrechterhaltung der basalen Autophagie. 

Diese Aktivierung wird über die Phosphorylierung von Y8 von ATG9A vermittelt (Zhou et al., 

2017). Die totalen ATG9A-Proteinspiegel zwischen WT-Zellen und RAB18 KO-Zellen sind 
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vergleichbar unter basalen und Autophagie-induzierenden Bedingungen. In RAB18 KO-Zel-

len ist allerdings ATG9A schon unter basalen Autophagiebedingungen verstärkt an Y8 phos-

phoryliert. Eine Steigerung der Phosphorylierung unter Autophagie-induzierenden Bedin-

gungen wird nicht beobachtet (Abbildung 25A und B). 

 

Abbildung 25 Der Verlust von RAB18 erhöht die Aktivität von ATG9A (A) Immunoblots von pY8 ATG9A, 

ATG9A, RAB18 mit Tubulin als Ladekontrolle. Die Zellen wurden 2 h in EBSS inkubiert. (B) Statistische 

Auswertung der Immunoblots aus (A) über one-way ANOVA. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± Standardabweichungen aus n = 4. ns = nicht signifikant, ** P < 0,01. Modifiziert nach Bekbulat et 

al., 2020. 

Um die Modulierung des autophagischen Fluxes durch Sphingomyelin besser zu verste-

hen und genauer zu untersuchen, standen zwei Modelle mit Modifikationen von ATG9A zur 

Verfügung. In ATG2A/B KO-Zellen waren die Proteinspiegel und möglicherweise die Aktivi-

tät von ATG9A verändert und in RAB18 KO-Zellen war die Aktivität von ATG9A erhöht. 

 

Der Verlust von ATG2A/B führte neben einer reduzierten, aber induzierbaren auto-

phagischen Aktivität auch zu einer Regulierung der ATG9A-Proteinspiegel und einer 

veränderten Lokalisation von ATG9A. Das RAB18 KO-Zellmodell wurde für weitere Un-

tersuchungen zur Modulierung der autophagischen Aktivität durch Sphingomyelin ein-

geführt. Der Verlust von RAB18 führt zu einem nicht induzierbaren autophagischen Flux 

sowie einer erhöhten Aktivität von ATG9A durch eine erhöhte Phosphorylierung an Y8. 
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3.3 Sphingomyelin moduliert die autophagische Aktivität auch in Autophagie-gestörten 

Modellen 

In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, dass SM in HeLa WT-Zellen die autophagische Aktivität unter 

basalen Bedingungen sowie unter Nährstoffentzug positiv modulierte. Darüber hinaus wur-

den Hinweise darauf gewonnen, dass der positive Effekt von SM auf die Autophagie von 

ATG9A abhängig ist. In Kapitel 3.2 wurden genetische Depletionsmodelle charakterisiert, 

deren autophagische Aktivität stark eingeschränkt war und die einen erhöhten Proteinspie-

gel von ATG9A oder eine erhöhte Aktivität von ATG9A aufwiesen. 

Um weiter zu untersuchen, ob SM die autophagische Aktivität über den ATG9A-positiven 

Vesikeltransfer modulierte, wurde im Folgenden der Einfluss des Sphingolipids in 

ATG2A/B KO- und RAB18 KO-Zellen evaluiert. 

 

Abbildung 26 Sphingomyelin kolokalisiert in ATG2A/B KO- und in RAB18 KO-Zellen mit MAP1LC3B 

und mCherryATG9A BODIPY-SM ist in grün dargestellt, DAPI in Blau. Die Maßstäbe betragen 2 und 20 µM. 

(A) MAP1LC3B (Rot) und SM kolokalisieren in WT-Zellen (i), ATG2A/B KO-Zellen (ii) und RAB18 KO-Zellen (iii). 

(B) mCherryATG9A kolokalisiert mit SM in allen drei Zellmodellen. Die gezeigten Darstellungen sind repräsen-

tativ für n = 3. 

In Kapitel 3.1.1 wurde für HeLa WT-Zellen gezeigt, dass SM sowohl mit MAP1LC3B als 

auch mCherryATG9A kolokalisiert. Es wurde nun untersucht, ob SM mit Autophagie-asso-

ziierten Proteinen kolokalisierte, wenn es zu einem Verlust von ATG2A/B oder RAB18 und 

damit zu einer Störung der Lipidhomöostase und der autophagischen Prozesse in den Zel-

len kam. Auch in den KO-Modellen kolokalisierte SM sowohl mit MAP1LC3B positiven als 

auch mit ATG9A-positiven Strukturen (Abbildung 26). Weder der Verlust von ATG2A/B noch 
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der von RAB18, die zu veränderten Proteinspiegeln oder einer erhöhten Aktivität von ATG9A 

in den Zellen führten, hatten einen Einfluss auf die Lokalisation von SM in MAP1LC3B-po-

sitiven Strukturen (Abbildung 26A) und in ATG9A-positiven Vesikeln (Abbildung 26B). Die 

Störungen der Lipidhomöostase zeigte also keine Auswirkungen auf die intrazelluläre Ver-

teilung von SM. 

Im Weiteren wurde der Einfluss von SM auf die autophagische Aktivität in beiden KO-Mo-

dellen untersucht. Interessanterweise verursachte SM in RAB18 KO-Zellen eine Verstär-

kung des autophagischen Fluxes sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Auto-

phagie-Induktion. In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass sich der autophagische Flux in 

RAB18 KO-Zellen allein durch Nährstoffentzug nicht induzieren lässt (Bekbulat et al., 2020). 

Die zusätzliche Behandlung mit SM modulierte allerdings die autophagische Aktivität auch 

unter Autophagie-induzierenden Bedingungen positiv. Da auch gezeigt ist, dass ATG9A in 

diesem Modell eine erhöhte Aktivität aufweist (Bekbulat et al., 2020), unterstrich dies die 

Theorie, dass ATG9A für den grundlegenden Mechanismus verantwortlich ist, durch den 

Sphingomyelin die Autophagie beeinflusst. 

In ATG2A/B KO-Zellen wurde die autophagischen Aktivität durch die Behandlung mit SM 

erst nach Autophagie-Induktion gefördert (Abbildung 27). Im ATG2A/B KO war der autopha-

gische Flux unter basalen Bedingungen trotz Sphingomyelinbehandlung nicht beeinflusst 

(Abbildung 27B). Erst die Kombination aus Nährstoffentzug und SM-Behandlung modulierte 

die autophagische Aktivität positiv. Unter basalen Bedingungen lag in den ATG2A/B KO-

Zellen ATG9A teilweise geclustert vor (Olivas et al., 2023) (Abbildung 23D). Dies gab 

allerdings keinen Aufschluss über die Phosphorylierungen und somit die Aktivität von 

ATG9A. Allerdings wiesen immunzytochemischen Analysen daraufhin, dass ATG9A 

vermehrt in Vesikel in den ATG2A/B KO-Zellen vorlag (Abbildung 23D). Demnach konnte 

vermutet werden, dass die Induktion der Autophagie und die daraus resultierende 

zusätzliche Phosphorylierung notwendig waren, um ATG9A verstärkt zu aktivieren und 

dessen Mobilisierung zu fördern. Durch die additive Aktivierung von ATG9A und die 

Vergrößerung des ATG9A-positiven Vesikelpools konnte SM die autophagische Aktivität 

schließlich positiv modulieren (Abbildung 27C). 
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Abbildung 27 Sphingomyelin fördert den autophagischen Flux in ATG2A/B KO-Zellen und in 

RAB18 KO-Zellen (A) Immunoblots von ATG2B, ATG2A, ATG9A, MAP1LC3B, RAB18 und Tubulin nach Be-

handlung mit 500 nM BODIPY-SM für 2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit delipidi-

siertem Serum und EBSS. (B, C) Statistische Auswertung des autophagischen Fluxes anhand des Immunoblots 

von MAP1LC3B aus (A) mit Bezug zur jeweiligen DMSO-Kontrolle über eine one way ANOVA mit dem Posthoc-

Test nach Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ±Standardabweichungen aus n = 3 bzw. n = 6. ns = nicht sig-

nifikant, ** P < 0,01, *** P < 0,005. 
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Faszinierenderweise wiesen beide KO-Modelle nach Behandlung mit SM unter 

Autophagie-induzierenden Bedingungen einen ähnlich starken autophagischen Flux auf wie 

der WT ohne SM (Abbildung 28). Beide Depletionsmodelle zeigten ohne Supplementation 

von SM eine deutlich verringerte autophagische Aktivität unter Autophagie-induzierenden 

Bedingungen verglichen mit dem WT, doch durch die Behandlung mit SM wurde erstmals 

ein autophagischer Flux auf Höhe des WT unter Autophagie-Induktion erzielt (Abbildung 17 

und Abbildung 24). Dies lies vermuten, dass die kurzzeitige Behandlung mit SM 

Mechanismen aktivierte und unterstützte, die die Autophagie über die Induzierbarkeit durch 

Hungerbedingungen hinaus steigerte. 

Anhand der gezeigten Veränderungen der ATG9A-Proteinspiegel und -Aktivität in den KO-

Modellen ließ sich die Hypothese weiter bestätigen, dass SM über den ATG9A-

Vesikeltransport die Autophagie modulieren und SM den ATG9A-Vesikeltransport zusätzlich 

zu den Hungerbedingungen steigern konnte. 

 

In ATG2A/B KO- und RAB18 KO-Zellen erhöhte Sphingomyelin den autophagischen 

Flux nach Induktion der Autophagie. In RAB18 KO-Zellen wurde zudem die autophagi-

sche Aktivität auch unter basalen Bedingungen verstärkt. Da die Aktivität bzw. Lokali-

sation von ATG9A sowohl im ATG2A/B KO-Modell als auch im RAB18 KO-Modell ver-

ändert war, untermauerten diese Ergebnisse die Hypothese, dass die Modulationen von 

ATG9A für den erhöhten autophagischen Flux verantwortlich waren. 

  

Abbildung 28 Sphingomyelin erhöht 

den autophagischen Flux unter Auto-

phagie-induzierenden Bedingungen in 

den KO-Zelllinien auf ein vergleichbares 

Niveau zum unbehandelten wt ohne 

Sphingomyelin Statistische Auswertung 

der in Abbildung 27 gezeigten Immunoblots 

von MAP1LC3B für EBSS mit Normierung 

auf HeLa wt DMSO über eine one way A-

NOVA mit dem Posthoc-Test nach Tukey‘s. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan-

dardabweichungen aus n = 3 bzw. n = 6. 

ns = nicht signifikant, * P < 0,05, 

** P < 0,01, *** P < 0,005. 
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3.4 Anpassungen des Isolationsprotokolles ermöglichen die Isolation distinkterer Auto-

phagosomen-Populationen und auch anderer Organellen 

Autophagosomen sind einzigartige, doppelmembranöse Vesikel. Sie werden de novo ge-

bildet und die dafür notwendigen Lipide werden von unterschiedlichsten Kompartimenten 

und Organellen an die Phagophorenmembran transportiert. Während ihrer Biogenese wer-

den ATG8-Proteine an PE konjugiert und in die Autophagosomenmembran eingebaut 

(Shpilka et al., 2011). Störungen in der Lipidverfügbarkeit führen zu Störungen der autopha-

gischen Aktivität (Kern & Behl, 2020; Menzies et al, 2017). Das exakte Lipidprofil humaner 

autophagosomaler Membranen und welche Lipide welcher Lipidquelle entstammen, ist al-

lerdings bisher kaum beschrieben. 

In einer vorrangegangenen Studie wurde das Phospholipidom humaner autophagischer 

Vesikel anhand eines targeted approach näher untersucht (Schmitt et al., 2022). Das nach-

gewiesene Lipidprofil dieser autophagischen Vesikel unterschied sich signifikant von dem 

des Gesamtzelllysats. Darüber hinaus wurde aber kein Einfluss Autophagie-modulierender 

Bedingungen auf das Lipidprofil autophagischer Vesikel nachgewiesen (Abbildung 9A). Dies 

unterstrich die Relevanz einer distinkten Lipidkomposition autophagischer Vesikel für deren 

Funktionalität. Daher sollte als nächstes das Lipidprofil von Autophagosomen aus Modellen 

untersucht werden, die durch eine Störung in der Lipidversorgung der Phagophore charak-

terisiert waren. In den ATG2A/B KO-Zellen war der Lipidtransfer vom ER an die Phagophore 

gestört, in den ATG9A KO-Zellen waren ATG9A-positive Vesikel als Keim der Phagophore 

und Lipidquelle nicht verfügbar (Noda, 2021). 

Die Funktionalität eines Autophagosoms wird unter anderem über dessen Fähigkeit, mit 

Lysosomen für die Degradation des Cargos zu fusionieren, bestimmt (Aman et al., 2021). 

Um die Funktionalität der autophagischen Vesikel näher bestimmen zu können, verlagerte 

sich der Fokus auch auf die Isolation von reifen, azidifizierten Lysosomen. Für die Anreiche-

rung autophagischer Vesikel wurden Zellen standardmäßig mit Bafilomycin A1 behandelt 

und Proteaseinhibitor zu den Proben gegeben, um die Ansäuerung von Lysosomen und die 

Fusion von Autophagosomen und Amphisomen mit Lysosomen zu inhibieren und der even-

tuellen Verdauung relevanter Proteine an und in Vesikeln vorzubeugen. Die Isolation von 

autophagischen Vesikeln und Lysosomen zur Untersuchung der Fähigkeit zur Fusion erfor-

derte nun eine Isolation dieser Vesikel ohne jedwede Behandlung, die die Fusion oder die 

lysosomalen Enzyme beeinträchtigen könnte. 

 

Im Folgenden wurde das Aufreinigungsprotokoll autophagischer Vesikel optimiert, um dis-

tinkte Populationen von Autophagosomen zu isolieren, auch andere Organellen anreichern 

zu können und die Proteine der aufgereinigten Vesikel auf Immunoblots besser darzustellen. 
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3.4.1 Fluoreszenzgekoppelte Lipide sind ein zusätzlicher Marker für Autophagosomen 

Autophagosomen werden während ihrer de novo Synthese um Substrate herum gebildet 

und daneben werden Substrate zum entstehenden Autophagosom transportiert (Aman et 

al., 2021; Mancias & Kimmelman, 2016). 

Während der Analyse des Phospholipidprofils der autophagischen Vesikel wurde vermu-

tet, dass lipidhaltige Substrate innerhalb der Autophagosomen die Ergebnisse beeinfluss-

ten. Dementsprechend wurde nach einer Methode gesucht, die es ermöglichte, Membranen 

mit konjugiertem MAP1LC3BII von anderen Membranen unterscheiden und trennen zu kön-

nen. Hierfür wurden autophagische Vesikel aus Zellen isoliert, die mit Fluorophor-gekoppel-

tem PE behandelt wurden. Wie in Abbildung 14B gezeigt werden konnte, wurde PE in die 

autophagosomale Membran integriert. Damit war das Phospholipid PE neben den ATG8-

Proteinen (allGABARAPs) ein zusätzlicher, potenzieller Selektionsmarker für autophagische 

Vesikel am Durchflusszytometer. 

 

Für die Isolation autophagische Vesikel wurden die Zellen wie bereits beschrieben mit PE 

behandelt und standardmäßig für die durchflusszytometrische Isolation vorbereitet, wobei 

die Gating-Strategie für die Lipid-gefärbten Vesikel angepasst wurde. Die Messungen am 

Durchflusszytometer zeigten keine Abweichungen im Vergleich zu nicht mit Lipiden gefärb-

ten Proben. Auch wenn die Populationen der allGABARAPs-positiven Vesikel wie auch die 

der PE-positiven Vesikel jede für sich betrachtet einen hohen Anteil der POI stellten, so war 

die Population der doppelpositiven Vesikel deutlich geringer (Abbildung 7). Die Doppelfär-

bung diskriminierte also bereits am Durchflusszytometer einen erheblichen Teil einfach po-

sitiver Strukturen. 

Die Qualität der Isolation wurde mittels Immunoblot-Analysen untersucht. Dabei wurde 

kein Unterschied zwischen Isolaten festgestellt, die mit oder ohne PE aufgereinigt wurden. 

Die Reinheit der Isolatfraktionen wurde durch den Ausschluss der unlipidierten Form von 

MAP1LC3B, sowie von SOD1 (Superoxiddismutase 1) und Tubulin bestätigt (Abbildung 29). 

SOD1 ist ein im Zytosol vorliegendes Protein, das als Kontrolle genutzt wurde, um zytosoli-

sche Rückstände nachzuweisen. Das Auftreten der lipidierten Form von MAP1LC3B in den 

Abbildung 29 Isolation autophagische Vesikel mit-

tels eines Fluorophor-gekoppelten Lipides Immuno-

blots von MAP1LC3B, SOD1 und Tubulin. Geladen wur-

den je 5*106 autophagische Vesikel (AV) im Vergleich 

zum Gesamtzelllysat (GL) aus ohne und PE behandelten 

Zellen. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ 

für n = 5. 
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Isolaten zeigte zusätzlich, dass Autophagosomen isoliert wurden. Die Markierung autopha-

gischer Vesikel mit Fluorophor-gekoppelten PE ermöglichte somit ihre erfolgreiche Aufreini-

gung. 

 

Autophagische Vesikel wurden in Kombination von allGABARAPs und Phos-

phatidylethanolamin isoliert. Lipide als zusätzlicher Selektionsmarker bei der Aufreini-

gung von Autophagosomen erlauben eine Diskriminierung zwischen Autophagosomen 

und anderen Strukturen. 

3.4.2 Der Verlust von ATG9A verhindert die Aufreinigung autophagischer Vesikel 

Die Phagophore bildet sich am ER aus dem Omegasom und wird während des Wachstums 

von verschiedenen Quellen mit Lipiden versorgt. ATG2A und ATG2B transferieren Lipide 

vom ER und ATG9A-positive Vesikel liefern Lipide an die Phagophorenmembran (Noda, 

2021). Der Verlust von ATG2A/B und ATG9A stört die Lipidversorgung und beeinträchtigt 

die autophagische Aktivität (Imai et al., 2016; Valverde et al., 2019) (Abbildung 17). 

Um untersuchen zu können, wie die gestörte Lipidhomöstase die Lipidkomposition der Au-

tophagosomen beeinflusst, wurden autophagische Vesikel aus ATG9A KO- und ATG2A/B-

KO-Zellen isoliert (Abbildung 30). 

 

Die Isolate und deren Qualität wurden im Immunoblot untersucht. Dabei wurde gezeigt, 

dass autophagische Vesikel aus Hela WT-Zellen und ATG2A/B KO-Zellen erfolgreich auf-

gereinigt wurden – lipidiertes MAP1LC3B sowie SQSTM1 wurden in den aufgereinigten 

Fraktionen nachgewiesen, wohingegen unlipidiertes MAP1LC3B, SOD1 und Tubulin aus-

geschlossen wurden (Abbildung 30). 

In den Isolatfraktion aus ATG9A KO-Zellen wurde ebenfalls lipidiertes MAP1LC3B und 

SQSTM1 detektiert, während SOD1 und Tubulin ausgeschlossen wurden. Allerdings wurde 

Abbildung 30 Isolate autophagischer 

Vesikel aus HeLa WT und KO-Zelllinien Im-

munoblots von SQSTM1, Tubulin, SOD1 und 

MAP1LC3B von Gesamtzelllysat (GL) aus 

HeLa WT und autophagische Vesikeln (AV) 

aus HeLa WT-Zellen, ATG9A KO- und 

ATG2A/B KO-Zellen behandelt mit 2 µM Bafi-

lomycin A1 für 2 h. Es wurden je 2*106 auto-

phagische Vesikel pro Probe geladen. Die 

dargestellten Immunoblots sind repräsentativ 

für n = 3. 
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nach wie vor unlipidiertes MAP1LC3B nachgewiesen (Abbildung 30). Obwohl es nicht lipi-

diert war, wurde es zytometrisch erkannt und aufgereinigt. Die Aufreinigung anhand von 

ATG8-Proteinen war nicht ausreichend, um reine Autophagosomen aus ATG9A KO-Zellen 

zu isolieren. 

Es wurde vermutet, dass das unlipidierte MAP1LC3B in der Isolatfraktion der ATG9A KO-

Zellen aus den MAP1LC3B-SQSTM1-positiven Aggregaten stammte, die schon in Abbil-

dung 19 visualisiert wurden und von denen bereits in Abbildung 20 per Immunoblot gezeigt 

wurde, dass sie wie Autophagosomen anhand ihrer Dichte angereichert werden konnten. 

Allerdings ist bisher nicht beschrieben, ob Lipide in die MAP1LC3B-SQSTM1-positiven Ag-

gregate integriert sind (Runwal et al., 2019). Da ATG8-Proteine allein kein ausreichendes 

Selektionskriterium für Autophagosomen aus ATG9A KO-Zellen waren, wurde Fluorophor-

gekoppeltes PE als zusätzlicher Marker für die Aufreinigung von Autophagosomen inkludiert 

(siehe Kapitel 3.4.1). Die Kombination aus der Selektion für ATG8-Protein und PE sollte die 

Spezifität für Autophagosomen in der Durchflusszytometrie erhöhen und die Aggregate dis-

kriminieren. Nichtsdestotrotz wurde auch mit diesem Ansatz keine reine Autophagosomen-

population aus ATG9A KO-Zellen isoliert. SOD1 und Tubulin wurden im Immunoblot weiter-

hin ausgeschlossen und lipidiertes MAP1LC3B wurde nachgewiesen, was den Erfolg der 

Isolation bestätigte. Doch auch mit PE als zusätzlichem Selektionsmarker wurde unlipidier-

tes MAP1LC3B in den Isolaten detektiert (Abbildung 31A). 

Da bisher keine Integration von Lipiden in die MAP1LC3B-SQSTM1-positiven Strukturen 

beschrieben wurde (Runwal et al., 2019), wurde die Verteilung von Fluorophor-gekoppelten 

Lipiden in ATG9A KO-Zellen zusammen mit MAP1LC3B genauer untersucht. Sowohl PE 

als auch PC wurden genauer betrachtet, da beide Lipide im Phospholipidom der Autopha-

gosomen nachgewiesen wurden (Abbildung 9) und eine Kolokalisation von MAP1LC3B in 

HeLa WT-Zellen bereits gezeigt wurde (Abbildung 13 und Abbildung 14). Immunfluores-

zenzaufnahmen der ATG9A KO-Zellen bestätigten, dass in die MAP1LC3B-SQSTM1-Ag-

gregate Lipide integriert waren. Nicht nur PE, auch PC kolokalisierte mit MAP1LC3B. Dabei 

waren die Lipide nicht nur in kleineren Punctae, sondern auch in den vergrößerten Struktu-

ren, die MAP1LC3B positiv waren, lokalisiert (Abbildung 31B und C). Die Aufreinigung reiner 

autophagischer Vesikel war somit auch mit der Kombination aus allGABARAPs und PE als 

Selektionsmarker nicht möglich. 

Da sich keine reine Autophagosomen aus den ATG9A KO Zellen isolieren ließen, wurde 

dieses Modell für die Untersuchung des Lipidprofils von Autophagosomen als ungeeignet 

betrachtet. Allerdings bot es die Möglichkeit, in späteren Studien ATG9A genauer zu unter-

suchen, indem Plasmide transkribierend für bspw. mit Fluorophor-gekoppeltem ATG9A mit 

spezifischen Punktmutationen oder Teildeletion eingebracht werden an strukturellen Stellen 
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im Protein, die eine entscheidende Beeinflussung der Funktion von ATG9A nach sich zie-

hen. 

 

Abbildung 31 Lipide sind in die nicht-autophagosomalen MAP1LC3B-positive Strukturen in den 

ATG9A KO-Zellen integriert (A) Immunoblots von MAP1LC3B, SOD1 und Tubulin. Es wurden Gesamtzellly-

sate (GL) und 2*106 autophagische Vesikel (AV) aus ATG9A KO-Zellen ohne und mit PE-Behandlung geladen. 

Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für drei voneinander unabhängige Versuche. Repräsentativ für 

n = 4. (B, C) Immunozytochemische Färbungen von PC (B) und PE (C), jeweils in Grün dargestellt, zur Unter-

suchung der Kolokalisation mit MAP1LC3B (Rot) in ATG9A KO-Zellen. Die Zellkerne sind in Blau dargestellt. 

Maßstäbe = 20 und 2 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repäsentativ für je n = 3. 

 

Die Isolation autophagischer Vesikel aus ATG9A KO-Zellen war nicht möglich. Auch 

die Kombination von allGABARAPs und Phosphatidylethanolamin erlaubte keine Dis-

kriminierung zwischen Autophagosomen und Strukturen positiv für unlipidiertes 

MAP1LC3B. 

3.4.3 Optimierungen der Isolation ermöglichen die Aufreinigung reiner Autophagosomen 

Das Protokoll zur Isolation der Autophagosomen wurde an drei Stellen überprüft. Erstens 

wurden die Zellen üblicherweise im Vorfeld der Isolation autophagischer Vesikel mit Bafilo-

mycin A1.behandelt, damit eine möglichst große Zahl autophagischer Strukturen in der Zelle 

vorliegt. Da dies jedoch auch darin resultierte, dass Amphisomen – also das Fusionsprodukt 

aus Autophagosomen und Endosomen – in den Zellen akkumulierten, wurde auf die Be-

handlung mit Bafilomycin A1 verzichtet. 

Zweitens wurden Pufferbedingungen abgeändert. Die Proteine autophagischer Vesikel 

wurden standardmäßig nach der Isolation durch die Durchflusszytometrie präzipitiert. Durch 

die Resuspension der Proteinpräzipitate in Ureapuffer, kam es zu Veränderungen im Lauf-

verhalten niedermolekularer Proteine in der SDS-PAGE. Die lipidierte Form von MAP1LC3B 
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lief deswegen etwas höher als die des Gesamtlysates (Schmitt et al., 2022). Für eine bes-

sere Analyse der Formen von MAP1LC3B wurde eine adaptierte Präzipitation mit einem 

alternativen Ladepuffer getestet. 

Die autophagischen Vesikel wurden bisher vorwiegend allein über ein ATG8-Protein sor-

tiert (Schmitt et al., 2022). Um die Spezifität der Antikörper-vermittelten Isolation zu erhöhen 

und beispielsweise nicht-autophagische Vesikel, die MAP1LC3B-positiv sind, auszuschlie-

ßen (Heckmann et al, 2019; Sanjuan et al, 2007), wurde drittens und letztens eine Doppel-

färbung mit zwei unterschiedlichen Antikörpern etabliert. An die autophagosomale Membran 

sind stets mehrere ATG8-Proteine konjugiert. Daher wurden Autophagosomen mit Antikör-

pern gegen MAP1LC3B und allGABARAPs gefärbt und isoliert (Jacquet et al., 2021). 

 

Um zu verhindern, dass Amphisomen in den Zellen akkumulierten, wurden Isolate aus 

Zellen ohne Behandlung mit Bafilomycin A1 aufgereinigt. Die nachfolgende Analyse der Iso-

late im Immunoblot wies die lipidierte Form von MAP1LC3B nur schwach nach, während 

SQSTM1 nach wie vor detektierbar war. Die Kontrollproben mit Isolaten, die aus mit Bafilo-

mycin A1 behandelten Zellen aufgereinigt waren, zeigten klar nachweisbar lipidiertes 

MAP1LC3B (Abbildung 32A). Dies war ein Hinweis darauf, dass die Akkumulation der Au-

tophagosomen und Amphisomen zu einer Verschiebung der Balance zwischen der Lipidie-

rung und Delipidierung von ATG8-Proteinen führte (Nakatogawa et al, 2012). Dadurch 

konnte erklärt werden, warum bei gleichen SQSTM1-Proteinspiegeln die Proteinmenge von 

lipidiertem MAP1LC3B pro Autophagosom unter Bafilomycin A1 höher war als ohne. Zur 

Überprüfung dieser Hypothese fehlten aber weiterführende Versuche. Auch wenn SQSTM1 

als Autophagierezeptor detektierbar war, wurden Zellen für die Isolation von autophagischen 

Vesikeln weiterhin mit Bafilomycin A1 behandelt. 

Im Weiteren wurde die Chloroform:Methanol-Fällung und die Proteinresuspension nach 

der Präzipitation optimiert, um das veränderte Laufverhalten der niedermolekularen Proteine 

in der SDS-PAGE zu verhindern. Dafür wurden zum einen Isolate nach etablierter Methode 

präzipitiert und vergleichend dazu nach einer ähnlichen Präzipitationsmethode basierend 

auf einer weiteren Chloroform:Methanol-Methode (Wessel & Flugge, 1984). Zum anderen 

wurden die Präzipitate nicht nur in Urea-Puffer, sondern auch in DTT-Ladepuffer resuspen-

diert (Koontz, 2014). Zur Analyse der Effekte der angepassten Präzipitation und der verän-

derten Resuspension wurde MAP1LC3B im Immunoblot untersucht. In Urea-CHAPS-Puffer 

wurde wie erwartet ein veränderte Laufverhaltens für lipidiertes MAP1LC3B beobachtet, un-

abhängig von der Präzipitation (Abbildung 32B). Im DTT-Ladepuffer nach Koontz dagegen 

liefen die lipidierten Formen von MAP1LC3B im Gesamtzelllysat und im Isolat auf einer 
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Höhe (Koontz, 2014). Daneben erschienen Proben, die mit der veränderten Chloroform:Me-

thanol-Fällung nach Wessel und Flugge präzipitiert wurden, stärkere Proteinbanden zu er-

geben (Wessel & Flugge, 1984). 

 

Abbildung 32 Optimierungen des Isolationsprotokolles (A) Immunoblots für SQSTM1 und MAP1LC3B mit 

Gesamtzelllysat und 5*106 autophagischen Vesikeln isoliert mit allGABARAPs. Die geladenen Proben stammten 

aus Zellen, die entweder nicht, 30 min oder 60 min mit 1 µM Bafilomycin A1 behandelt wurden. Die Präzipitate 

der autophagischen Vesikel wurden in Urea-CHAPS-Puffer resuspendiert. Repräsentativ für n = 3. (B) Immuno-

blots für SQSTM1 und MAP1L3B mit Gesamtzelllysat und 5*106 autophagischen Vesikeln isoliert mit allGA-

BARAPs. Die geladenen Proben stammten aus Zellen, die nicht oder 1 h mit 1 µM Bafilomycin A1 behandelt 

wurden. Die autophagischen Vesikel wurden entweder nach Schmitt et al oder nach Wessel und Flügge präzi-

pitiert und die Präzipitate entweder in Urea-CHAPS-Puffer oder in DTT-Puffer gelöst und geladen. Repräsentativ 

für n = 8. M = Proteinleiter. 

Für nachfolgende Versuche wurde das Isolationsprotokoll der Autophagosomen ange-

passt und Antikörper verwendet, die gegen MAP1LC3B und allGABARAPs gerichtet waren 

(Abbildung 6). Da dadurch Vesikel aufgereinigt wurden, die positiv für mehrere ATG8-Pro-

teine waren, konnte davon ausgegangen werden, dass die Isolate vorwiegend Autophago-

somen und kaum andere vesikuläre Strukturen beinhalteten. Eine stringente Gating-Strate-

gie am Durchflusszytometer, die beide Populationen angefärbter Strukturen berücksichtigte, 

verringerte das Risiko falsch positiver Vesikel immens. 
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Optimierungen des Aufreinigungsprozederes ermöglichen die Isolation einer reine-

ren Autophagosomenfraktion sowie eine verbesserte Darstellung der Proteine im Im-

munoblot. 

3.4.4 Isolation von Lysosomen mittels Durchflusszytometrie 

Autophagosomen fusionieren mit Lysosomen, um eingeschlossenes Substrat dem Abbau 

zuzuführen (Aman et al., 2021). Die Funktionalität eines Autophagosoms kann also über 

seine Fähigkeit, ein geschlossenes doppelmembranöses Vesikel zu bilden und final mit dem 

Lysosom zu fusionieren, beschrieben werden. Gleichermaßen kann die Funktionalität eines 

Lysosoms darüber bestimmt werden, ob es das ihm zugeführte Substrat degradieren und 

mit Autophagosomen fusionieren kann (Trivedi et al., 2020). 

In späteren Studien sollte die Funktionalität von Autophagosomen und Lysosomen anhand 

ihres Fusionsvermögens bewertet werden. Daher wurde ein Isolationsprotokoll für Lysoso-

men entwickelt. Basierend auf dem Protokoll zur Anreicherung von Autophagosomen, wur-

den Antikörper gerichtet gegen lysosomale Membranproteine verwendet. Weiter wurden die 

Lysosomen mit dem pH-sensitiven Farbstoff LysoTracker RedDND99 gefärbt, so dass er-

neut mehrere fluoreszierende Selektionsmarker am Durchflusszytometer für die Anreiche-

rung der Vesikel genutzt wurden. 

Um die Funktion der Lysosomen nicht zu beeinträchtigen, wurde für deren Aufreinigung 

auf die Behandlung mit Bafilomycin A1 und Proteaseinhibitoren verzichtet. Bafilomycin A1 

hemmt die Funktion der V-ATPase, die zur Ansäuerung der Lysosomen für deren Funkti-

onsfähigkeit entscheidend ist, und verhindert die Fusion von Autophagosomen und Lysoso-

men. Proteaseinhibitoren beinhalten membrangängige Komponenten und hemmen die 

Funktion einer Vielzahl von Enzymen, auch lysosomalen (Klionsky et al., 2021; Mauvezin & 

Neufeld, 2015). Daher wurde die Behandlung der Zellen und Zelllysate mit Bafilomycin A1 

und Proteaseinhibitor für die Untersuchung der Lysosomen ausgelassen. 

Für die Isolation von Lysosomen wurde die Gating-Strategie, wie in Kapitel 2.1.3.2.3 in 

Abbildung 8 dargestellt, angepasst. Die zu isolierende Population wurde über LAMP2 in 

Abhängigkeit von LysoTracker RedDND99 definiert. Von der Population der sauren Orga-

nellen waren etwa 70 % positiv für LAMP2. 

In den Isolaten konnten per Immunoblotting sowohl LAMP1 als auch LAMP2 detektiert 

werden (Abbildung 33). Die Familie der LAMPs umfasst Transmembranproteine, die in der 

Membran von Lysosomen lokalisiert sind (Terasawa et al., 2016). Sie sind wichtig für den 

Transport von Substraten in das Lysosom. 

Von CTSD wurde die schwere Kette und Spuren der Proformen in der Lysosomenfraktion 

nachgewiesen. CTSD ist eine saure Protease, die innerhalb von Lysosomen aktiv ist. Sie 

wird in ihrer Proform ins Lysosom transportiert und dort über Proteolyse aktiviert (Saku et 
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al, 1991). Der Proteinnachweis von CTSD zeigte eine Anreicherung der schweren Kette und 

eine Abreicherung der Pro-Form, die kaum noch detektiert werden konnte, im Vergleich zum 

Gesamtzelllysat (Bunk et al., 2021). 

 

SOD1, Tubulin und M6PR (Mannose-6-Phosphat-Rezeptor) konnten nicht nachgewiesen 

werden. M6PR ist ein Transporter, der lysosomale Proteine vom Golgi-Apparat entlang des 

endosomalen Systems zu den Lysosomen und deren Vorläufern transportiert. Dabei wird 

der Transporter selbst recycelt und ist nicht im reifen Lysosom lokalisiert (Hille-Rehfeld, 

1995). 

Der Nachweis von in der Lysosomenmembran angesiedelten sowie dem Lumen des Lyso-

soms zugeordneten Proteinen in Abwesenheit von Markern anderer Zellkompartimente ver-

deutlichte, dass durch die durchflusszytometrische Isolation erfolgreich Lysosomen ange-

reichert wurden. 

 

Durch Anpassungen des Isolationsprotokolles konnte die Isolation von Lysosomen 

etabliert werden, die reich an lysosomalen Markern, aber frei von Markern anderer Zell-

kompartimente waren. 

  

Abbildung 33 Lysosomen wurden erfolgreich in 

der Durchflusszytometrie isoliert Immunoblots für 

Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6PR), LAMP2 und 

LAMP1, Tubulin, Cathepsin D (CTSD) und SOD1 mit 

Gesamtzelllysat und je 2 und 3*106 lysosomalen 

Vesikeln. Die dargestellten Immunoblots sind reprä-

sentativ für n = 3. 
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3.5 Isolation von RNA aus Autophagosomen 

Neben dem Fokus auf die Lipidversorgung und das Lipidprofil der Autophagosomen, war 

ebenfalls der autophagosomale Cargo von Interesse in dieser Arbeit. Während das Protein-

Cargoprofil von Autophagosomen bereits charakterisiert ist, ist das RNA-Substratprofil der 

Autophagosomen größtenteils unbeschrieben (Mancias et al, 2014; Overbye et al, 2007; 

Zhou et al, 2022). 

Die Homöostase der RNA ist streng orchestriert (Tatosyan et al, 2020). Der Abbau unter-

schiedlicher RNA-Spezies findet in verschiedensten Zellkompartimenten statt, unter ande-

rem auch über die Autophagie und die Degradation im Lysosom (Houghton et al., 2022; 

Saha et al., 1979). Dabei können lysosomale Membranproteine wie LAMP2C und SIDT2 in 

einem CMA-ähnlichen Prozess RNA direkt für den lysosomalen Abbau ins Lysosom trans-

ferieren, RNautophagie genannt (Aizawa et al., 2016; Fujiwara et al., 2013). RBPs wie die 

des ribosomalen Komplexes oder RNA-bindende Organellen wie Peroxisomen und Stress-

granula sind ebenfalls als selektive Autophagiesubstrate bekannt und führen verschiedenste 

RNA-Moleküle der autophagosomalen Degradation zu (Buchan et al., 2013; Burnett et al, 

2015; Wyant et al, 2018). Zudem interagiert MAP1LC3B direkt mit der PRMT1 mRNA für 

deren Degradation (Hwang et al., 2022). Ob noch andere RNA-Typen neben der rRNA und 

anderer mRNA-Typen spezifisch autophagisch abgebaut werden, ist bisher nicht bekannt. 

Grundlegend können Proteine mit unterschiedlichen RNA-Typen interagieren. Es wird zwi-

schen langer und kurzer RNA unterschieden sowie deren Lokalität und Funktionalität. Die 

sn/snoRNA ist hauptsächlich im Zellkern lokalisiert und ist an der Regulation der Transkrip-

tion beteiligt. Lange RNA-Typen wie circRNA und lnRNA interagieren sowohl im Zellkern als 

auch im Zytosol mit unterschiedlichen Proteinen. Die miRNA bindet vor allem zur Regulation 

an Proteine und kann diese beispielsweise der Degradation zuführen. In die Translation sind 

schließlich rRNA, tRNA und mRNA involviert. 

 

In einer vorrangegangenen Studie wurden durch eine Proteom-Analyse alle Proteine, die 

in autophagischen Vesikeln vorliegen, charakterisiert (Schmitt et al., 2022). Innerhalb dieser 

Proteine wurden hier nun jene Proteine identifiziert, die gleichzeitig RBPs und Autopha-

giesubstrat darstellten. Um schließlich die RNA in Autophagosomen zu untersuchen, wurde 

ein Protokoll etabliert, mit dem RNA aus Autophagosomen isoliert wurde. Diese RNA wurde 

mittels verschiedener RNA-Typen, die anhand der analysierten RBPs gewählt wurden, auf 

ihre Reinheit untersucht und charakterisiert. 

3.5.1 Zahlreiche Autophagiesubstrate sind RNA-bindende Proteine 

Für die Identifikation der RBPs wurden die durch die Proteom-Analyse identifizierten Au-

tophagiesubstrate mit der RBP2GO-Datenbank abgeglichen (Caudron-Herger et al., 2021). 



Der Einfluss von Sphingomyelin auf die Autophagie in Abhängigkeit von ATG9A und RNA 
als Autophagiesubstrat 

Seite | 99 

In dieser Datenbank sind alle Proteine aufgeführt, die bekannterweise mit RNA interagieren. 

Pro in der Massenspektrometrie identifiziertem Peptid konnten mitunter mehrere Gene bzw. 

Proteine gelistet werden. Die Liste der Gene der identifizierten Proteine diente als umfas-

sendere Basis für die Identifikation der RBPs. Die Proteomdaten wurden erst mit allen do-

kumentierten Genen RNA-interagierender Proteine verglichen und dann über den GO-Ter-

minus GO:0003723 RNA binding genauer charakterisiert. Über den ersten Vergleich wurden 

alle Gene und deren Proteine identifiziert, die als RNA-interagierend beschrieben wurden. 

Dies betraf dementsprechend auch Proteine, die bspw. über miRNA reguliert werden 

(Urdaneta et al, 2019). Der zweite Vergleich identifizierte schließlich Gene und deren Pro-

teine, die mit der RNA eine funktionelle Einheit für deren molekulare Funktion bilden. 

Tabelle 48 Verteilung der RBP-Gene in den Proteomdaten 

Proteomics basal Total 

nicht-RBPs 1786 

nicht klassische RBPs 2347 

klassische RBP 1120 

insgesamt 5253 

Von 5253 detektierten Genen wurden 3467 identifiziert, die RBPs kodieren. Von diesen 

fielen 1120 unter den GO-Terminus „RNA bindend“ (Tabelle 48). 1120 Gene kodierten dem-

entsprechend für Proteine, die eine funktionelle Einheit mit der RNA bildeten. 

 

Proteine, die zur Regulation oder Funktionalität an eine RNA binden und somit unter den 

GO-Terminus GO:0003723 fallen, wurden im Weiteren als klassische RBPs definiert. Die 

restlichen Proteine, die von RNA-Spezies reguliert werden, wurden im Weiteren als nicht-

klassische RBPs beschrieben. Wie zusammenfassend in Abbildung 34 dargestellt, wurden 

66 % der durch die Proteom-Analysen bestimmten Autophagiesubstrate als RNA-interagie-

Abbildung 34 Relative Verteilung RNA-bin-

dender Proteine innerhalb der identifizierten 

Autophagiesubstrate Kreisdiagramm der relati-

ven Verteilung der Gene des Proteoms aus ba-

salen Bedingungen, gemessen in autophagi-

schen Vesikeln. Es wurde anhand der Bindungs-

fähigkeit an diverse RNA-Typen differenziert. 

Klassische RBPs binden RNA für deren Funktio-

nalität, nicht-klassische RBPs werden von RNA 

für deren Funktionalität gebunden. Für den Ab-

gleich wurde die RBP2GO-Datenbank des DKFZ 

genutzt (Caudron-Herger et al, 2021) 
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rende Proteine identifiziert. Davon wurden 21,3 % der Proteine als klassische RBPs identi-

fiziert. Die gebundene RNA wird somit mit hoher Wahrscheinlichkeit zusammen mit den 

Proteinen der Autophagie und somit dem Lysosom zugeführt, um einen vollständigen Abbau 

zu gewährleisten. 

Die klassischen RBPs wurden auf ihre molekularen Funktionen anhand der untergeordne-

ten GO-Termini untersucht. Die vorgenommenen Analysen ließen keinen Rückschluss da-

rauf zu, ob sich GO-Termini in manchen Proteinen überschnitten. 

Tabelle 49 Detektierte GO-Termini der klassischen RBPs 

Molekulare Funktion GO:0003723 total 

nicht zugeordnet GO:0003729 549 

mRNA binding GO:0003727 180 

single-stranded RNA binding GO:0019843 55 

rRNA binding GO:0003725 51 

double-stranded RNA binding GO:0000049 50 

tRNA binding GO:0017069 33 

snRNA binding GO:0036002 33 

pre-mRNA binding GO:0061980 29 

regulatory RNA binding GO:0000178 26 

exosome (RNase complex) GO:0030515 19 

snoRNA binding GO:0000339 19 

RNA cap binding GO:0070034 15 

telomerase RNA binding GO:0035613 13 

RNA stem-loop binding GO:1905216 8 

positive regulation of RNA binding GO:0008312 8 

7 S RNA binding GO:0033204 7 

ribonuclease P RNA binding GO:0070883 7 

pre-miRNA binding GO:0070878 4 

primary miRNA binding GO:0002151 4 

G-quadruplex RNA binding GO:0061752 3 

telomeric repeat-containing RNA binding GO:0071208 2 

histone pre-mRNA DCP binding GO:0001069 2 

regulatory region RNA binding GO:0042835 1 

BRE binding GO:1905215 1 

negative regulation of RNA binding GO:0003729 1 

Etwa die Hälfte der Proteine konnten keiner spezifischen molekularen Funktion zugeordnet 

werden. Die meisten der klassischen RBPs waren in translationale Prozesse eingebunden, 

mit 180 Proteinen vornehmlich in die mRNA-Bindung. 51 RBPs wurden für die Interaktion 

mit Ribosomen und sieben mit SRP in Verbindung gebracht. Der Bindung der tRNA wurde 

33 Proteinen zugeordnet (siehe Übersicht Tabelle 49). Ein Großteil der identifizierten RBPs 
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waren dementsprechend in die Translation eingebunden, passend zu den ribosomalen Pro-

teinen in Autophagosomen, die durch Schmitt et al beschrieben wurden (Schmitt et al., 2022; 

Wyant et al., 2018). 

Darüber hinaus wurden RBPs detektiert, die mit snRNA und snoRNA interagieren sowie 

RBPs, die mit ihrer gebundenen RNA an der Transkription beteiligt sind. Dies zusammen – 

die Detektion von Proteinen des Exosomen-RNase-Komplexes in Kombination mit dem 

Nachweis von Telomerase-interagierenden Proteinen – zeigte, dass Teile des Nukleus be-

reits unter basalen Bedingungen Autophagiesubstrat waren (Mucino-Hernandez et al, 

2023). Auch wenn Telomerase interagierende Proteine identifiziert wurden, waren keine Be-

standteile des Telomerasekomplexes selbst in den Daten der Proteom-Analyse nachzuwei-

sen. Der Telomerasekomplex wird von im Nukleus lokalisierten Proteasomen abgebaut 

(Jung et al, 2013). 

Die Bindung einzel- und doppelsträngiger RNA ist vor allem für immunologische Prozesse 

von Bedeutung bei der Erkennung von RNA-basierten Viren. Der Nachweis der RBPs, die 

mit dieser RNA interagieren, reflektiert die grundlegende immunologische Homöostase der 

Zellen (Suleiman et al, 2024). 

Von den klassischen RBPs wurden 270 Proteine identifiziert, die mit verschiedensten 

Krankheiten assoziiert wurden. Davon wurden acht Proteine mit ALS (amyotrophe Late-

ralsklerose) und vier mit Parkinson’s Krankheit in Verbindung gebracht, wobei ein Protein, 

Ataxin-2, mit beiden Erkrankungen assoziiert wurde. ALS und PD sind, unter anderem, 

durch eine gestörte Autophagie gekennzeichnet. ALS ist eine neurodegenerative Erkran-

kung, bei der die Motorneuronen des Motorkortex, des Hirnstammes und des Rückenmar-

kes absterben und es so zu einer Denervierung der Skelettmuskulatur kommt. Hauptverant-

wortlich für Degeneration der Motorneuronen sind Proteinaggregate von TDP43 (transactive 

response DNA binding protein 43 kDa) und SOD1 (Mead et al, 2023). PD ist eine weitere 

neurodegenerative Erkrankung mit proteinopatischer Symptomatik. Der Verlust von dopa-

minergen Neuronen in der Substantia nigra und die Bildung von α-Synuclein-Aggregaten in 

Lewy-Körpern führt zu Beeinträchtigungen der Skelettmuskulatur und der kognitiven Leis-

tung (Poewe et al, 2017). Eine weiterführende Analyse der Proteomdaten könnte noch mehr 

Verbindungen zu pathogenen Proteinen, die mit RNA interagieren, identifizieren. 

 

Die vertiefende Analyse der Proteom-Daten zeigte, dass rund zwei Drittel der be-

schriebenen Autophagiesubstrate RNA-bindende Proteine sind und potenziell RNA mit 

in das Autophagosom einbringen. Davon wurden rund 20 % als klassische RBPs defi-

niert. Diese waren vornehmlich in translationale und transkriptionelle Prozesse invol-

viert. 
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3.5.2 RNA-Isolation aus Autophagosomen 

Basierend auf der optimierten Isolation aus Kapitel 3.4.3, wurde RNA aus den aufgereinig-

ten Autophagosomen isoliert. Die Präzipitation der RNA erfolgte über eine Trizol-basierte 

Fällung (Roth et al., 2018). Wegen der Doppelmembran der Autophagosomen und des da-

raus resultierenden hohen Lipid-Anteils im Vergleich zum Nukleinsäure-Anteil, musste die 

RNA-Isolation auf die Aufreinigung aus lipidreichen Quellen angepasst werden. 

Die Qualität der Autophagosomenisolation wurde zusätzlich auf Proteinebene per Immu-

noblot überprüft (Abbildung 35A). Sowohl lipidiertes MAP1LC3B als auch SQSTM1 wurden 

in den Isolatfraktionen nachgewiesen und Tubulin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phos-

phat Dehydrogenase), ein zytosolisches Protein, wurden ausgeschlossen. Auch wurden die 

Isolate auf RBPs untersucht. SRP9, ein Protein des SRP-Komplexes und in den Proteo-

mdaten als Autophagiesubstrat nachgewiesen, wurde in der Isolatfraktion detektiert. Telo-

merase, die im Zellkern lokalisiert ist und mit der TER interagiert, wurde in den aufgereinig-

ten Autophagosomen ausgeschlossen. Das Fehlen zytosolischer, zytoskelettaler oder nuk-

leärer Bestandteile in den Isolaten unterstrich die Reinheit der Autophagosomen. 

 

Abbildung 35 Nachweis von RNA-bindenden Proteinen und diversen RNA-Spezies in Autophagosomen 

(A) Immunoblots von Telomerase, SQSTM1, Tubulin, GAPDH, MAP1LC3B und SRP9 von Gesamtzelllysat und 

5*106 Autophagosomen. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 5. (B) Agarosegele von 18 S 

und 28 S rRNA, 7SL, TER sowie der mRNA von SQSTM1, MAP1LC3B, ATG16L1 und RPL19 aus RNA-Extrak-

ten von Gesamtzelllysat und Autophagosomen. Es wurden je zwischen 250 und 500 ng RNA für die RT-Reaktion 

eingesetzt. Die Agarosegele wurden teilweise von technischen Assistierenden angefertigt. Die dargestellten RT-

PCR-Ergebnisse sind repräsentativ für n = 12. 

Parallel zur Qualitätskontrolle der Isolate auf Proteinebene, wurde die RNA aus den auf-

gereinigten Autophagosomen isoliert. Berechnet aus dem Durschnitt von vier unabhängigen 

Versuchswiederholungen, wurden pro 10 Millionen Autophagosomen 3408 ± 458 ng RNA 

isoliert. Die Qualität der RNA wurde photometrisch über den Quotienten von 260 nm/280 nm 
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überprüft und lag bei 1,95 ± 0,04 – mit einem Quotienten zwischen 1,8 und 2 gilt die RNA in 

einer Probe als rein (Wilfinger et al, 1997). 

Um den Erfolg der RNA-Isolation und die Qualität der isolierten RNA-Moleküle zu überprü-

fen, wurden definierte RNA-Spezies in den Isolaten untersucht. Anhand der Ergebnisse aus 

den Proteom-Analysen wurde die rRNA aus 18 S und 28 S untersucht, sowie die RNA 7SL, 

die mit SRP interagiert. Die mit diesen RNA-Molekülen interagierenden Proteine wurden in 

den Proteomdaten identifiziert und SRP9 wurde in den Isolaten detektiert. Dementspre-

chend war auch die an die RBPs gebundene RNA als in den Autophagosomen vorliegend 

zu erwarten. Als Kontrolle wurden TER, die mit der Telomerase interagierende RNA, sowie 

die mRNAs von RPL19, MAP1LC3B, SQSTM1 sowie ATG16L1 genutzt. Der Telomerase-

Komplex wurde nicht in den Proteomdaten nachgewiesen und nur ausgewählte mRNA-Mo-

leküle scheinen autophagisch abgebaut zu werden (Hwang et al., 2022). 

Nach der RNA-Isolation wurden RT-PCR-Analysen für die ausgewählten RNA-Typen 

durchgeführt. Dabei wurden sowohl 18 S als auch 28 S rRNA in der Isolatfraktion der Auto-

phagosomen detektiert. Überdies wurde 7SL, die RNA-Komponente des SRP-Komplexes, 

in den Autophagosomen nachgewiesen. Die mit dem Telomerase interagierende RNA TER 

wurde nicht in den aufgereinigten Autophagosomen nachgewiesen. Die mit der Telomerase 

interagierende RNA ist im Nukleus lokalisiert (Mason et al., 2011). Der fehlende Nachweis 

der TER schloss die Kontamination durch Bestandteile des Zellkerns aus. Darüber hinaus 

wurde keine der untersuchten mRNA-Moleküle in den aufgereinigten Autophagosomen 

nachgewiesen. Die RT-PCRs für ATG16L1, MAP1LC3B, SQSTM1 und RPL19 zeigten 

keine Amplifikate im Agarosegel (Abbildung 35B). Es wurde zwar beschrieben, dass 

MAP1LC3B mit mRNA interagiert (Hwang et al., 2022), doch dieser Prozess ist sehr selektiv 

und MAP1LC3B bindet nicht jede mRNA. RPL19 (ribosomal protein L19) ist das codierende 

Gen für ein ribosomales Protein, dessen mRNA als robuste Kontrolle für PCR-Analysen 

genutzt wird (Fiddler & Clarke, 2021). Der Ausschluss dieser mRNA disqualifizierte eine 

zytosolische Kontamination. 

Zusammenfassend wurde RNA erfolgreich aus Autophagosomen isoliert. Anhand dieser 

Ergebnisse ist eine Transkriptom-Analyse mittels RNA-Sequenzierung unter Ausschluss der 

rRNA geplant, die RNA-Moleküle in Autophagosomen charakterisiert und mögliche Sig-

nalsequenzen in der RNA identifizieren kann. 
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Es wurde erfolgreich RNA aus Autophagosomen isoliert. Es wurden sowohl die ribo-

somalen RNAs sowie 7SL nachgewiesen, während TER und verschiedene mRNAs 

nicht detektiert wurden. Dies stimmte mit den identifizierten RBPs überein und unter-

strich die Reinheit und Spezifität der RNA-Isolation aus aufgereinigten Autophagoso-

men.  
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4 Diskussion 

Die Autophagie ist ein konservierter Degradationsprozess in Eukaryoten. Unter basalen 

Bedingungen werden kontinuierlich Substrate über die Autophagie lysosomal von sauren 

Hydrolasen abgebaut. Unter diversen Stressbedingungen, wie bspw. einem Nährstoffent-

zug, wird dieser Prozess induziert (Aman et al., 2021; Musiwaro et al., 2013). Charakteris-

tisch für die Makroautophagie/Autophagie ist die de novo Synthese des doppelmembranö-

sen Autophagosoms. Dieses Vesikel bildet sich aus der Phagophore, die am ER gebildet 

wird und die während ihrer Reifung abzubauenden Cargo in sich einschließt. Das reife Au-

tophagosom fusioniert schließlich mit dem Lysosom und das eingeschlossene Material wird 

abgebaut (Mizushima et al., 2001). Autophagosomen werden stetig neu gebildet, daher ist 

die Autophagie stark von der Lipidverfügbarkeit in der Zelle abhängig (Kern & Behl, 2020). 

Hauptversorger der Phagophore mit Lipiden ist das ER. Doch auch das endosomale Sys-

tem, der Golgi, Mitochondrien und die Plasmamembran wurden als Lipidquellen beschrie-

ben. Indirekt unterstützen Lipidtröpfchen die Autophagie, indem sie in ausreichendem Maße 

Fettsäuren zur Verfügung stellen, die zur Synthese von Lipiden im ER genutzt werden 

(Lamb et al, 2013; Nishimura & Tooze, 2020). 

Ziel dieser Arbeit war es, sowohl die Versorgung der Autophagosomen mit Lipiden aus der 

Zellperipherie außerhalb des ER als auch die Beladung der Autophagosomen mit RNA als 

Substrat näher zu untersuchen. Es wurde gezeigt, dass SM, das nicht über das ER an die 

Phagophore transferiert wird, die autophagische Aktivität in Abhängigkeit von ATG9A mo-

duliert. Außerdem wurde erstmals erfolgreich RNA aus Autophagosomen isoliert. 

4.1 Sphingomyelin ist unerlässlich für die Autophagie 

Die Lipidversorgung der de novo gebildeten Autophagosomen erfolgt aus einer Vielzahl 

verschiedener Zellkompartimente. Allerdings ist noch nicht völlig aufgeklärt, welche Lipide 

aus welchen Kompartimenten stammen (Lamb et al., 2013; Nishimura & Tooze, 2020). Die 

Untersuchung des Lipidprofils von Autophagosomen kann Hinweise darauf geben, welche 

Zellkompartimente an der Lipidversorgung beteiligt sind und wie sich die Lipidversorgung 

näher untersuchen lässt. 

Das Lipidprofil von Autophagosomen aus Säugerzellen wurde bisher nicht näher beschrie-

ben, obwohl selbst unter Nährstoffentzug vermehrt Autophagosomen de novo gebildet wer-

den (Aman et al., 2021). Über eine Phospholipidomanalyse mit targeted approach wurde 

das Phospholipidprofil von autophagischen Vesikeln unter basalen Bedingungen, Autopha-

gie-Induktion und Proteasom-Inhibition näher untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass sowohl 

unterschiedliche Phosphoglyceride sowie überdies Sphingomyeline Bestandteile der Auto-

phagosomenmembran sind (siehe Abbildung 9). 
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Es wurden signifikante Unterschiede in der Verteilung der Lipidklassen zwischen Gesamt-

zelllysat und autophagischen Vesikeln beobachtet – die Anforderungen an vesikuläre Struk-

turen unterscheiden sich stark von den Anforderungen beispielsweise an die Plasmamemb-

ran. So wurden im Gesamtzelllysat vorrangig PI, PE und SM detektiert, während in den 

Autophagosomen PC und SM die dominierenden Lipidklassen waren (siehe Abbildung 9A). 

Obwohl es klare Unterschiede in der Verteilung der einzelnen gemessenen Lipide gab, so 

wurde doch jede Lipidspezies, die im Gesamtzelllysat detektiert wurde, auch in den auto-

phagischen Vesikeln detektiert. 

In der Lipidomanalyse wurden vorrangig Glycerophospholipide betrachtet. Vor allem PC 

34:1 war in den autophagischen Vesikeln angereichert (Abbildung 9B). Dies war passend 

zu Studien, die zeigen, dass Störungen in der PC-Synthese zu Beeinträchtigungen in der 

Reifung von Autophagosomen führen (Polyansky et al., 2022). Eine Supplementation von 

PC kann die gestörte Autophagie dabei nicht wiederherstellen (Andrejeva et al., 2020). Die 

kurzkettigen, einfach gesättigten Fettsäurekonjugate begünstigen die Fluidität der Membran 

und damit ihre Bioaktivität (Renne & Ernst, 2023), was wahrscheinlich die Fusion mit ande-

ren Vesikeln wie Lysosomen vereinfacht. Daher bedingt eine Störung der PC-Synthese ein 

gehemmtes Wachstum der Phagophorenmembran, die größtenteils aus PC aufgebaut ist, 

sowie in der Konsequenz Beeinträchtigungen der autophagischen Aktivität. 

Neben PC wurde auch PE in den autophagosomalen Membranen detektiert, dass unter 

anderem als Anker für die ATG8-Proteine dient. Ähnlich wie SM wird PE nicht nur am ER 

gebildet, allerdings wird es nach seiner Synthese in der mitochondrialen Membran über das 

ER verteilt (Mavuduru et al, 2024). PE zeichnet sich durch die Bildung negativ gekrümmter 

Membranen aus und die langen, mehrfach ungesättigten Fettsäurereste, die in der Lipido-

manalyse auch an PE detektiert wurden (siehe Abbildung 9B), begünstigen eine negative 

Krümmung der Membran zusätzlich (Kunduri et al., 2022; Marsh, 2007). Daher wird PE vor 

allem in der inneren Membran von Vesikeln oder an Membranen mit starker Krümmung 

gefunden (Thomas et al, 2025). Die Autophagosomenmembran ist äußerst dünn und dem-

entsprechend ist die Krümmung an den rim, den Rändern der wachsenden Phagophore, 

besonders stark (Bieber et al., 2022). Es wird vermutet, dass PE sich hier ansammelt und 

MAP1LC3B vorwiegend an den rim lipidiert wird, da manche der in die Lipidierung involvier-

ten Proteine Krümmungen in der Membran erkennen und an diese favorisiert binden (Nath 

et al, 2014; Shatz et al, 2016). MAP1LC3B bindet über seine LIR-Domänen Substrate und 

kann vermutlich durch die favorisierte Lokalisation von PE in der Innenseite der wachsenden 

Phagophore die gebundenen Substrate besser halten, damit diese in das Autophagosom 

eingeschlossen werden. Ist PE an äußeren Membranen exponiert, begünstigt es Fusions-

ereignisse, wie sie bei der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen gebraucht werden 
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(Emoto & Umeda, 2000). Auf der Kehrseite steigt der mechanische Stress auf Membranen, 

wenn PE über die Doppelmembran ungünstig verteilt wird (Marsh, 2007). 

PS und PI zeichnen sich durch eine negative Ladung in der Kopfgruppe aus, daher fun-

gieren sie auch als Signalmoleküle. PS ist vorwiegend an der inneren Membran von zellu-

lären Strukturen lokalisiert. Wird es exponiert, dient PS als Signalgeber während der Pha-

gozytose. Einige Proteine weisen eine Interaktionsdomäne speziell für PS auf und initiieren 

so bspw. die Fusion von Membranen (Leventis & Grinstein, 2010; Matsumoto et al, 2017; 

Xu et al, 2013). PI wird am Inositolring modifiziert und die Stelle und Zahl der angefügten 

Phosphatgruppen vermittelt die Interaktion mit unterschiedlichen Reaktionspartnern. Die dy-

namische Modifikation der PIP-Spezies ist wichtig für die Reifung des endosomalen Sys-

tems und ebenso für den Lebenszyklus der Autophagosomen (Palamiuc et al., 2020; Posor 

et al., 2022). Beispielsweise transportieren ATG9A-positive Vesikel eine PI4-Kinase, die für 

die Reifung der Phagophore entscheidend ist, damit neben PI3P, das während der Initiie-

rung der Phagophore mit WIPI und ATG2 interagiert, auch PI4P gebildet wird (Dooley et al, 

2014; Judith et al., 2019). 

Spannenderweise wurde SM als Bestandteil der Autophagosomenmembran identifiziert. 

In der Verteilung der einzelnen SM-Spezies innerhalb aller gemessenen SM-Lipide wurde 

eine signifikante Anreicherung spezifischer SM detektiert (siehe Abbildung 9B), was auf ei-

nen aktiven Transportmechanismus hinweisen kann. Die komplexen Sphingolipide, zu de-

nen SM gehört, nehmen unter den Membranlipiden eine besondere Position ein, da sie nicht 

am ER synthetisiert oder über dieses verteilt werden. Sie werden am Golgi synthetisiert und 

von diesem dann in der Zelle distribuiert (McCluskey et al., 2022; Rabionet et al, 2014). 

Daher ist SM vorwiegend mit dem Golgi-Apparat, der Plasmamembran und dem endoso-

malen System assoziiert (Companioni et al., 2021). Hier wurde nun gezeigt, das SM von 

den gemessenen Lipiden einen Hauptbestandteil der autophagosomalen Membran bildete. 

Nicht nur Strukturen positiv für lysosomale Marker kolokalisierten mit MAP1LC3B und SM, 

SM kolokalisierte auch mit Strukturen, die ausschließlich positiv für MAP1LC3B waren 

(siehe Abbildung 11D). Damit wurde erstmals gezeigt, dass SM nicht nur mit Lysosomen 

und Autolysosomen, sondern auch mit Autophagosomen assoziierte. 

Aufgrund seiner Struktur verfestigt SM Membranen, in die es integriert wird. Es weist eine 

annähernd zylindrische Form auf, die bei der Bildung planarer Membranen von Vorteil ist. 

Außerdem hat es einen hohen Schmelzpunkt und zeigt eine geringe Sensitivität gegenüber 

pH-Änderungen oder Konzentrationsgefällen von Salzen, weshalb es für die Bildung robus-

ter Membranen wichtig ist. Zusätzlich gibt es oftmals ein Ungleichgewicht zwischen den as-

soziierten Fettsäureresten. Während die Sphingosinbase vorwiegend eine kurzkettige und 
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gesättigte Fettsäure ist, wird im Gegenzug eine langkettige und einfach- oder mehrfach un-

gesättigte zweite Fettsäure assoziiert (Barenholz & Thompson, 1999; Quinville et al, 2021). 

Durch dieses strukturelle Ungleichgewicht wird die Interaktion von SM mit Cholesterol ver-

einfacht. SM-reiche Mikrodomänen reichern sich mit Cholesterol an und interagieren mit 

dem Signallipid PI (Kinoshita & Kato, 2008; Taniguchi & Okazaki, 2021). Dies spielt bei-

spielsweise bei der Versorgung der Phagophorenmembran mit Lipiden aus dem ER eine 

Rolle und bei der Interaktion von SNARE-Proteinen bei der Fusion von Vesikeln, wie der 

Fusion von Autophagosomen und Lysosomen (Osawa et al., 2020; Taniguchi & Okazaki, 

2021; van Meer et al., 2008). Des Weiteren ist SM essenziell für die strukturelle Funktion 

und die Bildung von doppelmembranösen Vesikeln (Gewaid et al, 2020). Dies ist ebenfalls 

von Bedeutung bei der Bildung von Autophagosomen. 

Die Detektion von SM in der Autophagosomenmembran (siehe Abbildung 11B und D) ver-

deutlichte, dass Lipide aus den post-Golgi-Kompartimenten für die Synthese der Autopha-

gosomen benötigt werden, und ermöglichte zudem die Untersuchung von spezifischen 

Transportmechanismen. 

Interessanterweise wurden keine Unterschiede zwischen den autophagischen Vesikeln 

aus verschiedenen Autophagiebedingungen beobachtet. Das Lipidprofil veränderte sich 

trotz verschiedener Stressbedingungen nicht (Abbildung 9A). Dies deutete klar daraufhin, 

dass das Lipidprofil der autophagosomalen Membran von funktioneller Bedeutung ist. Pas-

send zu dem aufrecht erhaltenem Lipidprofil der Autophagosomen unter verschiedenen Au-

tophagiebedingungen, wurde in S. cerevisiae und D. melanogaster gezeigt, dass Verände-

rungen in der Lipidkomposition autophagischer Membranen die autophagische Aktivität be-

einträchtigen. Phagophoren und autophagosomale, nicht geschlossene Strukturen akkumu-

lieren und reife Autophagosomen, die mit den verdauenden Organellen fusionieren könnten, 

werden kaum gebildet (Laczko-Dobos et al., 2021; Schutter et al., 2020). Ein distinktes Lip-

idprofil der autophagosomalen Membran scheint dementsprechend wichtig zu sein für (1) 

die adäquate Versorgung der Phagophorenmembran mit Lipiden (Polyansky et al., 2022), 

(2) für die Fusion der Autophagosomen mit Endosomen zu Amphisomen sowie (3) für die 

Fusion von Autophagosomen und Amphisomen mit Lysosomen (Dall'Armi et al, 2013). 

4.1.1 Sphingomyelin moduliert die autophagische Aktivität in Abhängigkeit von ATG9A-

positiven Vesikeln 

Da SM erstmalig als Bestandteil der autophagosomalen Membran beschrieben wurde und 

bekannt ist, dass eine Limitation von Lipiden die autophagische Aktivität beeinträchtigt, 

wurde im Zuge dieser Arbeit überprüft, ob eine Supplementation von SM die autophagische 

Aktivität beeinflusst. 
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Tatsächlich modulierte SM nach einer kurzen Behandlung in geringer Konzentration unter 

Lipiddepletion die autophagische Aktivität positiv (siehe Abbildung 12). Sowohl unter basa-

len Bedingungen als auch nach Induktion der Autophagie wurde eine signifikante Steigerung 

des autophagischen Fluxes nachgewiesen. Durch die Supplementation von SM wurde die 

autophagische Aktivität gesteigert. 

SM war hinter PC am stärksten in der autophagosomalen Membran vertreten (siehe Ab-

bildung 9A). Eine gesteigerte Verfügbarkeit von SM könnte daher in einer vermehrten Bil-

dung von Autophagosomen und somit in einer gesteigerten autophagischen Aktivität resul-

tieren. Eine erhöhte Verfügbarkeit von PC ist bereits mit einer gesteigerten autophagischen 

Aktivität in Verbindung gebracht (Andrejeva et al., 2020). Die gesteigerte Verfügbarkeit von 

SM könnte einen ähnlichen Effekt auf die autophagische Aktivität haben und damit zeigen, 

dass die Verfügbarkeit von SM ein limitierender Faktor der Autophagosomenbiogenese sein 

kann. 

Verschiedene Studien zeigen bereits einen Zusammenhang zwischen SM und der Auto-

phagie. SM fungiert als Signalmolekül an beschädigten Membranen, um die Autophagie zu 

induzieren. Daneben wirkt es zusammen mit Harnsäure positiv auf die autophagische Akti-

vität. Doch alle Studien konzentrieren sich auf eine exzessive langanhaltende Exposition 

gegenüber SM (Cao et al., 2019; Kaur et al., 2023). Bisher wurde nicht überprüft, wie sich 

eine niedrig-dosierte und kurzfristige Supplementation von SM auf die Autophagie auswirkt. 

Aufgrund der geringen Zeitspanne, die für die Behandlung gewählt wurde, wurde eine Ver-

stoffwechselung von SM zu Ceramid ausgeschlossen. Ceramid ist ebenfalls ein bekannter 

Modulator der Autophagie. Im Gegensatz zu dem mit vorwiegend proliferativen Wirkungen 

in Zusammenhang gebrachtem SM, verursacht Ceramid eine pro-apoptotisch Reaktions-

kaskade, die unter anderem zum Autophagie-vermittelten Zelltod und einem verringerten 

Transport von Nährstoffen in die Zelle führt (Guenther et al, 2008; Pattingre et al, 2009). 

Außerdem fördert Ceramid die Permeabilisierung von Membranen (Taniguchi & Okazaki, 

2021). Zwar wurden die Zellen nicht auf eine Stressreaktion während der SM-Behandlung 

untersucht, allerdings war keine vermehrte Abrundung der Zellen oder eine auffällige Zahl 

gelöster Zellen im Behandlungsmedium während der Versuche zu beobachten. Die geringe 

Behandlungsdauer gewährleistete zusätzlich, dass SM nicht massiv akkumulieren konnte. 

Die Überladung des zellulären Systems mit SM induziert Schäden in der lysosomalen 

Membran und zeitgleich die Biogenese neuer Lysosomen. Weiter bedingt die Akkumulation 

von SM eine funktionelle Störung der Mitochondrien (Carsana et al, 2022; Gabande-

Rodriguez et al., 2014). Durch die in dieser Arbeit etablierte, kurzzeitige und niedrig kon-

zentrierte Behandlung mit SM wurden diese Effekte umgangen. Um endgültig auszuschlie-

ßen, dass die Modulierung der Autophagie nicht auf SM, sondern Ceramid beruht, müssen 
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weiterführende Studien sich auf die SM-Ceramid-Achse konzentrieren. Beispielsweise sollte 

die Inhibierung von saurer und neutraler Sphingomyelinase, die SM in Ceramid umwandeln, 

die Modulation der Autophagie noch verstärken und eine Anreicherung von Ceramid auf-

grund der Behandlung mit SM verhindern (Taniguchi & Okazaki, 2021). 

Um die Spezifität der Wirkung von SM auf die Autophagie zu überprüfen, wurde auch der 

Einfluss von PE auf die autophagische Aktivität überprüft. Dafür wurden Zellen direkt mit PE 

behandelt. Es wurde keine Modulation der autophagischen Aktivität nach kurzfristiger Supp-

lementation von PE unter basalen Bedingungen beobachtet (siehe Abbildung 14C und D). 

Unter Autophagie-Induktion wurde sogar eine inhibierende Wirkung von PE auf den auto-

phagischen Flux nachgewiesen (siehe Abbildung 14E und F). Augenscheinlich stehen diese 

Ergebnisse im Gegensatz zu bisherigen Erkenntnissen. Rockenfeller et al beschreiben, 

dass eine Reduktion der PE-Spiegel mit einem verringerten autophagischen Flux verbunden 

ist (Rockenfeller et al, 2015). Dabei zeigt der Verlust der mitochondrialen Synthese von PE 

die größten Konsequenzen und nicht alle biologischen Prozesse können durch die Behand-

lung mit Ethanolamin, dem Vorläufer von PE, kompensiert werden (Muthukumar & 

Nachiappan, 2013; Nebauer et al, 2007). Mit der Überexpression der synthetisierenden Pro-

teine von PE oder der Supplementation von Ethanolamin geht obendrein ein positiver Effekt 

auf die Autophagie einher (Rockenfeller et al., 2015). Hier zeigt sich allerdings der größte 

Unterschied zwischen den publizierten Studien und dieser Arbeit – der positive Einfluss von 

PE auf die Autophagie stützt sich auf die Untersuchung von genetischen Modifikationen der 

PE-Synthese oder die Supplementation mit für die PE-Synthese notwendigen Bestandtei-

len. In dieser Arbeit wurde PE direkt und nur über einen kurzen Zeitraum supplementiert. 

Da PE über die Zellmembran aufgenommen wurde, ist es möglich, dass es Störungen in 

der Membranhomöstase verursachte. PE provoziert, vor allem wenn es exponiert ist, Krüm-

mungen und mechanischen Stress in der Membran (Marsh, 2007). Obendrein ist vorwie-

gend mitochondrial synthetisiertes PE für biologische Prozesse wie die Autophagie von Be-

deutung (Hailey et al., 2010) – es ist möglich, dass das internalisierte PE die Autophagie 

nicht so modulierte, wie intrinsisch synthetisiertes PE. 

 

Die Transferwege von PC und PE über Transferasen wie ATG2A und ATG2B an die Pha-

gophorenmembran sind bereits beschrieben (Hailey et al., 2010; McEwan & Ryan, 2022). 

Im Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, wie SM in die Autophagosomenmembran 

transportiert wurde und über welchen Mechanismus SM die Autophagie modulierte. Da SM 

vorrangig im Golgi-Apparat synthetisiert wird, lag nahe, dass es von dort an die Phagopho-

renmembran transferiert wurde. COP-Vesikel, die hauptsächlich zwischen Golgi-Apparat 

und ER transferieren und zusätzlich als Lipidquelle der Phagophorenmembran beschrieben 

sind, zeigen verringerte SM-Spiegel im Vergleich zum Golgi-Apparat und wurden daher auf 
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der Suche nach einem Transportvesikel vorrangig nicht berücksichtigt (Brugger et al., 2000; 

Razi et al., 2009). Im Vergleich dazu korreliert eine exzessive Exposition des zellulären Sys-

tems gegenüber SM mit der Beeinträchtigung des Transfers ATG9A-positiver Vesikel, die 

wie SM am Golgi-Apparat gebildet werden (Corcelle-Termeau et al., 2016; Slotte, 2013). 

Daher wurden ATG9A-positive Vesikel als mögliches Transfermedium von SM an die Pha-

gophore näher untersucht. 

ATG9A liegt inaktiv vorwiegend am Golgi-Apparat vor und nach seiner Aktivierung durch 

Phosphorylierung durch die SRC-Kinase schnüren sich vermehrt ATG9A-postive Vesikel 

vom Golgi-Apparat ab (siehe Abbildung 36 – basale Bedingungen). Die Induktion der Auto-

phagie verstärkt die Vesikelbildung noch weiter, in dem ATG9A zusätzlich von ULK1 phos-

phoryliert wird (Zhou et al., 2017) (siehe Abbildung 36 – Autophagie-Induktion). Durch die 

Phosphorylierungen wird u.a. die Interaktion von ATG9A mit AP-Proteinen (Adapter-Prote-

ine) verbessert, die wiederrum mit für die Membrankrümmung und Abschnürung der 

ATG9A-positiven Vesikel verantwortlich sind (Mattera et al, 2017; Popovic & Dikic, 2014). 

Dementsprechend stammt die Vesikelmembran ebenfalls vom Golgi-Apparat und ist prä-

destiniert dafür, SM zu beinhalten. Tatsächlich wurde gezeigt, dass ATG9A-postive Vesikel 

mit SM kolokalisierten (Abbildung 11A). Nicht nur in den perinukleären Verdichtungen kolo-

kalisierten ATG9A und SM, auch in über das Zytoplasma verteilten Punctae wurden Kolo-

kalisation beobachtet. Dies demonstrierte, dass SM auch Bestandteil von ATG9A-postiven 

Vesikeln war. 

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhanges zwischen ATG9A und SM, wurden die 

Proteinlevel und die Aktivität von ATG9A während der SM-Supplementation manipuliert. Die 

Proteinspiegel von ATG9A wurden über einen RNAi-Ansatz verringert und zusätzlich wurde 

die Aktivierung von ATG9A inhibiert, indem die phosphorylierende SRC-Kinase mit PP2 in-

hibiert wurde (siehe Abbildung 15). 

Die Supplementation von SM unter eingeschränkter Verfügbarkeit von ATG9A zeigte keine 

weitere Modulation der autophagischen Aktivität durch SM (siehe Abbildung 16). Stark ver-

ringerte ATG9A-Proteinspiegel sowie eine Inhibition des Transfers ATG9A-positver Vesikel 

neutralisierten den Einfluss von SM auf die Autophagie. Bei verringerten ATG9A-Protein-

spiegeln und einer Inaktivität von ATG9A wären schon unter basalen Bedingungen Beein-

trächtigungen der autophagischen Aktivität zu erwarten. Der transiente Verlust von ATG9A 

zeigte eine tendenzielle Verringerung des autophagischen Fluxes, allerdings ohne Signifi-

kanz – dies korreliert mit bereits publizierten Studien, die eine hohe Inkonsistenz bei der 

Auswirkung eines transienten oder permanenten Verlustes von ATG9A zeigen (Imai et al., 

2016; Olivas et al., 2023; van Vliet et al., 2022). Auch von der Behandlung mit PP2 ist bereits 
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bekannt, dass sie unter basalen Bedingungen keine signifikante Auswirkung auf den auto-

phagischen Flux zeigt (Bekbulat et al., 2020). 

 

Abbildung 36 Initiierungsmechanismen der Abschnürung ATG9A-positiver Vesikel (basale Bedingungen) 

ATG9A wird von der SRC-Kinase phosphoryliert. Dies verstärkt die Bindung an Interaktionspartner und erleich-

tert die Abschnürung ATG9A-positiver Vesikel. Auch unabhängig von SRC-Kinase bildet sich eine kleine Popu-

lation ATG9A-positiver Vesikel. Die Vesikel, die mit phosphoryliertem ATG9A dekoriert sind, transferieren zwi-

schen Post-Golgi-Kompartimenten und Phagophore, die sie mit Lipiden versorgen. (Autophagie-Induktion) 

ATG9A wird zusätzlich von ULK1 phosphoryliert in Abhängigkeit der Phosphorylierung der SRC-Kinase. Die 

Vesikelabschnürung wird weiter unterstützt und so vergrößert sich die Population ATG9A-positiver Vesikel. Die 

wachsende Phagophore kann mit mehr Lipiden versorgt werden und mehr ATG9A-positive Vesikel können als 

Keim für Phagophoren genutzt werden. (Sphingomyelin- Behandlung) Die Abschnürung ATG9A-positiver Vesi-

kel wird abhängig von der SRC-Kinase vermittelten Phosphorylierung und unabhängig von ULK1 verstärkt. Eine 

Hypothese ist, dass sich SM-reiche Domänen im TGN und auf ATG9A-positiven Vesikeln bilden bzw. dass SM-

reiche Membranen auf ATG9A-positiven Vesikeln angereichert werden. 

Es wurde vermutet, dass SM entweder vermehrt durch ATG9A-positive Vesikel zur Pha-

gophore transportiert wurde und ein limitierendes Lipid bei der Autophagosomenbiogenese 

darstellt, oder dass SM eine Modulation von ATG9A initiiert (Phosphorylierung, Ubiquitinie-

rung, etc.) oder dass SM die Abschnürung ATG9A positiver Vesikel bzw. die Interaktion von 

AT9A mit seinen interagierenden, die Abschnürung der Vesikel vermittelnden Proteinen be-

günstigt (Shirahama-Noda et al, 2013). Dieser Prozess war wahrscheinlich abhängig von 

der Phosphorylierung durch die SRC-Kinase, aber unabhängig von der Phosphorylierung 
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durch den ULK-Komplex, da SM die autophagische Aktivität nach Induktion der Autophagie 

noch weiter steigern, aber ohne Aktivität der SRC-Kinase die autophagische Aktivität nicht 

modulieren konnte (Abbildung 36 – Sphingomyelin-Behandlung). ATG9A konnte somit nicht 

an seine Interaktionspartner, die für die Vesikelabschnürung verantwortlich sind, binden und 

möglicherweise blieb das supplementierte SM zusammen mit ATG9A am Golgi-Apparat lo-

kalisiert. 

Zur weiteren Überprüfung dieser Hypothesen sollte in zukünftigen Untersuchungen durch 

Immunofluoreszenzstudien die Lokalisation von SM und ATG9A unter PP2-Behandlung ge-

nauer betrachtet werden. Ein interessanter Aspekt für weitere Studien ist, wie die Bindung 

von ATG9A an seine Interaktionspartner mit SM verändert ist und ob SM Phosphorylierun-

gen oder andere posttranslationale Modifikationen an ATG9A initiiert. 

4.1.2 In Modellen mit adaptierter ATG9A-Aktivität und gestörter Lipidhomöostase modu-

liert Sphingomyelin die Autophagie positiv 

Um besser zu verstehen, wie SM die autophagische Aktivität modulierte, wurden Zellen 

mit ATG2A/B KO und RAB18 KO näher untersucht, die eine gestörte Lipidhomöostase, eine 

negativ modulierte autophagische Aktivität sowie eine modulierte ATG9A-Aktivität aufzeig-

ten (siehe 3.2). Die genetische Depletion von ATG2A/B verursachte eine massive Ein-

schränkung des Lipidtransfers vom ER an die Phagophore. Durch den genetischen Verlust 

von RAB18 wurde die Mobilisierung der Lipidtröpfchen und somit der in ihnen als TAGs 

gespeicherten Fettsäuren massiv gestört (Bekbulat et al., 2020; Velikkakath et al., 2012). 

Diese Beeinträchtigungen der Lipidhomöostase resultieren in Adaptionen der ATG9A-Akti-

vität und Expression. In ATG2A/B KO-Zellen liegt ATG9A vermehrt außerhalb des Golgi-

Apparates vor, um die Bildung von Phagophoren zu unterstützen (Holzer et al, 2024). In 

RAB18 KO-Zellen sind die Phosphorylierungsspiegel von ATG9A und damit der Transfer 

ATG9A-positver Vesikel signifikant erhöht, um die Störungen in der Lipidversorgung zu kom-

pensieren (Bekbulat et al., 2020). 

In den KO-Modellen mit adaptierter ATG9A-Aktivität wurden Kolokalisationen von SM und 

ATG9A nachgewiesen (siehe Abbildung 26B). Die Störung der Lipidhomöostase sowie die 

Adaptionen von ATG9A änderten nichts an der Kolokalisation. Anhand der Kolokalisations-

studien konnte keine Aussage über den SM-Gehalt der ATG9A-positiven Vesikel getroffen 

werden und damit nicht geklärt werden, ob vermehrt SM über ATG9A-positive Vesikel an 

die Phagophore transferiert wird, wenn die Lipidversorgung der Phagophorenmembran ge-

stört ist. 

Ein faszinierender Befund war, dass SM die autophagische Aktivität in ATG2A/B KO-Zel-

len nicht unter basalen Bedingungen, sondern erst nach Induktion der Autophagie erhöhte 
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(siehe Abbildung 27C). In diesen Zellen lag ATG9A unter basalen Bedingungen in perinuk-

leären Akkumulationen außerhalb des Golgi-Apparates vor (siehe Abbildung 23D). Von die-

sen Akkumulationen ist beschrieben, dass sie mit Phagophorenmarkern kolokalisieren 

(Olivas et al., 2023). Daher erscheint es möglich, dass SM die Nutzung ATG9A-positver 

Vesikel als Keim der Phagophore vereinfacht, da SM in ATG2A/B KO-Zellen, in denen 

ATG9A-positive Vesikel bereits verstärkt als solche genutzt werden, die autophagische Ak-

tivität nicht weiter erhöhen konnte (siehe Abbildung 27B).  

Gleichzeitig scheint SM die Bindung von Interaktionspartnern zu stabilisieren und so die 

Abschnürung der ATG9A-positven Vesikel vom Golgi-Apparat und die Interaktion von 

ATG9A mit den Proteinen, die für die Bildung der Phagophoren verantwortlich sind, zu un-

terstützen. In RAB18 KO-Zellen verstärkte SM bereits unter basalen Bedingungen die Au-

tophagie weiter, obwohl ATG9A-positve Vesikel bereits vermehrt in den Zellen transferieren 

und als Initiierungsplattform der Phagophorenbildung dienen können. Außerdem sind die 

Proteinspiegel von ATG2B in RAB18 KO-Zellen erhöht (Bekbulat et al., 2020). ATG2-Prote-

ine interagieren mit ATG9A für eine effektive Verteilung der Lipide über die Phagophoren-

membran (van Vliet et al., 2022). Es ist also möglich, dass SM die Interaktion zwischen 

ATG9A, das verstärkt mobilisiert ist, und ATG2B, dass verstärkt transkribiert wird, weiter 

stabilisiert und so die autophagische Aktivität erhöht, um in RAB18 KO-Zellen die autopha-

gische Aktivität aufrecht zu erhalten. Überdies ist möglich, dass die Supplementation von 

SM die SM-Level in den ATG9A-positiven Vesikeln erhöhte. Damit könnte mehr SM an die 

Phagophore transportiert werden und die Synthese der Phagophore wäre erleichtert worden 

und damit die autophagische Aktivität insgesamt erhöht. Diese Hypothese wird dadurch ge-

stützt, dass die exzessive Exposition gegenüber SM im in vitro Modell zu einer Über-

schwemmung der ATG9A-positiven Vesikel mit SM führt, wodurch diese Vesikel bioreaktiv 

inert werden (Corcelle-Termeau et al., 2016). Diese Studie bestätigt, dass die SM-Spiegel 

ATG9A-positiver Vesikel adaptierbar sind und somit ATG9A-positive Vesikel vermehrt SM 

an die Phagophorenmembran liefern können, um deren Synthese zu beschleunigen. 

In beiden KO-Modellen wurde die autophagische Aktivität unter Autophagie-induzierenden 

Bedingungen weiter verstärkt (siehe Abbildung 27). SM modulierte in beiden KO-Modellen 

die autophagische Aktivität sogar so positiv, dass der autophagische Flux von WT-Zellen 

unter Autophagie-Induktion ohne SM erreicht werden konnte (siehe Abbildung 28), obwohl 

für beide KO-Modelle bisher eine erniedrigte autophagische Aktivität unter Autophagie-In-

duktion beschrieben ist (Bekbulat et al., 2020; Velikkakath et al., 2012) (siehe Abbildung 

17A und B sowie Abbildung 24). 

Dies deutet daraufhin, dass, trotz molekularer Einschränkungen der autophagischen Akti-

vität, der autophagische Flux durch SM-Supplementation auf ein vergleichbares Level mit 
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uneingeschränkten Autophagiemechanismen angehoben werden kann. Dafür sind vermut-

lich vermehrt Lipide zur Bildung der Autophagosomen sowie eine verbesserte Vesikelinter-

aktion von Nöten. 

4.1.3 Ausblick 

Neben den bereits erwähnten, vertiefenden Experimenten, sind Kolokalisations- und Inter-

aktionsstudien mit PIP-bildenden Proteinen äußerst interessant. Vor allem PI3P ist als ein 

wichtiges, die Biogenese des Autophagosoms einleitendes Lipid beschrieben (Dooley et al., 

2014). PIPs interagieren mit SM bei der Bildung der Lipid Rafts und in der Membran von 

ATG9A-positive Vesikeln liegen Proteine der PIK-Klasse vor, die die Phosphorylierung der 

PIPs modulieren (Holzer et al., 2024; Judith et al., 2019; Kinoshita & Kato, 2008; Longo et 

al, 2025). In der Phospholipidomanalyse der autophagischen Membranen wurde unter den 

untersuchten PI-Spezies ausschließlich PI 34:1 detektiert (siehe Abbildung 9B). Die inver-

tiert-konische Struktur der PI wird durch die kurzkettigen Fettsäurereste unterstützt und prä-

destiniert PI 34:1, höchst wahrscheinlich an der äußeren Membran zu lokalisieren. Dort kön-

nen sie über Modifikationen am Inositolring als Signalmoleküle fungieren und die Reifung 

sowie die Reaktivität des Autophagosoms beeinflussen (Palamiuc et al., 2020). 

Die SM- und PI-Spiegel lassen sich über vergleichende chromatografische Untersuchun-

gen oder über Lipidomanalysen der Autophagosomen und der ATG9A-postiven Vesikel 

ohne und mit SM-Behandlung bestimmen, für deren Aufreinigung das Isolationsprotokoll 

adaptiert werden kann, ähnlich wie bei der Aufreinigung von Lysosomen (siehe Abbildung 

33). Für ATG9A-positive Vesikel aus Neuronen ist bereits ein äußerst diverses Membran-

profil beschrieben – hier sind ATG9A-positive Vesikel auch an der Sekretion von Neuro-

transmittern beteiligt (Binotti et al, 2024). Vergleichende Phosphoproteom- und Proteom-

analysen der ATG9A-postiven Vesikel ohne und mit SM-Behandlung können obendrein Auf-

schluss darüber geben, ob Proteine, die die Biogenese des Autophagosoms initiieren, auf 

ATG9A-postiven Vesikeln angereichert sind, wenn ATG9A-positive Vesikel vermehrt als 

Keim der Phagophoren dienen, und ob SM translationale Modulationen von ATG9A initiiert. 

Darüber hinaus können die Proteomdaten genutzt werden, um Interaktionspartner von 

ATG9A zu bestimmen und Lipid-bindende Proteine zu identifizieren, die die Autophagie 

ebenfalls modulieren. Immunopräzipitationen sind schließlich dafür geeignet, eine verstärkte 

Bindung an Proteine wie AP-Proteine oder ATG2A und ATG2B nachzuweisen, die mit 

ATG9A interagieren. Mit diesem Methodenspektrum lässt sich weiter untersuchen, wie SM 

die ATG9A-positiven Vesikel und damit die Autophagie moduliert. 
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4.2 Anpassungen des Isolationsprotokolls 

Für die Isolation genetisch unmanipulierter Autophagosomen wurde das neuartige Isolati-

onsprotokoll etabliert, das die Anreicherung von Autophagosomen anhand einer Antikörper-

basierten Markierung mit Fluorophoren und anschließender Fluoreszenz-vermittelter Sortie-

rung am Durchflusszytometer ermöglicht. Bisherige Studien zur Untersuchung von Autopha-

gosomen basieren auf der Anreicherung von Autophagosomen per Differenzialzentrifuga-

tion oder auf der genetischen Manipulation von ATG8-Proteinen, um diese mit verschiede-

nen Markern zu versehen (Dengjel et al., 2012; Gomez-Sanchez et al., 2021; Stromhaug et 

al., 1998). Die Antikörper-vermittelte Markierung der Autophagosomen mit anschließender 

Sortierung am Durchflusszytometer umgeht die genetische Manipulation und es ist keine 

aufwendige Aufbereitung der doppelmembranösen Vesikel notwendig (Schmitt et al., 2022). 

Das Isolationsverfahren lässt sich zudem auf andere vesikuläre und granuläre Populationen 

übertragen. So konnten Lipidtröpfchen (Schmitt, 2023, S.38 und 99) und im Zuge dieser 

Arbeit Lysosomen angereichert werden (siehe Abbildung 33). Kritisch für die Anwendung 

des Isolationsverfahren ist, dass die zu isolierenden Strukturen über ein spezifisches Anti-

gen oder eine spezifische Antigen-Kombination verfügen, um die Antikörper-Markierung mit 

einem Fluorophor zu gewährleisten. Alternativ muss ein Struktur-spezifischer fluoreszieren-

der Farbstoff verfügbar sein, um eine durchflusszytometrische Sortierung zu ermöglichen. 

Die Funktionalität von Autophagosomen kann über deren Fähigkeit definiert werden, 

Cargo zu mobilisieren und mit dem Lysosom zu fusionieren, während die Funktionalität von 

Lysosomen über ihre Fähigkeit definiert wird, Substrate bspw. aus Autophagosomen abzu-

bauen (Zhao & Zhang, 2019). Während der Einfluss von Proteinen auf die Fusion von Au-

tophagosomen mit Lysosomen bereits mehrfach untersucht und beschrieben ist, bleibt die 

Rolle der Lipide auf die Fusion größtenteils unberücksichtigt (Ebner et al., 2018; Itakura et 

al., 2012; Nguyen et al., 2016). Dabei ist von Modellen mit gestörter Lipidhomöostase be-

kannt, dass die Autophagie stark beeinträchtigt sein kann. Unter anderem resultieren diese 

Störungen der Lipidhomöostase in einer beeinträchtigten Reifung der Phagophore (Kishi-

Itakura et al., 2014; Olivas et al., 2023; Rockenfeller et al., 2015). Studien, die das Lipidprofil 

autophagischer Strukturen im Kontext einer gestörten Lipidhomöostase untersuchen, diffe-

renzieren aber nicht zwischen Phagophoren und geschlossenen Autophagosomen. 

Dadurch bleibt unklar, inwiefern ein verändertes Lipidprofil die Reifung der Phagophore zum 

Autophagosom beeinflusst – akkumulierende Phagophoren müssten ein signifikant verän-

dertes Lipidprofil verglichen mit Autophagosomen aufweisen, wenn ein verändertes Lipid-

profil die Reifung des Autophagosoms beeinflusst. Ferner lassen die vorhandenen Studien 

die Fusionsfähigkeit der gebildeten Autophagosomen mit Lysosomen außen vor (Laczko-

Dobos et al., 2021; Schutter et al., 2020). 
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4.2.1 Die Isolation von Autophagosomen aus KO-Modellen 

Im Zuge dieser Arbeit wurde versucht, Autophagosomen aus ATG2A/B KO- und 

ATG9A KO-Zellen zu isolieren, die beide eine beeinträchtigte autophagische Aktivität u.a. 

aufgrund einer gestörten Lipidhomöostase aufweisen. Die ATG2-Proteine sind als Lipid-

transferasen verantwortlich für den Transfer von Lipiden vom ER an die Phagophoren-

membran (Valverde et al., 2019). Aufgrund seiner Skramblase-Aktivität ist ATG9A für die 

Membranintegrität der Autophagosomen unerlässlich, da es Lipide gleichmäßig über die Li-

piddoppelschicht verteilt (Choi et al., 2024). ATG2A bindet an ATG9A und gewährleistet so 

einen kontinuierlichen Lipidfluss und eine effiziente Verteilung der Lipide über die Lipiddop-

pelschicht der Phagophorenmembran (Maeda et al., 2020). 

Zellen mit einem ATG2A/B KO wiesen einen stark reduzierten autophagischen Flux auf, 

der sich nach Induktion der Autophagie zwar steigern ließ und trotzdem nicht das Niveau 

des Fluxes unter basalen Bedingungen in WT-Zellen erreichte (siehe Abbildung 17A und B). 

Immunozytochemische Färbungen von MAP1LC3B und SQSTM1 zeigten neben punktier-

ten Kolokalisationen deutlich vergrößerte Akkumulationen, in denen die beiden Autophago-

somenmarker kolokalisierten (siehe Abbildung 19B). Es ist bekannt, dass MAP1LC3B über 

Lipidation in diese Akkumulationen inkorporiert ist und dass es sich bei den punktierten Ko-

lokalisationen von MAP1LC3B und SQSTM1 vorwiegend um Phagophoren und keine ge-

schlossenen Autophagosomen handelt (Bozic et al., 2020). 

Der Verlust von ATG9A führte zur starken Beeinträchtigung der Autophagie. Die autopha-

gische Aktivität kam fast vollständig zum Erliegen und MAP1LC3B wurde kaum lipidiert 

(siehe Abbildung 17C und D). Dadurch reicherte sich unlipidiertes MAP1LC3B in den Zellen 

an (siehe Abbildung 18) und es wurde eine massive Akkumulation von SQSTM1 beobachtet 

(siehe Abbildung 20). Ohne eine Skramblase, die den Übergang von Lipiden von einer Seite 

der Lipiddoppelschicht zur anderen ermöglicht und so eine gleichmäßige Verteilung der Li-

pide gewährleistet, reifen die Phagophoren nicht und schließen sich nicht zu Autophagoso-

men. 

Werden Autophagosomen nicht geschlossen und Phagophoren akkumulieren in der Zelle, 

reicheren sich Substrate an (Choi et al., 2024; Kishi-Itakura et al., 2014). SQSTM1 ist ein 

universeller Autophagierezeptor und fungiert zusätzlich als Keim der Phagophorenbildung. 

SQSTM1-Moleküle bilden Polymere und unterliegen dann einer Phasenseparation, wodurch 

sich eine Gel-artige Struktur bildet und Cargo komprimiert gesammelt wird. Diese SQSTM1-

Gele rekrutieren Proteine für die Initiierung der Phagophorenbildung (Kageyama et al., 

2021; Turco et al., 2019). Ist die Synthese der Autophagosomen gestört, akkumulieren die 

SQSTM1-Gele und unterliegen samt Cargo auch Fusionen miteinander (Huang et al., 2025). 

Dementsprechend wurden veränderte SQSTM1-Polymere in ATG9A KO-Zellen beobachtet 
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(siehe Abbildung 20), in denen Substrate aufgrund der erheblich gestörten Autophagie ak-

kumulierten. Da der Cargo auch in ATG2A/B KO-Zellen nicht effizient in Autophagosomen 

eingeschlossen wird und dementsprechend nicht lysosomal abgebaut wurde, akkumulierte 

auch hier SQSTM1 (siehe Abbildung 20A und C). Allerdings war die Bildung der Autopha-

gosomen, wenn auch stark eingeschränkt, nicht komplett verhindert in den ATG2A/B KO-

Zellen, daher akkumulierte SQSTM1 weniger stark als in den ATG9A KO-Zellen und es 

wurde kein verändertes Polymermuster detektiert (siehe Abbildung 20). 

Eine gestörte Autophagosomenbildung kann zusätzlich die Funktionalität der Lysosomen 

oder des Proteasoms beeinflussen. Tatsächlich wurde eine Beeinträchtigung der lysosoma-

len Funktion durch den Verlust von ATG9A beobachtet. Obwohl die Proteinspiegel lysoso-

maler Marker signifikant in den ATG9A KO-Zellen erhöht waren (siehe Abbildung 21), war 

die Aktivität der lysosomalen Cathepsine signifikant reduziert (siehe Abbildung 22). Dies 

deutete daraufhin, dass nicht nur makroautophagische Prozesse, sondern alle lysosomalen 

Degradationsprozesse gestört waren und funktionsbeeinträchtigte Lysosomen in den 

ATG9A KO-Zellen akkumulierten. In den ATG2A/B KO-Zellen wurde keine Beeinträchtigung 

der lysosomalen Funktion beobachtet (siehe Abbildung 22). Während ATG2A/B vor allem 

für den Lipidaustausch zwischen ER und anderen Organellen wie Phagophore, Lipidtröpf-

chen und Mitochondrien verantwortlich sind, interagieren ATG9A-positive Vesikel mit dem 

gesamten endosomalen System und beeinflussen dessen Reifung und Homöostase und 

somit auch indirekt die Reifung von Lysosomen. Damit wirkt sich der Verlust von ATG2A/B 

vorwiegend auf die Synthese der Autophagosomen aus, während der Verlust von ATG9A 

neben der Autophagie auch andere zelluläre Prozesse beeinflusst, da es nicht nur an der 

Synthese von Autophagosomen beteiligt ist, sondern auch an der endo-lysosomalen Homö-

ostase und damit an der Reifung von Lysosomen und deren Funktionalität (Binotti et al., 

2024; Kishi-Itakura et al., 2014). 

Ist die Autophagie gestört, kann das UPS adaptieren. Fällt das autophagische System aus, 

kompensiert das UPS teilweise die mangelnde lysosomale Degradation. Dies funktioniert 

allerdings nur bis zu einem gewissen Maß. Das UPS kann keine Organellen verdauen und 

Proteinaggregate sind für das UPS nicht zugänglich. Aggregate sind in der Lage, das UPS 

zu blockieren und somit auch die proteasomale Degradation zu inhibieren (Li et al., 2022). 

Daher wurde neben der lysosomalen Funktion auch die Funktion des UPS in den KO-Mo-

dellen getestet, allerdings wurde keine Adaption festgestellt. Trotz der Akkumulation von 

Cargo wurde das UPS nicht blockiert und war weiterhin voll funktionsfähig. Es wurde sogar 

eine tendenzielle Erhöhung der proteasomalen Funktion festgestellt, die allerdings nicht sig-

nifikant war (siehe Abbildung 22). 
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Um zu untersuchen, inwieweit der Verlust von ATG9A und ATG2A/B ein verändertes Lip-

idprofil von Autophagosomen provozierte, wurden Autophagosomen aus beiden KO-Linien 

isoliert. Aus ATG2A/B KO-Zellen wurden erfolgreich Autophagosomen angereichert und in 

den Isolaten wurde ausschließlich lipidiertes MAP1LC3B detektiert (siehe Abbildung 30). 

Isolate aus ATG9A KO-Zellen dagegen zeigten stets sowohl lipidiertes als auch unlipidiertes 

MAP1LC3B. Auch unter Verwendung eines Lipids als zusätzlichem Marker für Autophago-

somen wurde keine reine Fraktion von Autophagosomen aus den ATG9A KO-Zellen isoliert 

(siehe Abbildung 31A). Der Verlust von ATG9A resultiert in der Akkumulation von SQSTM1, 

lipidiertem und unlipidiertem MAP1LC3B in Aggregat-ähnlichen Strukturen in den Zellen 

(Kishi-Itakura et al., 2014). MAP1LC3B wurde zwar unverändert in den ATG9A KO-Zellen 

lipidiert, die gebildeten Strukturen reiften nicht weiter aus zu Autophagosomen (siehe Abbil-

dung 31B und C). Wie bereits im Aggregationsassay gezeigt, wiesen diese Strukturen eine 

so hohe Dichte auf (siehe Abbildung 20C und D), dass sie auch durch das Isolationsprotokoll 

angereichert wurden, und eine durchflusszytometrische Differenzierung zwischen Aggrega-

ten und Autophagosomen war technisch nicht möglich. Somit war im Zuge dieser Arbeit eine 

Anreicherung von Autophagosomen aus ATG9A KO-Zellen nicht möglich und die Lipidpro-

file der Autophagosomen aus den KO-Zellen wurden nicht näher bestimmt. 

Ein möglicher Ansatz, zwischen nicht geschlossenen Strukturen und geschlossenen Au-

tophagosomen zu unterscheiden, wäre die Einbringung exogenen MAP1LC3B mit einem 

Halo-Tag (haloalkane dehalogenase). Dieser interagiert mit Liganden, die bspw. an einen 

Fluorophor gekoppelt sind. Es gibt Membran-permeable und Membran-impermeable Halo-

Liganden mit unterschiedlichen Konjugaten. Unter Einsatz dieser Liganden könnte aufgrund 

der unterschiedlichen Fluoreszenzen zwischen geschlossen Autophagosomen und offenen 

Vorläuferstrukturen unterschieden werden (Takahashi et al, 2018). Dies würde allerdings 

den großen Vorteil des Isolationsprotokolles, Zellen nicht genetisch für eine Isolation mani-

pulieren zu müssen, hinfällig machen. 

4.2.2 Die Isolation von Lysosomen ermöglicht ein besseres Verständnis der Fusion von 

Autophagosomen und Lysosomen 

Nicht nur das Lipidprofil von Autophagosomen, auch das von Lysosomen ist relevant bei 

der Fusion mit Autophagosomen. So bestimmen beispielsweise PIP-Spezies mit über die 

Reformation des Autolysosoms zum Lysosom, welches dann wiederum erneut mit Autopha-

gosomen fusionieren kann (Trivedi et al., 2020). Im Zuge dieser Arbeit wurde das Isolati-

onsprotokoll der Autophagosomen für die Isolationen von Lysosomen adaptiert. Ähnlich wie 

bei der Isolation von Autophagosomen gibt es auch für die Anreicherung von Lysosomen 

bereits Protokolle, aber auch diese basieren auf aufwendigen Fraktionierungen (Schroder 

et al, 2010). Im hier etablierten Isolationsprotokoll wurden nicht nur LAMP-Proteine, die u.a. 
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für den Transport von Substraten in das Lysosom hinein verantwortlich sind, angefärbt. Der 

Farbstoff LysoTracker®RedDND99 färbt das Lumen saurer Organellen und die Einbezie-

hung des pH-Wertes als Selektionskriterium ist bisher in keinem Isolationsprotokoll erfolgt. 

Seine Verwendung erlaubte eine differenzierte Sortierung reifer, azidifizierter Lysosomen 

(siehe Abbildung 8). In den so isolierten Lysosomen wurden LAMP-Proteine nachgewiesen, 

während zytosolische und zytoskelettäre Proteine ausgeschlossen wurden (siehe Abbildung 

33). Zudem wurde vor allem die schwere Kette von Cathepsin D im Immunoblot nachgewie-

sen, während die Proform kaum detektierbar war – dies belegt, dass Cathepsin D prozes-

siert und wahrscheinlich hydrolytisch aktiv war. Somit wurde gezeigt, dass reaktive Lysoso-

men ebenfalls über das Isolationsprotokoll angereichert wurden. 

In weiteren Studien ließe sich aufbauend auf beide Isolationsprotokolle ein in vitro-Assay 

etablieren, der die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen misst (siehe Abbildung 

37). Da SNARE-Proteine für die Fusion von Autophagosomen und Lysosomen zu Autolyso-

somen benötigt werden, ist eine Verfeinerung der Isolationen um die auf den Vesikeln loka-

lisierten SNARE-Proteinen sinnvoll (Zhao & Zhang, 2019). Dementsprechend würden Auto-

phagosomen zusätzlich anhand von STX17 (syntaxin 17) sortiert werden und fusionsbereite 

Lysosomen mittels VAMP8 (vessicle associated protein 8) weiter differenziert werden. Da 

nicht nur die Vesikel-assoziierten SNARE-Proteine, sondern auch zytosolische SNAREs wie 

SNAP29 (synaptosomal associated protein 29) für die Bildung von Autolysosomen erforder-

lich sind, müsste im Fusionspuffer Zytosol enthalten sein, damit alle SNARE-Proteine zu-

sammen die Fusion erfolgreich initiieren (Itakura et al., 2012). Dies kann entweder per Im-

munoblot anhand der Degradation von bspw. SQSTM1 quantifiziert werden oder bereits 

publizierten Studien folgend per Immunozytochemie (Sanchez-Martin et al., 2023). 

Anhand dieses Fusionsassay lässt sich die Funktionalität der Autophagosomen und Lyso-

somen aus den KO-Modellen ermitteln. Es wurde bereits beschrieben, dass ATG2-Deleti-

onsmodelle ein verändertes Lipidprofil autophagischer Strukturen aufweisen (Laczko-Dobos 

et al., 2021) und für das ATG9A-Deletionsmodell ist ebenfalls ein verändertes Lipidprofil zu 

erwarten, da ATG9A-positive Vesikel die wachsende Phagophore nicht mehr mit Lipiden 

versorgen (Olivas et al., 2023; Orsi et al., 2012). Über die Kombination von Lysosomen aus 

WT-Zellen, die funktions- und fusionsfähig sind, und Autophagosomen aus den KO-Model-

len ließe sich die Funktionalität der Autophagosomen mit verändertem Lipidprofil genauer 

untersuchen. 
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4.2.3 Isolation von autophagosomalen Membranen 

Der targeted approach der Lipidomanalyse fokussierte sich auf Glycerophospholipide und 

hinterließ so einen blinden Fleck in Bezug auf andere Membranlipide und Membranbestand-

teile wie TAGs und DAGs, Ceramid, Glykolipide und auch Organell-spezifische Lipide wie 

Cardiolipine, die ausschließlich in der inneren Membran von Mitochondrien lokalisiert sind. 

Um die Membranen besser zu markieren, wurden Autophagosomen nicht nur anhand von 

ATG8-Proteinen, sondern auch in Kombination mit Fluorophor-gekoppelten Lipiden isoliert 

(siehe Abbildung 7). Dadurch sollten autophagosomale Membranen deutlich von anderen 

Membranen differenziert werden. Die Zellen wurden vor der Isolation der Autophagosomen 

mit fluoreszenz-gekoppeltem PE inkubiert. Da MAP1LC3B vorwiegend an PE konjugiert 

wird, zeigt eine Kolokalisation beider Moleküle deutlich Autophagosomen an (Nebauer et 

al., 2007). Die Kolokalisation von MAP1LC3B und PE am Durchflusszytometer zeigte eine 

distinkte Population von Autophagosomen. Dabei wurden bei proteinbiochemischen Unter-

suchungen keine Unterschiede zwischen Autophagosomen angereichert ohne oder mit Li-

pid festgestellt, die Aufreinigung war für beide Versuchsansätze erfolgreich (siehe Abbildung 

29). Damit wurde das erste Aufreinigungsprotokoll etabliert, dass nicht nur auf Proteinen, 

sondern auch auf Lipiden basierte. 

Die Markierung von zwei unterschiedlichen Autophagosomen-Komponenten bietet die 

Möglichkeit, Membranfragmente von Autophagosomen anzureichern. Die in dieser Arbeit 

Abbildung 37 Fusion von Autophago-

som und Lysosom Schematisch darge-

stellt ist die Fusion von Autophagosom 

und Lysosom. An die Membran reifer Au-

tophagosomen lagern sich Fusions-vermit-

telnde Proteine wie STX17 an. An der 

Lysosomenmembran lokalisiert VAMP8. 

Zusammen mit SNAP29 vermitteln die 

SNARE-Proteine die Fusion von Autopha-

gosom und Lysosom in Zusammenarbeit 

mit LAMP2 und GABARAP. 
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analysierten Phospholipide (siehe Abbildung 9) stimmen zwar mit bereits publizierten Stu-

dien über das Lipidprofil isolierter Autophagosomen aus D. melanogaster und S. cerevisiae 

überein (Laczko-Dobos et al., 2021; Schutter et al., 2020). In einem untargeted approach, 

also einer kompletten Gesamtlipidom-Analyse, können aber zusätzlich alle Lipide der 

Membranen erfasst werden (dos Santos & Vuckovic, 2024). Dies bringt die Notwendigkeit 

mit sich, zwischen den Membranen der Autophagosomen selbst und den Membranen der 

Substrate zu differenzieren, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. 

Nach erfolgreicher Isolation der Autophagosomen soll für den untargeted approach der 

Lipidomanalyse die Doppelmembran ohne Kontamination mit Cargo-Komponenten aufge-

reinigt werden. Dafür könnte man die Autophagosomen mittels eines Detergens aufbrechen, 

um den Cargo auszuwaschen, und die Membranen erneut durchflusszytometrisch aufreini-

gen (Nameta et al, 2016). Dies birgt allerdings das Risiko, die Lipide der Cargomembran mit 

denen der Autophagosomenmembranen zu vermischen und Lipide oder MAP1LC3B aus 

der Membran herauszuwaschen. 

Ein anderer Ansatz ist die mechanische Öffnung der Autophagosomen, um Substrate aus-

zuwaschen. Die Membranfragmente können anschließend über eine Immunopräzipitation 

gegen MAP1LC3B oder ein anderes ATG8-Protein angereichert werden. So könnten nur 

die Membranfragmente der Autophagosomen ohne eine mögliche Kontamination der Sub-

stratmembranen analysiert werden und so einen tieferen Einblick in das Lipidprofil autopha-

gosomaler Membranen liefern. 

4.3  RNA und RNA-bindende Proteine werden autophagosomal abgebaut 

Neben den Lipiden, die strukturgebend für die Autophagosomenmembran sind, wurde ein 

weiterer Fokus dieser Arbeit auf den Cargo der Autophagosomen gelegt. Das Profil der Pro-

teinsubstrate von Autophagosomen ist in mehreren Studien näher beschrieben (Dengjel et 

al., 2012; Le Guerroue et al., 2017; Schmitt et al., 2022; Zhou et al., 2022). Allerdings bleibt 

die RNA als autophagisches Substrat bisher kaum beachtet, obwohl schon Saha et al in 

einer Studie von 1979 erstmals saure, im Lysosomen lokalisierte Nukleasen beschreiben 

(Saha et al., 1979). 

Nur wenige Studien widmen sich den Mechanismen, durch die RNA autophagisch degra-

diert wird (Kolapalli et al., 2025). Der RNA-Katabolismus findet teilweise im Nukleus und 

vorwiegend im Zytosol statt und als Signal zum Abbau werden Modifikationen und Strang-

anzahl der RNA erkannt (Houseley & Tollervey, 2009). Doppelsträngige RNA wird favorisiert 

abgebaut, um beispielsweise einer Infektion mit Viren entgegenzuwirken – dieses Prinzip 

machen sich RNAi-Ansätze zu nutzen (Scherer & Rossi, 2004). Ein weiteres mögliches De-

gradationssignal stellen die N6-Methyladenosin-Modifikationen (m6A) dar (Huang et al, 

2021). Diese Modifikationen regulieren den Lebenszyklus eines RNA-Moleküls und werden 
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von bestimmten Reader-Proteinen erkannt (Frye et al, 2018). Wird eine dieser Methylierun-

gen als Abbausignal erkannt, initiiert sie für die Degradation der RNA die Entfernung der 

Kappe am 5‘-Ende des RNA-Stranges. Auch die starke Verkürzung der Poly-Adenosinkette 

am 3‘-Ende des RNA-Stranges gibt ein Signal zum Abbau. Wird eine RNA aufgrund ihrer 

Modifikationen als zum Abbau markiert erkannt, zerlegen Ribonukleasen die RNA-Stränge 

in ihre einzelnen Nukleinsäuren (Frye et al., 2018). Für diesen Abbau müssen die RNA-

Moleküle linearisiert vorliegen und erreichbar sein für die Nukleasen. Sind die RNA-Mole-

küle aggregiert oder an RBPs gebunden, können die Ribonukleasen die RNA nicht effizient 

abbauen (Tatosyan et al., 2020). Daher werden RNA-Aggregate, RNA speichernde Orga-

nellen, RBPs mit gebundener RNA sowie einzelne RNA-Moleküle neben der klassischen 

Degradation über die Nukleasen im Zytosol und Zellkern über die Autophagie lysosomal 

abgebaut. 

Im Zuge der RNautophagie wird RNA direkt ins Lysosom transferiert (siehe Abbildung 38). 

LAMP2C und SIDT2 binden Nukleinsäuren über die Interaktion von einer Poly-Guanin-Se-

quenz auf der RNA und einem Arginin-reichen Motiv auf den Proteinen. Die Nukleinsäure 

wird dadurch von den beiden lysosomalen Transmembranproteinen direkt ins Lumen der 

Lysosomen transportiert (Aizawa et al., 2016; Fujiwara et al., 2015). Zum anderen werden 

verschiedene RNA-Typen direkt oder als Bindungspartner ins Autophagosom eingeschlos-

sen. MAP1LC3B bindet mit einem Arginin-reichen Motiv, während der RNaphagie spezifisch 

an die Sequenz AAUAAA auf der RNA, und schließt so die RNA in das Autophagosom ein 

(Hwang et al., 2022). Ferner sind RBPs sowie Ribosomen und Stressgranula, die RNA spei-

chern, Autophagiesubstrat und werden im Zuge der Ribophagie und Granulophagie ins Au-

tophagosom eingeschlossen (siehe Abbildung 38). Passend zu diesen selektiven Autopha-

giemechanismen, wurden mindestens 26 Proteine innerhalb der isolierten Autophagosomen 

als Bestandteile von Ribonuklease-Komplexen identifiziert (siehe Tabelle 49). Die teilweise 

sehr stark gebundene RNA wird zusammen mit den Proteinen in das Autophagosom einge-

schlossen. Proteine und RNA werden dann parallel abgebaut. Ob das Degradationssignal 

dieser RNA-bindenden Komplexe einzig von deren Proteinen oder auch von der gebunde-

nen RNA stammt, ist bisher nicht näher untersucht (Buchan et al., 2013; Nakatogawa, 2018). 

 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Ribonukleinsäuren in Autopha-

gosomen. Die tiefergehende Analyse der Proteomdaten von Autophagosomen, die unter 

basalen Bedingungen isoliert wurden, identifizierte rund 21 % der Substrate als RBPs, die 

gebundene RNA in die Autophagosomen einbringen konnten (Schmitt et al., 2022). Ein 

Schwachpunkt der durchgeführten Analyse der Proteomdaten war, dass nur die GO-Termini 
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für die molekulare Funktion (Caudron-Herger et al., 2021) und nicht die für biologische Pro-

zesse oder zelluläre Komponenten untersucht wurden (siehe Tabelle 49). Weiterführende 

bioinformatische Ansätze könnten noch mehr Proteine erkennen bzw. die bereits identifi-

zierten Proteine spezifizieren, die möglicherweise an einer selektiven RNaphagie beteiligt 

sind. 

In weiteren Analysen war es in dieser Arbeit möglich, erstmals RNA aus Autophagosomen 

mit einer hohen Reinheit und Spezifität zu isolieren (siehe Abbildung 35B). Um die Untersu-

chung des Transkriptoms von Autophagosomen zu ermöglichen, musste RNA quantitativ 

aus diesen isoliert werden. Zur Qualitätsprüfung wurde die isolierte RNA auf bekannte RNA-

Substrate untersucht und auf RNA-Moleküle getestet, von denen entweder bekannt ist oder 

von denen die Proteomdaten zeigten, dass sie nicht in Autophagosomen vorliegt. 

 

Abbildung 38 RNA als autophagischer Cargo Schematische Darstellung der möglichen Transportwege von 

RNA in das Lysosom. RNA wird über die Interaktion mit MAP1LC3B ins Autophagosom aufgenommen, RNapha-

gie genannt. RNA-Moleküle werden indirekt über die Ribophagie und Granulophagie im Autophagosom einge-

schlossen. RNA wird auch über die RNautophagie direkt ins Lysosom transferiert über die Interaktion mit 

LAMP2C und SIDT2. Dies ist ein mit der CMA verwandter Prozess. Schlussendlich wird die RNA im Lysosom 

von sauren Nukleasen abgebaut. 

Interessant bei der Qualitätskontrolle der isolierten RNA aus den Autophagosomen war 

vor allem die Detektion des SRP-Komplexes mit seiner interagierenden RNA 7SL (siehe 

Abbildung 35). SRP liegt im Zytoplasma vor und bindet an ein Signalpeptid an frisch transkri-

bierten Polypeptiden, die noch mit dem Ribosom assoziiert sind. Durch die Bindung von 

SRP an das Signalpeptid wird der gesamte Proteinkomplex ans ER lokalisiert, da SRP mit 

seinem Rezeptor an der ER-Membran interagiert (Nyathi et al., 2013). Damit ist SRP mit-

verantwortlich für die Transkription transmembraner und membranassoziierter Proteine in 
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die ER-Membran. Während der Translokation des Ribosomenkomplexes zur ER-Membran 

interagiert der SRP-Komplex mit beiden ribosomalen Untereinheiten (Wild et al., 2002). Der 

Nachweis von SRP bedeutet entweder, dass es während seiner Interaktion mit Ribosomen 

abgebaut wird, dass es möglicherweise ein spezifisches autophagisches Substrat ist oder 

dass es während der ER-Phagie ins Autophagosom eingeschlossen wird, wenn es mit sei-

nem dort lokalisierten Rezeptor interagiert. 

Neben den RNA-Isolationen aus Autophagosomen, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, 

veröffentlichte jüngst eine Studie das Profil der mRNA-Moleküle mit m6A-Modifikationen aus 

Autophagosomen, die mit dem Isolationsprotokoll angereichert wurden (Ho-Xuan et al, 

2025). Ähnlich wie das in dieser Arbeit etablierte RNA-Isolationsprotokoll, wird auch die RNA 

in der Studie von Ho-Xuan et al mit TriReagent/Trizol, Chloroform und Isopropanol präzipi-

tiert. Allerdings sind die Inkubations- und Zentrifugationszeiten nach der Präzipitation mit 

Isopropanol sehr viel länger gewählt. Anstatt die RNA 10 min wie in dieser Arbeit zu präzi-

pitieren, wird die RNA über Nacht präzipitiert. Und anstelle einer 10 min Zentrifugation wird 

die präzipitierte RNA in 60 min bei einer geringeren g-Zahl pelletiert (Ho-Xuan et al., 2025). 

Auch wenn sich die verlängerte Präzipitation nicht nennenswert auf die isolierte RNA-Menge 

in ng / 10000 Autophagosomen auswirkt, scheint sie doch den Vorteil zu haben, die isolierte 

RNA über einen Bioanalyzer darstellen zu können. Während die in dieser Arbeit isolierte 

RNA im Agarosegel mit RNA-Farbstoff nicht visualisierbar war, beschreiben Ho-Xuan et al 

ein distinktes RNA-Profil der Autophagosomen im Vergleich zum Gesamtzelllysat, welches 

auf Selektionsmechanismen hindeutet. So scheint bspw. die große Untereinheit der Ribo-

somen in den Autophagosomen abgereichert zu sein im Vergleich zur kleinen ribosomalen 

Untereinheit (Ho-Xuan et al., 2025). Zudem zeigt die Studie, dass m6N-RNA-Moleküle von 

ihren Reader-Proteinen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen selektiv der Auto-

phagie zugeführt werden. Damit wird zum ersten Mal ein adaptierbarer RNaphagie-Mecha-

nismus beschrieben. 

Die Studie von Ho-Xuan et al sowie die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass RNA aus 

mit dem Isolationsprotokoll angereicherten Autophagosomen über eine Trireagent/Trizol-

Fällung erfolgreich präzipitiert und analysiert werden kann. Die Ergebnisse der Studie von 

Hu-Xuan et al belegen überdies, dass es Selektionsmechanismen für den spezifischen au-

tophagischen Abbau bestimmter RNA-Moleküle gibt. Dies kann als Grundlage für RNA-Se-

quenzierungen und -Analysen genutzt werden, um das genaue RNA-Substratprofil von Au-

tophagosomen zu bestimmen. Auf diese Weise können Sequenzen und Modifikationen 

identifiziert werden, die als Degradationssignal fungieren, und die RNA-Typen identifiziert 

werden, die autophagosomal unter verschiedenen Autophagie-, Stress- und pathologischen 

Bedingungen abgebaut werden. 
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4.3.1 Das Lipidprofil von Autophagosomen im Kontext der Substrat- und der Fusionsspe-

zifität 

All die in Kapitel 4.3 beschriebenen Mechanismen, um RNA ins Lysosom zu transportie-

ren, zielen auf die Degradation der RNA im Lysosom ab. Neben der degradativen Autopha-

gie können Proteinkomplexe und RBPs auch über die sekretorische Autophagie aus der 

Zelle heraus transportiert werden. Inwieweit die innere Membran der Autophagosomen da-

bei stabil bleibt, ist nicht bekannt (Ponpuak et al, 2015). MAP1LC3B spielt zum einen eine 

Rolle bei der stetigen Beladung von MVBs zur Synthese von EVs (extrazelluläre Vesikel) 

und deren Beladung mit RBPs. Hier dient das Substrat, das aus der Zelle sekretiert wird, 

der interzellulären Kommunikation. Die EVs werden vorrangig mit RBPs und verschiedenen 

RNA-Spezies beladen (Debnath & Leidal, 2022). Wenn die Autophagie bzw. die lysosomale 

Degradation im pathologischen Kontext gestört ist, kann die sekretorische Autophagie ge-

steigert werden, und MAP1LC3B dekoriert dann Autophagosomen, die mit der Plasma-

membran fusionieren (Nakamura et al, 2024; Solvik et al, 2022; Xu et al, 2018b). Inwieweit 

eine Fusion mit späten Endosomen und MVBs für die sekretorische Autophagie und die 

Verschmelzung des Autophagosoms mit der Plasmamembran notwendig ist, muss noch 

endgültig geklärt (Debnath & Leidal, 2022; Li et al, 2024; New & Thomas, 2019). 

Während an der degradativen Autophagie vorwiegend STX17 und RAB7 beteiligt sind, 

sind für die sekretorische Autophagie vorrangig SEC22B und RAB8A von Bedeutung (Li et 

al., 2024). SEC22B (SEC22 homolog B, vesicle trafficking protein) ist ein SNARE-Protein, 

das unter anderem für den Vesikeltransfer vom ER zum Golgi nötig ist (Sun et al, 2020). Es 

weist eine Transmembranregion auf und bevorzugt damit wahrscheinlich ein distinktes Lip-

idprofil der Membran, in die es integriert, ähnlich wie die ATG2-Proteine (Osawa et al., 

2020). Der Mechanismus, der entscheidet, wann die degradative und wann die sekretori-

sche Autophagie greift, ist bisher nicht genau geklärt. 

Interessanterweise ist nicht nur MAP1LC3B ein entscheidender Faktor für die sekretori-

sche Autophagie (Leidal & Debnath, 2021). Ohne die neutrale Sphingomyelinase findet 

keine Sezernierung der Autophagosomen und MVBs statt. Die sekretorische Autophagie ist 

also an den SM-Metabolismus in der Plasmamembran gekoppelt und beweist damit, wie 

wichtig das Lipidprofil von Autophagosomen und deren Zielorganell für ihre Funktionalität ist 

(Leidal et al, 2020). 

Es ist beschrieben, dass sich degradative und sekretorische Autophagosomen anhand der 

Proteine unterscheiden, mit denen sie dekoriert und mit denen sie beladen sind. Damit sind 

sie durch das etablierte Isolationsprotokoll am Durchflusszytometer theoretisch voneinander 

zu unterscheiden. Die Untersuchung der Proteine und RNA-Spezies der unterschiedlichen 

Autophagosomen könnte Selektionsprozesse und Autophagierezeptoren spezifisch für die 

sekretorische oder die degradative Autophagie identifizieren. Außerdem wäre ein weiterer 
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interessanter Punkt, ob sich die Lipidprofile der beiden Populationen voneinander unter-

scheiden, und ob ein verändertes Lipidprofil einen Einfluss auf den eingeschlagenen Auto-

phagieprozess ausübt. 
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6 Anhang 

6.1 Abkürzungen 

6.1.1 Abkürzungen für Bezeichnungen 

7SL RNA component of signal recognition particle 7SL 

Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A 

ADP Adenosindiphosphat 

AF AlexaFluor 

AMP Adenosinmonophosphat  

AMPK AMP-activated kinase 

AP Adapter Protein 

APC Allophycocyanin 

APS Ammoniumpersulfat 

ATG autophagy related gene 

ATP Adenosintriphosphat 

AV autophagisches Vesikel 

BAG Bcl-2-associated athanogene 

BCA Biuret-Bicinchoninsäure 

BODIPY 
(T-4)-[2-[1-(3,5-dimethyl-2H-pyrrol-2-ylidene-κN)ethyl]-3,5-dimethyl-1H-pyrrolato-
κN]difluoro-boron 

BSA Bovine Serum Albumin 

bspw. beispielsweise 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

Cas9 CRISPR associated protein 9 

CD Cluster of Differentiation 

Cdc48 cell division cycle 48 

cDNA complementary DNA 

Cer Ceramid 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat 

CHOL Cholesterin 

circRNA circular RNA 

CL Cardiolipin 

CMA Chaperone mediated autophagy 

COP coat protein 

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

CTS Cathepsine 

Cy Cyanin 

D. melanogaster Drosophila melanogaster 

DAG Diacylglycerol 

DAPI 4,6-Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid-hydrat 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DFG Deutsche Fördergesellschaft 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DTT 1,4-Dithiothreitol 

E. coli Escherichia coli 

EBSS Earle's Balanced Salt Solution 

EDTA Ethylendiamin-tetraessigsäure 

EGTA 
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsäure, 1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-
N,N,N',N'-tetraessigsäure 

ER endoplasmatisches Retikulum 

ERES ER exit site 

ERGIC ER Golgi intermediate compartment 

ESCRT endosomal sorting complex required for transport 

et al et alii 

etc. etcetera 

EV Extrazelluläre Vesikel 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FCS Fetal Calv Serum 

FIP200 focal adhesion kinase family–interacting protein of 200 kDa 

GABARAP γ-aminobutyric acid type A receptor-associated protein 

GABARAPL γ-aminobutyric acid type A receptor-associated protein like 

GAPDH glycerinaldehyd-3-phosphat dehydrogenase 

GATE16 Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa 

GenTSV Gentechnische Schutzverordnung 

ggf. gegebenenfalls 

GL Gesamtzelllysat 

GM130 130 kDa cis-Golgi matrix protein 1 

GTP Guanosintriphosphat 

GVO Genetisch veränderter Organismus 

Halo haloalkane dehalogenase 

HeLa Henrietta Lacks-Zervixkarzinom-Epithelzellen 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure 

HRP Horseradish Peroxidase 

IM Isolationsmembran 

KD Knock Down 

KFERQ Lysin-Phenylalanin-Glutaminsäure-Arginin-Glutamin 

KO Knock Out 

L Lösliche Fraktion 

LAMP lysosomal associated membrane protein 

LIR LC3 interacting region 

lncRNA long non-coding RNA 

LV lysosomale Vesikel 

m6A N6-Methyladenosin 

M6PR mannose-6-phosphate receptor 

MAP1LC3 microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 
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MES 2-(N-Morpholino)Ethansulfonsäure 

miRNA micro RNA 

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

mRNA messenger RNA 

mTOR mammalian target of rapamycin 

MVB multivesicular bodies 

NBD Nitrobenzoxadiazole 

NUFIP1 nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 1 

P Pelletfraktion 

PA Phosphatidat 

pATG9A Phosphoryliertes ATG9A 

PBS Phophate Buffered Saline 

PC Phosphatidylcholin 

PCR polymerase chain reaction 

PE Phosphatidylethanolamin 

PE Phycoerythrin 

PFA Paraformaldehyd 

PG Phosphatidylglycerol 

PI/PtdIn Phosphatidylinositol 

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase 

PI3P Phosphatidylinositol-3-phosphat 

PP2 1-tert-Butyl-3-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-amine 

PS Phosphatidylserin 

pY8 Phospho-Tyrosin an Stelle 8 

RAB Ras-related in brain 

RBP RNA-bindende Proteine 

RNA Ribonukleinsäure 

RNAi RNA interference 

RPL19 ribosomal protein L19 

rRNA ribosomale RNA 

RT Reverse Transkription 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SDS Natriumlaurylsulfat 

SDS-PAGE sodiumdodecylsulfat polyacrylamide gel electrophoresis 

SEC22B SEC22 homolog B, vesicle trafficking protein 

sek AK sekundärer Antikörper 

SIDT systemic RNA-interference deficient-1 transmembrane family 

siRNA small interfering RNA 

Sph Sphingosin 

SM Sphingomyelin 

SNAP29 synaptosomal associated protein 29 

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor 

snoRNA small nucleolar RNA 

snRNA small nuclear RNA 
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SOD1 Superoxiddismutase 1 

SQSTM1 Sequestome1/p62 

SRC proto-oncogene sarcoma tyrosine-protein kinase 

SRP signal recognition particle 

STX17 Syntaxin 17 

TAG Triacylglycerol 

TBS Tris Buffered Salin 

TBS/T Tris Buffered Salin/Tween 

TDP43 trans-activation response DNA binding protein 43 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TER Telomerase RNA component 

TGN Trans-Golgi Netzwerk 

tRNA transfer RNA 

Tub Tubulin 

u.a. unter anderem 

ULK1 UNC51-like kinase 1 

UPS Ubiquitin-Proteasom-System 

usw. und so weiter 

V-ATPase vacuolar-type adenosine 5'-triphosphatase 

VAMP8 vesicle associated protein 8 

VCP valosin-containing protein 

VPS vacuolar protein sorting 

WIPI WD-40 repeat containing protein that interacts with PtdIns 

WT Wildtyp 

6.1.2 Einheiten und Maße 

° C Grad Celsius 

A Area 

ANOVA analysis of variance 

BP Bandpass Filter 

bp Basenpaare 

cm Zentimeter 

cm2 Quadratzentimeter 

Em Emission 

Ex Extinktion 

FSC Forward Scatter 

g Fallbeschleunigung 

h Stunde 

H Height 

kDa Kilodalton 

l Liter 

M Molar 

m Masse 

max maximal 

min Minute 
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ml Milliliter 

mM Millimolar 

N Stickstoff-gebunden 

nm Nanomolar 

ns nicht signifikant 

pH potentia hydrogenii 

pM Pikomolar 

POI Population of Interest 

RT Raumtemperatur 

sec Sekunde 

sn stereospecifically numbered (bei Lipiden) 

SSC Side Scatter 

U Unit / katalytische Einheit 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar 

V Volumen 

v Geschwindigkeit 

W Width 
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6.2 Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1 Übersicht autophagischer Prozesse Die Autophagie ist ein lysosomaler Abbauweg. (A) 

Bei der Mikroautophagie werden Substrate direkt in das Lysosom über einen Pinozytose-

ähnlichen Mechanismus aufgenommen. Das Degradationsmotiv KFERQ kann dabei als Signal 

dienen, aber es werden auch Substrate Motiv-unabhängig aufgenommen. (B) Die 

Makroautophagie ist durch die de novo Synthese des doppelmembranösen Autophagosoms 

charakterisiert. Die Vorläuferstruktur ist die Phagophore, die während der Reifung zum 

Autophagosom um Substrate herum wächst und diese in sich einschließt. Die Makroautophagie 

kann unselektiv zytosolisches Material in das Autophagosom einschließen (Bulk-Autophagie 

genannt). Bei der selektiven Makroautophagie erkennen spezialisierte Autophagierezeptoren 

spezifische Substrate. Folgend aufgelistet sind Beispiele für prominente Rezeptoren: 

Cdc48/VCP interagiert mit Stressgranula, Lamin B1 mit Abschnürungen des Nukleus, NUFIP1 

mit Ribosomen. MAP1LC3B kann direkt mit Nukleinsäuren interagieren. Die genauen 

Rezeptoren der Lipophagie sind noch unbekannt. SQSTM1 ist ein Autophagierezeptor, der unter 

anderem mit ubiquitinierten Substraten interagiert, beispielweise im Zuge der Aggrephagie. (C) 

Während der Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA) erkennen Chaperone bestimmte 

exponierte Sequenzen wie das KFERQ-Motiv und führen die Substrate dem Lysosom in 

Zusammenarbeit mit Transportern zu. LAMP2A ist dabei der bevorzugte Transporter für 

Proteine, während LAMP2C und SIDT2 mit dem Nukleinsäuretransport in Verbindung gebracht 

wurden. KFERQ = Lysin-Phenylalanin-Glutaminsäure-Arginin-Glutamin; 

MAP1LC3B = Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B; 

SQSTM1 = Sequestome1/p62; Cdc48 = cell division cycle 48; VCP = valosin-containing 

protein; NUFIP1 = Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 1; LAMP = Lysosomal 

associated membrane protein; SIDT2 = systemic RNA-interference deficient-1 transmembrane 

family, member 2. ........................................................................................................................ 2 

Abbildung 2 Biogenese von Autophagosomen (A) Schematische Darstellung der Biogenese eines 

Autophagosoms. Während der Initiierung regulieren mTOR und AMPK den ULK-Komplex, der 

über die Aktivierung des PI3K-Komplexes die Bildung einer Isolationsmembran initiiert. ATG8-

Proteine werden von den ATG4-Proteasen zu ATG8-I hydrolysiert. Nach der IM-Keimung wird 

ATG8-I über ATG7, ATG3 und den E3-Komplex an das Phospholipid PE konjugiert und als 

ATG8-II in die Phagophorenmembran integriert. Die Membran wächst und wird während der 

Reifung zum Autophagosom vom ESCRT-Komplex geschlossen. ATG8-II wird von ATG4-

Proteasen teilweise von der Außenseite des Autophagosoms dekonjugiert und das reife 

Autophagosom fusioniert entweder mit Endosomen zu Amphisomen oder direkt mit Lysosomen 

zu Autolysosomen. An der Fusion sind ATG8-Proteine, LAMP2, der SNARE-Komplex und RAB7 

beteiligt. Die V-ATPase kreiert das für die Fusion notwendige saure Milieu der Lysosomen. 

Saure Hydrolasen verdauen den Cargo zu einzelnen Nährstoffgrundbausteinen, die ins Zytosol 

transportiert werden. Das Autolysosom reformiert sich zu einem Lysosom und steht für weitere 

Fusionen bereit. (B) Die IM bildet sich am ER, aber auch SQSTM1/Ubiquitin-Tropfen und 

ATG9A-positive Vesikel können als Startpunkt der Phagophorenbildung dienen. 
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mTOR = mammalian target of rapamycin; AMPK = AMP-activated kinase; ULK = UNC51-like 

kinase; PI3K = phosphatidylinositol 3-kinase; ATG = autophagy related gene; 

PE = Phosphatidylethanolamin; ESCRT = endosomal sorting complex required for transport; 

SNARE = soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor; RAB = Ras-related in 

brain; V-ATPase = vacuolar-type adenosine 5'-triphosphatase; ER = endoplasmatisches 

Retikulum; IM = Isolationsmembran. ........................................................................................... 4 

Abbildung 3 Die Membran wachsender Autophagosomen wird von diversen Kompartimenten mit 

Lipiden versorgt Die Phagophore wird direkt vom ER mit Lipiden versorgt, die vom ATG2-WIPI-

Komplex transferiert werden. Am ERES generierte COPI-Vesikel und vom Golgi-Apparat 

sezernierte COPII-Vesikel liefern ebenfalls Lipide für das Wachstum der Phagophore. ERGIC 

und ERES stehen in engem Kontakt zur Phagophore und beeinflussen deren Formgebung. 

ATG9A-positive Vesikel werden am TGN gebildet und transferieren ebenfalls 

Membranbestandteile. Vermittelt durch RAB11 knospen endosomale Vesikel vom 

Recyclingendosom ab und liefern Lipide an die Phagophore. Es wurden auch Verbindungen zur 

Plasmamembran und den Mitochondrien beschrieben. Lipidtröpfchen werden durch die 

Aktivierung von RAB18 mobilisiert, die die Lipidversorgung der Phagophore indirekt 

unterstützen. MVB = multivesicular bodies; TGN = trans-Golgi Netzwerk; ERGIC = ER Golgi 

intermediate compartment; ERES = ER exit site; COP = coat protein; WIPI = WD-40 repeat 

containing protein that interacts with PI. ..................................................................................... 8 

Abbildung 4 Übersicht über die Syntheseorte von Phospholipiden sowie die Struktur ausgewählter 

Phospholipide (A) Übersicht über die Syntheseorte der Phospholipide. Lipidtröpfchen liefern 

Fettsäuren sowie Di und Triacylglycerole und Acetyl-Coenzym A, die über verschiedenste 

Synthesewege am ER zu PA, PE, PI, PS, Cholesterin und Ceramid verarbeitet werden. 

Mitochondrien synthetisieren Cardiolipin, PA, PG und PE, wobei nur die Glycerophospholipide 

ans ER transferiert werden. Vom ER werden Ceramide zum Golgi-Apparat geleitet, in dessen 

Membran unter anderem SM produziert wird. Ceramid und SM werden an die Plasmamembran 

transportiert. Dort stehen sie in stetiger Balance mit Sphingosin als Signalmoleküle. (B) 

Strukturformeln der einfachen Sphingolipide Sphingosin und Ceramid sowie des komplexen 

Sphingolipides Sphingomyelin, und Strukturformel von Phosphatidylcholin. In Rot dargestellt ist 

das Lipidgerüst der Phospholipide, in Violett die Fettsäurereste und in Grün die 

Phosphatkopfgruppe. Alle Sphingolipide bauen auf einer Sphingosinbase als Grundgerüst auf. 

Ceramid wird über die Konjugation einer Fettsäure an das Stickstoffatom gebildet. 

Sphingomyelin wird durch die Konjugation von Phosphocholin an die erste Hydroxygruppe der 

Sphingosinbase gebildet. Glycerophospholipide wie PC bauen auf Glycerin auf, an dessen 

erstes Kohlenstoffatom die Kopfgruppe und an dessen zweites und drittes die beiden Fettsäuren 

konjugiert sind. Die Kopfgruppe besteht aus einem Phosphat und einem Konjugat, wie hier 

Cholin. Cer = Ceramid; Sph = Sphingosin; CL = Cardiolipin; CH = Cholesterol; 

DG = Diacylglycerol; TG = Triacylglycerol. ............................................................................... 14 

Abbildung 5 Gating-Strategie zur Isolation von autophagischen Vesikeln Zuerst wurde per Sideward 

Scatter (SSC) und Foreward Scatter (FSC) die Population of Interest (POI) festgelegt und über 
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ein weiteres Gate wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde anhand der Kontrollen 

ein Fenster mithilfe des Fluoreszenzintensität für die Population autophagischer Vesikel 

festgelegt. .................................................................................................................................. 32 

Abbildung 6 Gating-Strategie zur Isolation von autophagischen Vesikeln nach Markierung mit zwei 

unterschiedlichen Antikörpern Zuerst wurde per SSC und FSC die POI festgelegt und über ein 

weiteres Gate wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde anhand der sekundär 

Antikörper-Kontrolle ein Fenster mithilfe des Fluoreszenzintensität für die Population 

MAP1LC3B positiver Vesikel festgelegt. Hieraus ergab sich anhand der allGABARAPs-Färbung 

eine Population aus Autophagosomen. ..................................................................................... 33 

Abbildung 7 Gating-Strategie für autophagische Vesikel gefärbt mit fluoreszierendem Lipid Zuerst 

wurde mit SSC und FSC die POI festgelegt und über ein weiteres Gate wurden Dubletten 

diskriminiert. Anschließend wurde anhand der Kontrollen mithilfe der Fluoreszenzintensität ein 

Fenster für die Population autophagischer Vesikel festgelegt. Die Gates für NBD und PE wurden 

unabhängig voneinander festgelegt, während die Isolation der autophagischen Vesikel über das 

PE-definierte Gate in Abhängigkeit vom NBD-Gate durchgeführt wurde. ................................. 34 

Abbildung 8 Gating-Strategie für lysosomale Vesikel Zuerst wurde mit SSC und FSC die POI 

festgelegt und über ein weiteres Gate wurden Dubletten diskriminiert. Anschließend wurde 

anhand der Kontrollen ein Fenster für die Population azidifizierter Vesikel anhand der 

LysoTracker RedDND-99-Färbung festgelegt. Die Population lysosomaler Vesikel wurde 

hiervon abhängig anhand von LAMP2 oder LAMP1 bestimmt. ................................................ 34 

Abbildung 9 Gezielte Phospholipidomanalyse von Gesamtzelllysat und autophagischen Vesikeln Die 

Phospholipidprofile von Gesamtzelllysat (GL) und von autophagischen Vesikeln (AV) von HeLa 

WT-Zellen wurden unter basalen Autophagiebedingungen sowie nach Nährstoffentzug und 

Proteasom-Inhibition mittels Lipidomanalyse bestimmt. (A) Heatmap der Konzentration aller 

untersuchten Phospholipide. Dargestellt ist die Verteilung der Phospholipide relativ zur 

Gesamtmenge aller gemessenen Phospholipide, wobei jede Probe unabhängig für sich 

analysiert wurde. Zugrunde liegen die Mittelwerte der Messungen aus drei unabhängigen 

Versuchswiederholungen. (B) Relative Darstellung der untersuchten Phospholipide als Anteil 

innerhalb der entsprechenden Phospholipidklasse. Die statistische Auswertung erfolgte über 

eine two-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach Sidak. n = 3. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± Standardabweichungen. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005. Die Proben für die 

Phospholipidomanalyse wurden von             generiert. Die Phospholipidomanalysen 

wurden von             am Institut für Physiologische Chemie der Universitätsmedizin 

Mainz durchgeführt. Die Ergebnisse wurden publiziert und die Abbildungen modifiziert (Schmitt 

et al., 2022). AV = autophagische Vesikel, PC = Phosphatidylcholin, 

PE = Phosphatidylethanolamin, PI = Phosphatidylinositol, PS = Phosphatidylserin, 

PG = Phosphatidylglycerol, SM = Sphingomyelin. .................................................................... 57 

Abbildung 10 Lokalisation von Sphingomyelin in HeLa WT-Zellen Konfokale Aufnahmen nach 

Färbung der Membran mit BODIPY-Sphingomyelin in Grün, Dapi als Marker für die Zellkerne in 

Blau. Mittels immunozytochemischer Färbungen wurden die untersuchten Golgi-Marker GM130 
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und TGN46 angefärbt und in Rot dargestellt. Die Maßstabsskalen betragen 2 und 20 µM. (A) 

Sphingomyelin lokalisiert in der gesamten Zelle an der Plasmamembran und den Zellausläufern 

sowie perinukleären Verdichtungen und Punctae. Die Darstellung ist repräsentativ für n = 5. (B) 

Der Golgi-Marker GM130 kolokalisiert mit Sphingomyelin mit einem Pearson’s 

Korrelationskoeffizienten von 0,53 ± 0,1. Die Darstellung ist repräsentativ für 48 Bilder aus n = 3. 

(C) Der Trans-Golgi-Marker TGN46 (rot) kolokalisiert mit Sphingomyelin mit einem Pearson’s 

Korrelationseffizienten von 0,57±0,08. Die Darstellung ist repräsentativ für 27 Aufnahmen aus 

n = 2........................................................................................................................................... 60 

Abbildung 11 Kolokalisation von Sphingomyelin und Autophagie-assoziierten Strukturen Konfokale 

Aufnahmen von BODIPY-SM in Grün dargestellt, DAPI als Marker für die Zellkerne in Blau sowie 

unterschiedliche Autophagie-assoziierte Proteinen in Rot, sofern nicht anders angegeben. Die 

Maßstäbe entsprechen 2 und 20 µM. (A) mCherryATG9A und SM kolokalisieren mit einem 

Pearson’s Korrelationskoeffizienten von 0,72 ± 0,08. Die Darstellung ist repräsentativ für 34 

Aufnahmen aus n = 2. (B) MAP1LC3B kolokalisiert mit SM mit einem Pearson’s 

Korrelationskoeffizienten von 0,44 ± 0,09. Die Darstellung ist repräsentativ für 49 Aufnahmen 

aus n = 6. (C) LAMP2 kolokalisiert mit SM mit einem Pearson’s Korrelationskoeffizienten von 

0,58 ± 0,13. Die Darstellung ist repräsentativ für 46 Aufnahmen aus n = 4. (D) MAP1LC3B (Rot) 

und LAMP2 (Blau) zeigen verschiedene mögliche Kolokalisationen. Der offene Pfeil zeigt auf 

eine SM und LAMP2 positive Struktur. Die ungefüllte Pfeilspitze zeigt auf eine Struktur, die 

positiv für MAP1LC3B und SM ist. Die gefüllte Pfeilspitze zeigt auf eine Struktur, die sowohl für 

SM, MAP1LC3B als auch LAMP2 ist. ....................................................................................... 61 

Abbildung 12 Sphingomyelin verstärkt den autophagischen Flux in HeLa WT-Zellen Immunoblots für 

ATG9A und MAP1LC3B, Tubulin diente der Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen wurden mit 500 nM 

BODIPY-SM für 2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit delipidisiertem 

Serum (A) und in EBSS (C) behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für 

n = 3 bzw. n = 4. (B, D) Dargestellt ist die statistische Auswertung der 

Mittelwerte ± Standardabweichungen des autophagischen Fluxes gemessen an den 

Immunoblots von MAP1LC3B für (A) und (C) über den t-Test. * P < 0,05, *** P < 0,005. ........ 63 

Abbildung 13 Phophatidylcholin induziert den autophagischen Flux in HeLa WT-Zellen (A) 

Intrazelluläre Lokalisation von NBD-PC (Grün) in HeLa WT-Zellen. Zellkerne sind in Blau 

dargestellt. Maßstab = 20 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 3. (B) 

Immunozytochemische Färbung von NBD-PC (Grün) und MAP1LC3B (Rot) zur Darstellung ihrer 

Kolokalisation. Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstäbe = 20 und 2 µm. Die dargestellten 

Aufnahmen sind repäsentativ für n = 6. (C, E) Immunoblots für MAP1LC3B mit Tubulin als 

Ladekontrolle von HeLa WT-Zelllysaten nach Behandlung mit 500 nM Phosphatidylcholin (PC) 

für 2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit delipidisiertem Serum (C) 

und in EBSS (E). Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für n = 3 und n = 4. (D, F) 

Dargestellt ist die statistische Auswertung der Mittelwerte ± Standardabweichungen des 
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autophagischen Fluxes gemessen an den Immunoblots von MAP1LC3B für (D) und (F) über 

den t-Test. * P < 0,05, ** P < 0,01. ............................................................................................ 64 

Abbildung 14 Phosphatidylethanolamin hemmt den autophagischen Flux unter Hungerbedingungen 

in HeLa WT-Zellen (A) Intrazelluläre Lokalisation von NBD-PE (Grün) in HeLa WT-Zellen. 

Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstab = 20 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind 

repräsentativ für n = 3. (B) Immunozytochemische Färbung von NBD-PE (Grün) und MAP1LC3B 

(Rot) zur Darstellung ihrer Kolokalisation. Zellkerne sind in Blau dargestellt. Maßstäbe = 20 und 

2 µm. Die dargestellten Aufnahmen sind repäsentativ für n = 6. (C, E) Immunoblots für 

MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle von HeLa WT-Zelllysaten nach Behandlung mit 

500 nM NBD-PE für 2 h gefolgt von 2 µM Bafilomycin A1 für 2 h in Kulturmedium mit 

delipidisiertem Serum (C) und in EBSS (E). Die dargestellten Immunoblots sind repräsentativ für 

je n = 3. (D, F) Dargestellt ist die statistische Auswertung der 

Mittelwerte ± Standardabweichungen des autophagischen Fluxes gemessen an den 

Immunoblots von MAP1LC3B für (D) und (F) über den t-Test. ns = nicht signifikant, 

*** P < 0,005. ............................................................................................................................. 66 

Abbildung 15 Transfermechansimus ATG9A-positiver Vesikel ATG9A lokalisiert unphosphoryliert 

vorwiegend am Golgi-Apparat. (Links – basale Bedingungen). SRC-Kinase phosphoryliert 

ATG9A an Y8 (pATG9A) und induziert so die Translokation zu sich vom trans-Golgi-Netzwerk 

abschnürenden Vesikeln. ATG9A-positive Vesikel dienen als Keim für das Omegasom und 

versorgen die wachsende Phagophore mit Lipiden. (Mitte – SRC-Inhibition) Die SRC-Kinase 

wird durch PP2 inhibiert und somit die Phosphorylierung von ATG9A verhindert. Das Fehlen von 

aktivem ATG9A an der Phagophore hat zur Folge, dass die Lipide, die von ATG2-WIPI geliefert 

werden, nicht korrekt über die Membrandoppelschicht verteilt werden, weswegen das 

Längenwachstum der Phagophore stark gestört ist. (Rechts – RNAi) Die Proteinspiegel von 

ATG9A werden durch siRNA gesenkt. ATG9A-positive Vesikel können nicht gebildet werden. 

Lipide werden vom ER über ATG2-WIPI transferiert, aber die Skramblase zur Verteilung der 

Lipide über die Membrandoppelschichten fehlt. Dies inhibiert das Wachstum der Phagophore. 

ADP = Adenosindiphosphat....................................................................................................... 67 

Abbildung 16 Die positive Modulation der Autophagie durch Sphingomyelin ist abhängig von ATG9A 

(A) Immunoblots von ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen 

wurden mit non sense oder siATG9A-RNA transfiziert und nach 48 h für 2 h mit 500 nM SM und 

anschließend für 2 h mit 2 µM Bafilomycin A1 behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind 

repräsentativ für n = 3. (B) Immunoblots für ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als 

Ladekontrolle. HeLa WT-Zellen wurden 12 h mit 5 µM PP2 behandelt. Nach 8 h wurden 500 nM 

SM und nach 10 h 2 µM Bafilomycin A1 supplementiert. Die dargestellten Immunoblots sind 

repräsentativ für n = 3. (C, D) Statistische Auswertung des autophagischen Fluxes anhand der 

Immunoblots von MAP1LC3B aus (A) und (B) über eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test 

nach Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. ns = nicht signifikant, 

* P < 0,05. .................................................................................................................................. 71 
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Abbildung 17 Die Knockouts von ATG2A/B und ATG9A beeinträchtigen die Autophagie (A) 

Immunoblots von ATG2B, ATG2A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. Geladen 

wurden Zelllysate aus HeLa WT- und HeLa ATG2A/B KO-Zellen. Die Zellen wurden 2 h mit 

Kulturmedium oder EBSS mit DMSO oder Bafilomycin A1 behandelt. Die dargestellten 

Immunoblots sind repräsentativ für n = 3. (B) Statistische Auswertung des autophagischen 

Fluxes anhand des Immunoblots von MAP1LC3B aus (A) über eine one-way ANOVA mit dem 

Posthoc-Test nach Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. (C) 

Immunoblots von ATG9A und MAP1LC3B mit Tubulin als Ladekontrolle. Geladen wurden 

Zelllysate aus HeLa WT- und HeLa ATG9A KO-Zellen. Die Zellen wurden 2 h mit Kulturmedium 

oder EBSS und DMSO oder Bafilomycin A1 behandelt. Die dargestellten Immunoblots sind 

repräsentativ für n = 5. (D) Statistische Auswertung des autophagischen Fluxes anhand des 

Immunoblots von MAP1LC3B aus (C) eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach 

Tukey‘s. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. ns = nicht signifikant, 

* P < 0,05, *** P < 0,005. ........................................................................................................... 74 

Abbildung 18 MAP1LC3BI akkumuliert im ATG9A KO Statistische Auswertung der in Abbildung 17C 

dargestellten Immunoblots von MAP1LC3BI unter basalen Bedingungen und nach 

Nährstoffentzug ohne Bafilomycin A1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen 

aus n = 5. Ermittlung der Signifikanzen über eine one-way ANOVA mit dem Posthoc-Test nach 

Holmes-Sidak‘s. ns = nicht signifikant, * P < 0,05, *** P < 0,005. ............................................. 75 

Abbildung 19 Immunozytochemische Darstellung Autophagosomen-assoziierter Strukturen in HeLa 

ATG2A/B KO und ATG9A KO Dargestellt sind SQSTM1 in Grün, MAP1LC3B in Rot, Dapi in 

Blau. Maßstäbe = 20 und 2 μM. Dargestellt sind Zellen aus basalen Bedingungen (oben), unter 

Bafilomycin A1-Behandlung für 2 h (Mitte) und unter EBSS mit Bafilomycin A1 für 2 h (unten). (A) 

HeLa WT-Zellen. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 7. (B) HeLa 

ATG2A/B KO-Zellen. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 4. (C) HeLa 

ATG9A KO-Zellen. Die dargestellten Aufnahmen sind repräsentativ für n = 3. ........................ 76 
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