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Zusammenfassung 

Autophagie ist ein essentieller intrazellulärer Abbaumechanismus, durch den zytosolische 

Makromoleküle und Organellen degradiert werden. Die durch den Abbau gewonnenen 

Molekülbausteine stehen dem Organismus anschließend wieder für katabolische und 

anabolische Prozesse zur Verfügung. Auch die zirkadiane Uhr, ein zellautonomer 

Mechanismus, der die periodische Aktivität einer Vielzahl von zellulären Prozessen steuert, 

spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des Metabolismus. In der Maus konnte bereits 

eine Regulation der Autophagie durch die zirkadiane Uhr in Leber nachgewiesen werden. 

Darüber hinaus deuten mehrere Studien darauf hin, dass Alterungsprozesse sowohl 

Autophagielevel als auch den zirkadianen Oszillator maßgeblich beeinträchtigen. In dieser 

Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob in gealterten Zellen ein kausaler 

Zusammenhang zwischen beiden Prozessen bestehen könnte. Anders ausgedrückt, könnten 

durch Alterungsprozesse verursachte Veränderungen des zirkadianen Oszillators zu 

reduzierten Autophagieleveln führen oder umgekehrt?  

Diese Arbeit zeigt, dass durch die spezifische Deregulation einzelner zirkadianer Gene 

sowohl die absoluten als auch die rhythmischen Autophagielevel in Säugetierfibroblasten 

beeinflusst werden und dass der zirkadiane Oszillator die Autophagie wenigstens zum Teil 

über die Phosphorylierung von AMPK reguliert. Weiterhin wurde beobachtet, dass in in situ 

gealterten menschlichen Fibroblasten eine direkte Korrelation zwischen dem Alter der 

Spender, dem Level des autophagischen Flux und den Expressionsleveln spezifischer 

Uhrgene besteht. Insbesondere die Expression von Komponenten des negativen und 

stabilisierenden Armes der zirkadianen Rückkopplungsschleife ist in gealterten Fibroblasten 

deutlich reduziert. Im Gegensatz dazu sind dieselben Uhrgene in stationären Fibroblasten und 

Cryptochrom-defizienten Zellen hochreguliert und diese Zellen weisen gleichzeitig erhöhte 

Autophagielevel auf verglichen mit wachsenden Zellen bzw. Cryptochrom-enthaltenden 

Zellen. Außerdem können durch Steigerung der Expressionslevel des am stärksten 

herunterregulierten Uhrgens in gealterten humanen Fibroblasten, PER2, die Autophagielevel 

in diesen Zellen teilweise wieder hergestellt werden. Im Gegensatz dazu reduziert der Knock-

down von Per2 die Autophagielevel in Mausfibroblasten. Zusammengefasst identifizieren die 

in dieser Arbeit durchgeführten Experimente die zirkadiane Uhr als Regulator der Autophagie 

in Säugetierfibroblasten und führen zu einem Modell, in dem altersbedingte Veränderungen 

der Expressionslevel spezifischer Uhrgene zu reduzierten Autophagieleveln führen.  
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Summary 

Autophagy is an essential intracellular degradation process which serves to degrade large 

cytosolic molecules and whole organelles. The molecular components that are newly acquired 

by the degradation process are then available to the organism for catabolic and anabolic 

processes. Furthermore the circadian clock, a cell-autonomous mechanism which controls the 

periodic activity of a variety of cellular processes, plays a central role in the regulation of 

metabolism. Regulation of autophagy by the circadian clock has already been shown in 

murine liver. In addition, several studies suggest that the aging process strongly affects 

decisively both autophagy and the circadian oscillator. This work addressed the question 

whether a causal relation between these two processes might exist in aged cells. In other 

words, could age-related alterations of the circadian oscillator therefore be directly 

responsible for reduced autophagy levels or vice versa? 

This work shows that the specific deregulation of individual circadian genes can influence 

both the absolute and the rhythmic autophagy levels in mammalian fibroblasts. Autophagy is 

at least in part actuated by the circadian oscillator via the phosphorylation of AMPK. 

Furthermore it has been shown that aging, reduced autophagic flux and altered circadian gene 

expression are closely correlated in human fibroblasts aged in situ. In particular components 

of the negative and the stabilizing arm of the circadian feedback loop are significantly 

reduced in aged fibroblasts. On the other hand in stationary fibroblasts and cryptochrome 

deficient cells, clock gene expression as well as autophagy levels are increased compared to 

logarithmically growing fibroblasts or cryptochrome competent cells. In addition, autophagy 

level can be partially restored in aged human fibroblasts by increasing the expression level of 

the most strongly downregulated clock gene, PER2. In contrast, knock-down of Per2 reduces 

autophagy in mouse fibroblasts. In summary, the experiments performed in this work identify 

the circadian clock as a regulator for autophagy in mammalian fibroblasts and put forward a 

model, in which age-related alterations in the expression levels of specific clock genes 

contribute to diminished autophagy levels.  
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1. Einleitung 

1.1 Zirkadiane Rhythmen 

 

Biologische Oszillationen reichen von wenigen Millisekunden bei neuronalen 

Aktionspotentialen über Jahresrhythmen, zum Beispiel beim Winterschlaf, bis zu 

Lebenszyklen von 13 bis 17 Jahren bei Zikaden der Gattung Magicicadas (Hildebrandt et al. 

1998, Grant 2005). Eine der vorhersehbarsten rhythmischen Umweltveränderungen auf der 

Erde ist der Wechsel von Tag und Nacht durch die 24-Stunden-Erdrotation, die mit täglichen 

Veränderungen in den Lichtverhältnissen, der Temperatur, der Feuchtigkeit und der 

Nahrungsverfügbarkeit einhergeht. Bakterielle, pflanzliche und tierische Organismen haben 

ihr Verhalten und ihre Physiologie evolutiv diesen rhythmischen Umweltveränderungen 

angepasst und eine endogene zirkadiane Rhythmik entwickelt. Zirkadiane Rhythmen 

(zirkadian; lateinisch: circa – ungefähr; dies – Tag) sind biologische Oszillationen mit einer 

Periodenlänge von ca. 24 Stunden, die in fast allen lebenden Organismen von Einzellern bis 

zum Menschen beobachtet werden können (Dunlap 1999). Das Antizipieren umweltbedingter 

Veränderungen und die Synchronisation interner Prozesse wie Zellteilung oder Metabolismus 

durch externe Zeitinformationen, so genannte „Zeitgeber“ (Aschoff 1951), erhöht die 

Fähigkeit von Organismen zur Aufrechterhaltung eines homöostatischen Gleichgewichts. Die 

Photoperiode ist der stärkste rhythmische Zeitgeber (Doyle et al. 2006, Doyle et al. 2007, 

Dibner et al. 2010) und definiert nicht nur die Länge von Tag und Nacht sondern 

synchronisiert auch den zirkadianen Oszillator der Organismen mit der Umwelt. Weitere 

Zeitgeber sind Licht (Pittendrigh et al. 1976), Temperatur (Edery 2000, Brown et al. 2002) 

und Nahrung (Stokkan et al. 2001, Schibler et al. 2003). Zu Beginn der zirkadianen 

Forschung wurde angenommen, dass zirkadiane Rhythmen eine passive Reaktion auf den 

Licht-Dunkel-Zyklus sind. Im Laufe der Zeit konnte gezeigt werden, dass die zirkadiane Uhr 

genetisch determiniert ist und endogen erzeugt wird (Reppert et al. 2002, Gallego et al. 2007, 

Zhang et al. 2010).  

Der Einfluss biologischer Rhythmen wurde zunächst 1729 von dem Astronomen Jean-Jaques 

d‘Ortous de Mairan beschrieben. Er beobachtete, dass Mimosen ihre Blätter auch in 

konstanter Dunkelheit in einem 24-Stunden-Rhythmus zyklisch öffnen und schließen und 

somit nicht von externen Lichteinflüssen gesteuert werden (DeMairan 1729). Weitere 

Experimente zeigten, dass sowohl Pflanzen als auch Säugetiere zirkadiane Rhythmen 
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aufweisen wenn sie unter konstant dunklen oder konstant hellen Bedingungen gehalten 

werden. Die Periodenlänge dieser free-running Rhythmen war von der Lichtintensität im 

jeweiligen Experiment abhängig (Kleinhoonte 1929, Bünning et al. 1930, Johnson 1939). In 

den darauf folgenden Jahren wurden zirkadiane Rhythmen auch in Bakterien (Mitsui et al. 

1986), einzelligen Eukaryoten (Hastings et al. 1958), Insekten (Stein-Beling 1935), Vögeln 

(Kramer 1952), Nagetieren (Richter 1922), Primaten (Simpson et al. 1906) und im Menschen 

(Aschoff et al. 1962, Aschoff 1965) nachgewiesen; die molekularen und genetischen 

Grundlagen blieben jedoch unklar. Zeitgleich zu Aschoff konnte Colin S. Pittendrigh mit 

seinen Studien an Drosophila pseudoobscura nachweisen, dass die Periodenlänge des 

endogenen zirkadianen Rhythmus unabhängig von externen Einflüssen wie 

Temperaturschwankungen und daher temperaturkompensiert ist (Pittendrigh 1954). Neben der 

Temperaturkompensation müssen zwei weitere Merkmale erfüllt sein, damit ein biologischer 

Rhythmus als zirkadian gelten kann. (I) Zeitgeber wie Licht (Pittendrigh, et al. 1976), 

Temperatur (Edery 2000, Brown, et al. 2002) und Nahrung (Stokkan, et al. 2001, Challet et al. 

2003) müssen in der Lage sein den Rhythmus mit der Umwelt zu synchronisieren 

(Entrainment). (II) Auch ohne Zeitgeber und unter konstant dunklen und hellen Bedingungen 

oder bei konstanten Temperaturbedingungen muss der Rhythmus eine Periodenlänge von ca. 

24 Stunden aufweisen (free-running Rhythmen). Aschoff und Pittendrigh gelten heute mit 

ihren Forschungen als Begründer der modernen Chronobiologie und haben mit vielen 

grundlegenden Definitionen und Prinzipien diesen damals noch neuartigen 

Wissenschaftsbereich geprägt (Daan et al. 1996, Daan 2001).  

1971 entdeckten Benzer und Konopka in einem Mutanten-Screening in Drosophila 

melanogaster einige zirkadiane Mutanten, welche veränderte Periodenlängen von 28 Stunden 

oder 19 Stunden aufwiesen oder völlig arrhythmisch waren. Alle Phänotypen wurden durch 

Mutationen in demselben Gen hervorgerufen, welches Konopka und Benzer Period (per) 

nannten (Konopka et al. 1971). Fast zeitgleich wurde in Neurospora crassa, einem 

Hyphenpilz, das Gen frequency (frq), ein Regulator für die rhythmische, asexuelle 

Sporenreproduktion entdeckt (Feldman et al. 1973). Die erste zirkadiane Mutation bei 

Säugetieren wurde 1988 in Goldhamstern gefunden. Die Tiere mit der so genannten tau 

Mutation weisen eine Periodenlänge von 20 Stunden (homozygot) bzw. 22 Stunden 

(heterozygot) auf (Ralph et al. 1988). Im Jahr 2000 wurde gezeigt, dass diese Mutation auf 

dem Gen Casein-Kinase 1ε (CK1ε) lokalisiert ist (Lowrey et al. 2000). Ab 1994 wurden in 

Maus mehrere Genorthologe zu den bereits bekannten zirkadianen Uhrgenen in D. 

melanogaster isoliert und charakterisiert. Dazu gehörten unter anderem mClock (circadian 
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locomotor output cycles kaput) (Vitaterna et al. 1994, Gekakis et al. 1998), drei Period-Gene 

mPer1, mPer2, mPer3 (Albrecht et al. 1997, Sun et al. 1997, Zylka et al. 1998) sowie mCry1 

und mCry2 (Orthologe des D. melanogaster Gens Cryptochrome) (Stanewsky et al. 1998, 

Kume et al. 1999, van der Horst et al. 1999). Des Weiteren fand man den Interaktionspartner 

von mClock, mBmal1 (Muscle Arnt-like-1; auch mMop3 genannt; Ortholog des Gens Cycle in 

D. melanogaster) (Hogenesch et al. 1998, Rutila et al. 1998, Bunger et al. 2000), sowie das 

mClock Analog mNpas2 (mMop4) (Reick et al. 2001), mRev-Erbα (Nuclear Receptor 

Subfamily 1 Group D Member 1, auch mNr1d1 genannt ) (Damiola et al. 2000, Preitner et al. 

2002), mRorα (RAR-Related Orphan Receptor α) (Sato et al. 2004, Guillaumond et al. 2005), 

mRorβ (RAR-Related Orphan Receptor β) (Sumi et al. 2002), mRorγ (RAR-Related Orphan 

Receptor γ) (Mongrain et al. 2008) und die beiden (bHLH)-PAS Proteine DEC1 (SHARP2) 

und DEC2 (SHARP1) (Honma et al. 2002, Rossner et al. 2008). Mittlerweile hat man neben 

der zirkadianen Expression einer Vielzahl von Uhrgenen im zentralen zirkadianen Taktgeber 

im suprachiasmatischen Nukleus auch zirkadiane Expressionsmuster in verschiedensten 

peripheren Organen gefunden, unter anderem in Herz, Leber, Lunge, Magen, Milz 

(Yamamoto et al. 2004), Niere, Nebenniere (Yoo et al. 2004), Pankreas, Schilddrüse 

(Yamazaki et al. 2009) und Muskel (Yamazaki et al. 2000). 

 

 

1.1.2 Der suprachiasmatische Nukleus als Hauptschrittmacher 

 

Schon die ersten zirkadianen Experimente legten nahe, dass Licht einen starken Einfluss auf 

die innere Uhr haben musste. Im Laufe der Zeit stellte sich heraus, dass Organismen, die eine 

sogenannte „Master-Clock“ oder einen „Hauptschrittmacher“ besitzen, welcher durch Licht 

synchronisiert wird, auch periphere Uhren besitzen und diese in der Regel nicht durch Licht 

synchronisiert werden. Der Hauptschrittmacher der zirkadianen Uhr ist im 

suprachiasmatischen Nukleus (SCN) im vorderen Bereich des Hypothalamus direkt über dem 

Chiasma opticum lokalisiert (Reppert, et al. 2002). Seine rhythmische Aktivität wird durch 

externe Lichtsignale über drei mögliche Signalwege gesteuert; den retinohypothalamischen 

(RHT), den geniculo-hypothalamischen (GHT) und den serotonergen (5HT) Signalweg, 

welcher entweder über die dorsalen Raphe-Kerne (DRN) oder die medianen Raphe-Kerne 

(MRN) induziert wird. Bei Säugetieren werden Lichtsignale meist über synaptische 
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Transmissionen des RHT Weges aufgenommen (Moore et al. 1972), über Axone der 

photosensitiven retinalen Ganglionzellen (pRGC) weitergeleitet und dann von elektrischen 

Informationen in chemische Signale umgewandelt, bevor sie zur Regulation der zirkadianen 

Uhr in den SCN-Neuronen dienen können (Moore et al. 1995, Berson et al. 2002). Neben dem 

Hauptschrittmacher im SCN besitzen auch andere Hirnregionen sowie die meisten Organe 

periphere Uhren. Aufgabe des SCN ist es, diese peripheren Uhren über verschiedenste 

Signalwege wie neuronale, endokrine und metabolische Stimuli oder Temperaturrhythmen zu 

synchronisieren (Menaker et al. 2013). Der SCN dient somit als Verbindung zwischen der 

Umwelt und dem Organismus und hilft durch die Synchronisation an sich verändernde 

Umwelteinflüsse und die entsprechende Informationsweitergabe, dass sich die 

unterschiedlichsten Gewebe und somit der gesamte Organismus an die Umweltbedingungen 

anpassen kann (Dibner, et al. 2010). Knapp 30% der SCN-Axone, welche in der 

Informationsweitergabe involviert sind, sekretieren sowohl GABA (γ-Aminobuttersäure) als 

auch Peptidneurotransmitter (Buijs et al. 1995, Castel et al. 2000), einer von ihnen ist 

Prokineticin 2 (PK2) (Cheng et al. 2002). Die Expression von PK2 im SCN weist 

oszillierende Level mit Expressionsspitzen während der Mitte der subjektiven Lichtphase auf 

(Cheng et al. 2005). Weitere neurochemische Transmitter im SCN sind Glutamat (Hermes et 

al. 1996), Arginin-Vasopressin (AVP) (Kalsbeek et al. 1992), vasoaktives intestinales Peptid 

(VIP) (Kalsbeek et al. 1992), Cardiolipin-like Zytokin (Kraves et al. 2006) und der 

Transforming Growth Factor α (TGFα) (Kramer et al. 2001, Li et al. 2002). Zusätzlich zur 

Einflussnahme auf periphere zirkadiane Organe durch Hormonsekretion kann der SCN 

periphere Organe auch direkt durch neuronale Mechanismen beeinflussen und damit ihre 

Sensitivität gegenüber ausgeschütteten Hormonen regulieren (Cailotto et al. 2009).  

 

 

1.1.3 Zirkadiane Uhren in peripheren Organen 

 

Viele physiologische Funktionen, wie die xeno- und endobiotische Detoxifikation in Leber 

und Niere sowie der Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus von Leber-, Muskel- und 

Fettgewebe, unterliegen täglichen Oszillationen (Lamia et al. 2008, Le Martelot et al. 2009). 

Auch kardiovaskuläre Parameter, wie Blutdruck oder Herzschlag oszillieren zirkadian 

(Gachon et al. 2004). Angesichts der hierarchischen Struktur des zirkadianen Systems wird 
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angenommen, dass alle rhythmischen peripheren Funktionen durch Signale vom SCN 

koordiniert werden, gegebenenfalls über die Synchronisation weiterer peripherer Oszillatoren 

(Stratmann et al. 2006, Kornmann et al. 2007). Die Koordination der Detoxifikation und 

diverser Stoffwechselwege ist für den Organismus von großem Vorteil. Zum einen wird die 

Nährstoffaufnahme hierdurch optimiert und metabolische Prozesse mit unerwünschten 

Nebeneffekten weitestgehend reduziert. Zum anderen werden unverträgliche Reaktionen (z.B. 

Glykogensynthese und –abbau) zeitlich voneinander getrennt und erst dann induziert wenn es 

für den Organismus von Vorteil ist (Schibler 2007, Dibner, et al. 2010).  

Diese Interaktion von Umwelteinflüssen mit dem Organismus ist von großer Bedeutung, da 

der Tag-Nacht-Zyklus dann mit den tagesrhythmisch verlaufenden Stoffwechselprozessen 

und der Nahrungsaufnahme einhergehen kann. Damit wird ein tageszeitlich optimales 

Verhalten des Organismus geschaffen, und der Metabolismus kann sich diesem Rhythmus 

anpassen (Green et al. 2008). Diese Synchronisation ist umso bedeutsamer, wenn man 

bedenkt, dass beispielsweise Erkrankungen assoziiert mit Schichtarbeit stetig an Relevanz 

gewinnen (Kyriacou et al. 2010). Schichtarbeit ist durch unregelmäßige, außerhalb der Norm 

liegende Arbeitszeiten definiert. Klassische Schichtarbeit findet sich häufig in sozialen 

Berufen mit Bereitschaftsdiensten wie bei der Feuerwehr, der Polizei oder im medizinischen 

Sektor wieder. Allerdings gibt es auch in vielen industriellen Großbetrieben Schichtsysteme 

ähnlicher Art. Hier herrscht üblicherweise ein Drei-Schicht-System, welches neben der 

gängigen 8.00 – 16.00 Uhr Schicht auch Arbeitszeiten bis 22.00 Uhr vorsieht und Nachtarbeit 

mit einplant. Laut Statistischem Bundesamt arbeiteten 2013 knapp 14% aller Bundesbürger 

regelmäßig nachts, je nach Berufsgruppe waren es bis zu 50% der Personen auf dem 

Arbeitsmarkt, die regelmäßig nachts oder in rotierenden Schichten arbeiteten (Bundesamt 

2013). Dies hat zur Konsequenz, dass der zirkadiane Rhythmus durch asynchron zum 

Lichtzyklus stattfindende Schlafepisoden und Nahrungsaufnahme gestresst wird und nicht 

richtig mit der Umwelt synchronisiert werden kann (Atkinson et al. 2008). Mehrere Studien 

zeigen, dass Schicht- und Nachtarbeiter eine reduzierte Aufmerksamkeitsspanne haben 

(Rajaratnam et al. 2001, Foster et al. 2005), anfälliger für das metabolische Syndrom (Arble et 

al. 2009), Adipositas (Salgado-Delgado et al. 2010) und Diabetes mellitus Typ II (Nagaya et 

al. 2002)  sowie Depression und Burn-out sind (Bildt et al. 2002, Arendt 2010). Zusätzlich 

haben sie häufiger eine schwächere Immunabwehr, kardiovaskuläre Erkrankungen wie 

Hypertonie (Kivimaki et al. 2006), Angina pectoris (Knutsson 2003) oder Myokardinfarkt 

(Aldfresson et al. 1982) sowie die erhöhte Wahrscheinlichkeit einen Schlaganfall zu erleiden 

(Brown et al. 2009). Außerdem treten einige Krebsarten wie Brustkrebs in diesen 
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Berufsgruppen vermehrt auf (Schernhammer et al. 2001, Poole et al. 2011). Ein gestörter 

zirkadianer Rhythmus wirkt sich sogar auf die Entwicklung ungeborenen Lebens aus (Arble 

et al. 2010). 

Neben Schichtarbeit kann auch eine kurzzeitige Zeitverschiebung wie die Umstellung von 

Sommer- auf Winterzeit oder längere Reisen über mehrere Zeitzonen ähnliche Auswirkungen 

auf den zirkadianen Oszillator haben. Reisende mit Jetlag zeigen ähnliche, jedoch meist 

deutlich weniger ausgeprägte metabolische, kardiovaskuläre, psychiatrische und 

neurologische Symptomatiken wie Schichtarbeiter. (Vosko et al. 2010, Weingarten et al. 

2013).  

 

 

1.1.4 Die zirkadiane Uhr auf molekularer Ebene  

 

Zirkadiane Oszillationen können nicht nur in intakten Organismen sondern auch in isolierten 

Organen und in kultivierten Zellen beobachtet werden (Nagoshi et al. 2005). Während das 

SCN sowohl isoliert als Ganzes (Inouye et al. 1979) als auch einzelne SCN Neuronen (Green 

et al. 1982, Groos et al. 1982, Shibata et al. 1982) noch nach drei Wochen als in vitro Kultur 

zirkadiane Aktivität aufweisen (Bos et al. 1990), schwächt diese bei in vitro Zellkulturen von 

peripheren Organen schnell stark ab. So zeigen z.B. Fibroblasten zwar robuste Oszillationen, 

sie desynchronisieren jedoch nach wenigen Tagen, da jede individuelle Zelle eine 

unterschiedliche Periodenlänge aufweist. Durch eine Serum- oder 

Dexamethasonsynchronisation oszillieren die Zellen als Gesamtzellkultur, jedoch zeigen auch 

die synchronisierten Zellen nach einigen Tagen eine Reduktion in ihren Oszillationsmustern 

(Balsalobre et al. 1998, Nagoshi et al. 2004). Auf Einzelzellebene weisen Fibroblasten 

robuste, temperaturkompensierte Oszillationen auf, welche sie während der Zellteilung an 

ihre Tochterzellen weitergeben (Nagoshi, et al. 2004).  

Eine Vielzahl von Organismen weist zirkadiane Oszillationen auf, allerdings variiert der 

molekulare Aufbau von Uhren verschiedener Organismen stark. Grundlegend ist die 

molekulare Interaktion von positiv und negativ regulierten Genen, welche über 

Rückkopplungsschleifen miteinander verbunden sind. Während eine posttranslationale 

Rückkopplungsschleife bei Cyanobakterien durch die Expression von nur drei Genen (kaiA, 

kaiB und kaiC) gebildet wird (Dong et al. 2008, Egli et al. 2013), wird bei Pilzen wie zum 
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Beispiel N. crassa eine posttranslationale Rückkopplungsschleife mit dem Gen frq und den 

unterschiedlichen Phosphorylierungsformen der white collar-1 (WC-1) und white collar-2 

(WC-2) Proteinen gebildet (Baker et al. 2012). Komplexere zirkadiane Uhren liegen in 

höheren Eukaryoten vor.  

Bei Säugetieren wird die Rückkopplungsschleife aus den Genen Clock, Bmal1, Per1, Per2, 

Cry1 und Cry2 gebildet. CLOCK und BMAL1, die beiden positiven Elemente dieser Schleife, 

besitzen eine bHLH- und zwei PAS-Domänen (basic helix-loop-helix; Per-Arnt-Single-

minded) welche Heterodimerisierung und DNA-Bindung nach Translokalisation des 

Heterodimers in den Zellkern, vermittelt durch die Kernlokalisierungssignale von BMAL1, 

ermöglichen (Kwon et al. 2006, Farre et al. 2009). CLOCK:BMAL1 Heterodimere induzieren 

Transkription durch Bindung über die bHLH-Domäne an eine oder mehrere E-Boxen mit der 

Konsensussequenz 5´-CACGTG-3´ im Promoter des jeweiligen Zielgenes (Hogenesch et al. 

1997, Yoo, et al. 2004, Nakahata et al. 2009). Zu den von CLOCK:BMAL1 regulierten Genen 

gehören unter anderem die Pers, Crys, Nr1d1 und Rorα. Neben dem positiven Arm existiert 

auch ein negativer Arm der Rückkopplungsschleife. Zunächst bilden die CRYs zusammen mit 

den PER-Proteinen Heterodimere im Zytoplasma, translozieren in den Nukleus und inhibieren 

dort die CLOCK:BMAL1 induzierte Transkription (Griffin et al. 1999, Jin et al. 1999, Sato et 

al. 2006). Die Level der PER- und CRY-Proteine werden durch die gehemmte Transkription 

von CLOCK:BMAL1 reduziert, da die PER- und CRY-Proteine auch ihre eigene 

Transkription inhibieren. Nach Degradation der PER- und CRY-Proteine kommt es zu einer 

Reaktivierung der CLOCK:BMAL1 induzierten Transkription und somit zu dem Beginn eines 

erneuten zirkadianen Zyklus mit einer Oszillationslänge von etwa 24 Stunden.  

Zusätzliche Rückkopplungsschleifen modulieren zudem die erzeugten Oszillationen und 

sorgen somit für weitere Stabilität. Eine stabilisierende Rückkopplungsschleife beinhaltet die 

Gene für die nukleären Rezeptoren Rev-Erbα und Rorα. Das REV-ERBα Protein bindet an 

RORE (ROR [Retinoic acid-related Orphan receptor] Response Element) Sequenzen am 

Bmal1 Promotor (Preitner, et al. 2002, Ueda et al. 2002, Guillaumond, et al. 2005). Hierdurch 

wird sowohl die Bmal1 Transkription und in Folge wiederum die Transkription des Rev-Erbα 

Gens selbst inhibiert. Zusätzlich inhibieren PERs und CRYs die CLOCK:BMAL1 

Heterodimere und damit auch die Rev-Erbα Genexpression. Neben REV-ERBα bindet auch 

RORα an die RORE Sequenzen im Bmal1 Promotor und aktiviert die Bmal1-Transkription 

(Giguere 1999, Sato, et al. 2004, Akashi et al. 2005). So konkurrieren REV-ERBα- und 
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RORα Proteine um die RORE Sequenzen und verbinden somit den negativen direkt mit dem 

positiven Arm der zirkadianen Uhr (Guillaumond, et al. 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.1: Der molekulare Mechanismus der zirkadianen Uhr in Säugetieren 

Die zirkadiane Uhr wird über den positiven und negativen Arm der Rückkopplungsschleife und durch mehrere 
posttranslationale Mechanismen geregelt. Das CLOCK:BMAL1 Heterodimer bindet zunächst an E-Box 
Elemente in den Promoterregionen der Uhrgene Per und Cry und aktiviert deren Expression. Pers und Crys 

wiederum inhibieren die Transkriptionsaktivität von CLOCK:BMAL1 durch Bindung an E-Box Elemente in 
ihren eigenen Promotoren und durch Komplexbildung mit und Phosphorylierung durch CK1ε und -1δ. 
CLOCK:BMAL1 aktiviert auch die Expression weiterer zirkadianer Proteine wie REV-ERBα, RORα, DEC1, 
DEC2 und DBP, welche stabilisierende Rückkopplungsschleifen bilden. Diese und weitere 
Transkriptionsfaktoren steuern eine Vielzahl von biologischen Prozessen (Nader et al. 2010). 
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1.1.5 Regulationsebenen der zirkadianen Uhr 

 

Neben den transkriptionellen Rückkopplungsschleifen sind zusätzliche Regulationsebenen für 

die Genauigkeit der zirkadianen Uhr verantwortlich (Reddy et al. 2002, Hastings et al. 2003). 

mRNA sowie Proteinmenge und –aktivität von Uhrgenen werden auf transkriptionaler, 

translationaler und posttranslationaler Ebene durch viele weitere Faktoren reguliert 

(Garbarino-Pico et al. 2007). Einer dieser regulatorischen Faktoren sind Modifikationen an 

basischen Proteinen, so genannten Histonen, welche in der DNA im Nukleus dicht gepackt 

sind. Acht dieser Histone und etwa 200 bp der DNA bilden das Nukleosom (Kornberg 1974). 

Histonmodifikationen können z.B. durch Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung, 

Ubiquitinierung oder Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosylierung beobachtet werden, sie 

können z.T. zu einer Änderung der Chromatinkonformation führen und somit in einer 

verstärkten oder verminderten Transkription resultieren (Strahl et al. 2000).  

Auch die Chromatinregulation beeinflusst die zirkadiane Uhr. Dafür können unter anderem 

auf transkriptionaler Ebene sowohl zyklische Adenosin-3',5'-monophosphat (cAMP)-

Responseelemente (CRE) am Promotor als auch strukturelle Veränderungen im Chromatin 

verantwortlich sein. CRE-Motive (TGACGTCA), welche sowohl in Per1- (Hida et al. 2000) 

als auch in Per2-Promotoren (Travnickova-Bendova et al. 2002) vorhanden sind, sind für die 

lichtinduzierte Expression von Per1 durch CREB (CRE-bindendes Protein) essentiell 

(Obrietan et al. 1998, Travnickova-Bendova, et al. 2002). Die Aktivierung von pCREB durch 

ERK1/2 erfolgt nach der durch Licht induzierten Phosphorylierung. Des Weiteren werden die 

beiden Histon-Acetyltransferasen (HAT), das CREB-Bindeprotein (CBP) und p300 für die 

Bindung von pCREB an CRE benötigt (Kwok et al. 1994, Lee et al. 1996, Whitmore et al. 

2000). Sie acetylieren bevorzugt die Histone H3 und H4. Studien konnten zeigen, dass die 

CRE-vermittelten Transkriptionszyklen im SCN von Mäusen in konstanter Dunkelheit 

zyklisch sind (Obrietan, et al. 1998). CBP und p300 interagieren rhythmisch mit Komplexen 

des positiven Armes der zirkadianen Uhr (Takahata et al. 2000, Etchegaray et al. 2003, Curtis 

et al. 2004). Des Weiteren wurde CLOCK selbst als eine HAT identifiziert und ist an der 

Acetylierung von BMAL1 beteiligt, während die Deacetylierung von BMAL1 maßgeblich 

durch die Histondeacetylase Sirtuin 1 (SIRT1, Homolog des Hefegens Sir2), welche selbst 

zirkadiane Muster aufweist, beeinflusst wird (Doi et al. 2007, Hirayama et al. 2007, Belden et 

al. 2008, Nakahata, et al. 2009). Somit kann neben der Acetylierung von BMAL1 mit Hilfe 
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von CLOCK auch der negative Arm der zirkadianen Uhr durch eine Acetylierung reguliert 

werden (Etchegaray, et al. 2003, Naruse et al. 2004, Hirayama, et al. 2007). 

Zirkadiane Uhren, insbesondere peripherer Organe und Gewebe, können auch durch 

metabolische Signale reguliert werden. Sirtuine bilden dabei ein Verbindungsglied zwischen 

dem zirkadianen und den metabolischen Prozessen. Neben SIRT1, einer NAD+ 

(Nicotinamidadenindinukleotid)-abhängigen Histondeacetylase, gibt es bei Säugetieren noch 

weitere sechs Sirtuine, SIRT2 bis SIRT7 (Frye 2000), welche alle eine NAD+-Bindestelle und 

eine katalytische Domäne besitzen, jedoch Unterschiede in ihren N- und C-terminalen Enden 

aufweisen (Li et al. 2009). Aufgrund dieser Unterschiede haben die Sirtuine andere 

Bindungspartner, abweichende Substrate und unterschiedliche Lokalisationen (Haigis et al. 

2010). SIRT3, SIRT4 und SIRT5 sind mitochondriale Sirtuine (Verdin et al. 2010, He et al. 

2012). SIRT2 ist im Zytosol, SIRT6 und SIRT7 primär im Nukleus lokalisiert (Ford et al. 

2006, Mostoslavsky et al. 2006), während SIRT1 in einigen Geweben in Abhängigkeit von 

Umwelteinflüssen zwischen dem Kern und dem Zytosol shutteln kann (Michishita et al. 2005, 

Tanno et al. 2007). Da auch SIRT1 eine NAD+ Bindestelle aufweist, steht es in direkter 

Interaktion mit dem zellulären NAD+ Level und somit dem metabolischen/ energetischen 

Status der Zellen. So konnten neben der Interaktion mit den Komponenten der zirkadianen 

Uhr auch Verbindungen mit dem Glukose- und Lipidstoffwechsel (Rodgers et al. 2007, Liu et 

al. 2008, Purushotham et al. 2009) als auch zu Alterungsprozessen nachgewiesen werden 

(Picard et al. 2004, Nisoli et al. 2005). Auch die NAD+-abhängige Deacetylase SIRT3 weist 

Verbindungen mit der zirkadianen Uhr auf, ihr Ko-Faktor NAD+ oszilliert zirkadian und somit 

steht sie im Zusammenhang mit zirkadianen Rhythmen in der Acetylierung, der Aktivität von 

oxidativen Enzymen und der Respiration in isolierten Mitochondrien. Daher moduliert die 

zirkadian kontrollierte Verfügbarkeit von NAD+ die mitochondrialen oxidativen Funktionen 

von SIRT3 (Peek et al. 2013, Rey et al. 2013). Neben SIRT1 und SIRT3 interagiert auch 

SIRT6 mit dem zirkadianen Oszillator. SIRT6 reguliert die Chromatinbindung an die 

zirkadianen Promotoren und interagiert so direkt mit CLOCK:BMAL1. Die zirkadiane 

Chromatinbindung resultiert in einer zirkadianen Regulation von Genen welche im 

Cholesterol- und im Lipidstoffwechselweg involviert sind (Masri et al. 2014). 

Neben der transkriptionalen Regulation der zirkadianen Uhr gibt es auch zahlreiche (post-) 

translationale Modifikationen, welche Prozesse der zirkadianen Uhr auf verschiedenste Arten 

reglementieren können (Lee et al. 2001, Gallego, et al. 2007). Eine wichtige Rolle 

übernehmen dabei die beiden Casein-Kinasen 1δ (CK1δ) und -1ε (CK1ε); diese werden 
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konstitutiv im SCN von Säugetieren exprimiert (Lowrey, et al. 2000, Takano et al. 2000, 

Ishida et al. 2001, Lee, et al. 2001). Durch die Phosphorylierung der PERs beeinflussen CK1ε 

und CK1δ maßgeblich die Geschwindigkeit der Uhr (Ralph, et al. 1988, Dey et al. 2005, 

Meng et al. 2008). Sie phosphorylieren sowohl PER1 und PER2 in Mäusen (Keesler et al. 

2000, Camacho et al. 2001) und Menschen (Vielhaber et al. 2000, Akashi et al. 2002, Eide et 

al. 2002), während bisher keine Interaktion mit PER3 nachgewiesen werden konnte. Dies 

könnte erklären, warum Per1 (Cermakian et al. 2001) und Per2 (Zheng et al. 1999) nicht aber 

Per3 (Lee et al. 2004) auf transkriptionaler Ebene zirkadiane Rhythmen aufweisen. Der 

Abbau von PER wird durch β-Transducin Repeat Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 

(βTrCP) vermittelt (Shirogane et al. 2005). CK1ε und CK1δ bilden auch Komplexe mit CRYs 

und phosphorylieren diese (Lee, et al. 2001). Dabei steht auch dieser Proteinabbau unter 

zirkadianer Regulation; das F-Box and Leucine-Rich Repeat Protein 3 (FBXL3) ist bei der 

phosphorylierungsabhängigen Ubiquitinierung von CRYs involviert (Godinho et al. 2007, 

Siepka et al. 2007) und die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) phosphoryliert CRY2 für 

den proteasomalen Abbau (Harada et al. 2005).  

Zusätzlich zur Phosphorylierung der PERs, reguliert CK1 sich selbst durch 

Autophosphorylierung von acht Aminosäuren in ihrem C-Terminus, wodurch es zu einer 

Inhibition ihrer Aktivität kommt (Graves et al. 1995, Cegielska et al. 1998, Gietzen et al. 

1999). In vitro konnte gezeigt werden, dass die Kinaseaktivität unter anderem von den 

Proteinphosphatasen PP1, PP2A, PP2B (Calcineurin) und PP5 wiederhergestellt werden kann, 

da diese die entsprechenden Aminosäuren dephosphorylieren (Cegielska, et al. 1998, Lowrey, 

et al. 2000). Die Bedeutung der PER-Phosphorylierung wird durch Mutationen in den CK1ε- 

und CK1δ Kinasen deutlich, diese führen bei Säugetieren zu veränderten zirkadianen 

Periodenlängen, welche sich als Schlafstörungen manifestieren (Toh et al. 2001, Xu et al. 

2005). Die in vivo Expression von beispielsweise einer dominant negativen PP5 Mutante 

verringert die PER Phosphorylierung und eine Runterregulierung von PP5 reduziert die 

zirkadian oszillierende Amplitude von kultivierten menschlichen Fibroblasten deutlich 

(Partch et al. 2006). CK1ε und CK1δ, ihre Phosphatasen und die PERs und CRYs regulieren 

die zirkadiane Uhr in einem dynamischen Zusammenhang.  

Auch die zellulären Level von CLOCK und BMAL1 werden durch posttranslationale 

Modifikationen beeinflusst. Sowohl BMAL1 als auch CLOCK können durch GSK3 

phosphoryliert werden, außerdem phosphoryliert CK1ε neben den PERs und CRYs auch 

BMAL1 (Eide, et al. 2002). Auch MAPK (auch ERK genannt) ist in der Phosphorylierung 
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von BMAL1 involviert (Sanada et al. 2002). Neben der Phosphorylierung ist auch die 

Sumoylierung eine posttranslationale Modifikation, welche die zirkadianen Proteinlevel 

beeinflusst. Dabei kann BMAL1, in Abhängigkeit von CLOCK, von Small Ubiquitin-related 

MOdifier (SUMO) sumoyliert werden. Dies führt zum einen zum Anstieg des 

Transkriptionslevel des CLOCK:BMAL1 Heterodimers, zum anderen zum proteasomalen 

Abbau des zuvor markierten BMAL1 (Cardone et al. 2005, Lee et al. 2008). 

 

 

1.1.6 Zirkadiane Oszillationen und Phasenverschiebungen 

 

Zirkadiane Uhren können durch eine Reihe externer Stimuli moduliert werden; der stärkste 

Zeitgeber ist Licht. Der Effekt auf den zirkadianen Oszillator hängt dabei von Art, Dauer und 

Intensität des verwendeten Stimulus sowie vom Zeitpunkt der Stimulation relativ zur Phase 

des Oszillators ab. Zur experimentellen Bestimmung des Einflusses verschiedener Zeitgeber 

auf zirkadiane Uhren werden sogenannte Phasenverschiebungsexperimente durchgeführt. Um 

beispielsweise den Einfluss von Licht auf den Hauptschrittmacher in Mäusen zu untersuchen, 

werden Tiere unter konstanter Dunkelheit (DD) mit Wasser und Nahrung ad libitum gehalten, 

im Gegensatz zur Haltung unter Licht-Dunkelrhythmen (LD), und mit kurzen Lichtreizen zu 

verschiedenen Zeitpunkten stimuliert (Mendoza et al. 2010). Die zirkadiane Aktivität der 

Tiere wird vor und nach Setzen des Stimulus gemessen, wozu verschiedene 

Verhaltensparameter herangezogen werden können, z.B. das Trinkverhalten, die 

Körpertemperatur oder die Laufradaktivität (Leise et al. 2013). In solchen Experimenten 

haben Lichtsignale im Laufe des subjektiven Tages der Tiere so gut wie keinen Einfluss auf 

den zirkadianen Schrittmacher. Dagegen zeigen sich deutliche Effekte bei Stimulation der 

Tiere während der subjektiven Nacht (Aschoff 1969, Pittendrigh, et al. 1976). Bei Reizen am 

frühen Abend zeigen die Tiere eine Phasenverzögerung, bei Reizen in der späten Nacht wird 

ein Phasenvorlauf beobachtet (Pittendrigh, et al. 1976). Diese Experimente zeigen deutlich, 

dass der Zeitpunkt der Stimulation ausschlaggebend ist, da Lichtreize bei Tieren unter free-

running Bedingungen je nach Stimuluszeitpunkt die Phase beschleunigen oder verzögern 

können.  Neben in vivo Experimenten kann man auch mit Gewebeproben oder kultivierten 

Zellen Phasenverschiebungsexperimente durchführen. Als externe Reize dienen 

beispielsweise Temperaturveränderungen, pharmakologisch wirksame Substanzen oder 

Metabolite. Anders als bei in vivo Experimenten, werden kultivierte Zellen zunächst durch 
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Serum- oder Dexamethasoninkubation synchronisiert (Balsalobre et al. 2000). Anschließend 

wird ein Stimulus zu verschiedenen Zeitpunkten nach Synchronisation appliziert und die 

rhythmische Expression einzelner Uhrgene vor und nach Applikation des Stimulus gemessen. 

Die Funktionsweise des zirkadianen Oszillators wird durch die Parameter Amplitude, Phase 

und Periodenlänge beschrieben (Bagheri, et al. 2007). Dabei ist die Periodenlänge die 

benötigte Zeit, um einen kompletten Oszillationszyklus abzuschließen. Die Amplitude ist die 

Differenz zwischen den Maximalwerten (Hoch- und Tiefpunkt) und dem arithmetischen 

Mittelwert der Maximalwerte. Die Phase beschreibt die relative Position eines Wertes, 

üblicherweise eines Hoch- oder Tiefpunkts der Oszillationskurve, relativ zum 

Synchronisationszeitpunkt (Kuhlman et al. 2007).   

Phasenverschiebungen werden graphisch entweder in phase response curves (PRC) oder in 

phase transition curves (PTC) dargestellt (Johnson 1990). Während bei der PRC das Ausmaß 

der Phasenverschiebung 

gegen den Zeitpunkt des 

Stimulus aufgetragen wird, 

wird bei der PTC die alte 

gegen die neue Phase 

aufgetragen; ob es sich dabei 

um eine Verzögerung oder 

einen Vorlauf handelt, ist 

dabei sekundär (Johnson 

1992). Des Weiteren 

unterscheidet man bei 

letzterem zwischen Typ 1 

und Typ 0 PTC; kleinere 

Phasenverschiebungen (bis 

zu sechs Stunden) werden als 

Typ 1 PTC klassifiziert (sie 

zeigen graphisch eine 

Steigung ~ 1), größere Phasenverschiebungen als Typ 0 PTC (graphisch eine Steigung ~ 0) 

(Winfree 2001, Kuramoto 2003). In heterozygoten CLOCK Mäusen wurde nach einem 

Lichtstimulus ein Typ 0 PTC beobachtet während Wildtyp-Kontrollmäuse einen Typ 1 PTC 

aufwiesen. Auch SCN Schnitte dieser Tiere wiesen nach Mediumwechsel gleiche PTC Muster 

auf. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass sowohl Licht als auch Mediumwechsel in 

 

Abbildung 1.2: Parameter des zirkadianen Oszillators 

Wichtige Charakteristika einer oszillierenden Kurve sind die 
Amplitude, die Periode (oberer Graph) und die Phase, welche allesamt 
durch Stimuli beeinflusst werden können. Dies kann in einem 
Phasenvorlauf oder einer Phasenverzögerung resultieren (unterer 
Graph) [modifiziert nach (Bagheri et al. 2007)].  
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heterozygoten CLOCK Mäusen und ihren SCN Schnitten zu einer Phasenverschiebung von 

mehr als sechs Stunden führen während Wildtyp-Kontrollmäuse deutlich kleinere 

Phasenverschiebungen aufwiesen (≤ sechs Stunden)  (Vitaterna et al. 2006).  

Interessanterweise haben die meisten zirkadianen Uhren verschiedener Organismen eine 

„kritische Phase“, bei der ein Lichtstimulus die Amplitude der Oszillation so stark reduziert, 

dass es zur Arrhythmizität oder „Singularität“ kommt (Winfree 1970, Jewett et al. 1991, 

Johnson et al. 1992, Honma et al. 1999, Covington et al. 2001). Lichtstimuli in einer anderen 

als der „kritischen“ zirkadianen Phase führen nicht zu einer Reduktion der Amplitude und 

können sogar in einem Amplitudenanstieg resultieren (Challet et al. 2003, Spoelstra et al. 

2004). Die Singularität ist ein von Bakterien bis hin zu Säugetieren konserviertes Phänomen. 

In der Literatur wurden bisher zwei Modelle zu diesem Phänomen diskutiert: Die 

Amplitudenreduktion könnte zum einen durch die Desynchronisation der einzelnen Zellen 

und somit der einzelnen Oszillatoren, zum anderen aus der Dämpfung der Gesamtamplitude 

der Zellpopulation durch Arrhythmizität individueller Zellen entstehen (Winfree 1970, 

Winfree 1975). Auf molekularer Ebene könnte dies an einer ungleichen Neusynthese- und 

Abbaurate wichtiger zirkadianer Komponenten oder einem verschobenen Gleichgewicht 

zwischen Aktivatoren und Repressoren der zirkadianen Rückkopplungsschleife liegen.  

Die bereits in Zellkulturmodellen durchgeführten Studien konnten weder eines der beiden 

Modelle ultimativ belegen oder wiederlegen (Pulivarthy et al. 2007, Ukai et al. 2007). 

Pulivarthy und Kollegen zeigten, dass die zirkadianen Rhythmen in Fibroblasten auf 

Proteinebene abhängige Veränderungen in Phase und Amplitude aufweisen wenn sie einem 

Lichtstimulus ausgesetzt werden. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass sich individuelle Zellen 

jeweils zum Teil in der Phasenverzögerung oder im Phasenvorlauf befinden während einzelne 

Zellen durch den Lichtstimulus keine Phasenverschiebung aufzeigen. Somit oszilliert jede 

individuelle Zelle arrhythmisch zu ihrer Nachbarzelle, dies resultiert in der Reduktion der 

Gesamtamplitude der Zellpopulation durch die arrhythmisch oszillierenden Einzelzellen. 

Allerdings bemerken die Autoren dieser Studie auch, dass die Methoden der 

Einzelzellmessungen noch nicht vollständig technisch ausgearbeitet wurden und es weiteren 

Untersuchungen bedarf. Ukai und Mitarbeiter zeigten, dass die PER2 Aktivität in Zellen mit 

Melanopsin nach einem Lichtstimulus im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen einen 

Phasenvorlauf und eine Amplitudenänderung aufwies. Sie  nehmen an, dass der Lichtstimulus 

die einzelnen Zellen und somit jeden einzelnen Oszillator desynchronisiert und somit für die 

Amplitudenveränderung verantwortlich ist. Allerdings schließen sie die Möglichkeit des 
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zweiten Modells für andere experimentelle Organsimen nicht aus. Im SCN von Organismen 

hingegen können Oszillatoren, welche eine gedämpfte Amplitude aufweisen, von einigen 

wenigen rhythmisch robusten Oszillatoren wiederhergestellt werden (Liu et al. 2007). Dies 

könnte auch die Schwierigkeit erklären, eine Singularität in Säugetieren experimentell zu 

induzieren und über einen längeren Zeitraum aufrecht zu erhalten und zu erforschen.  
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1.2 Autophagie – der kontrollierte Selbstverdau 

 

Der Prozess der Autophagie ist seit etwa 50 Jahren bekannt. Der Terminus „Autophagie“ 

wurde erstmalig in 1963 von Christian R. de Duve verwendet (Blobel 2013, Dunn et al. 

2013). De Duve war es auch, der zuvor schon das Enzym saure Phosphatase (Appelmans et 

al. 1955) und daraufhin in den 1950ern mittels biochemischer Methoden das Lysosom 

entdeckte (De Duve et al. 1955). Nur kurze Zeit später konnten er und Kollegen mit dem 

Elektronenmikroskop erstmalig Lysosomen in Zellfraktionen nachweisen (Novikoff et al. 

1956). Für seine Entdeckungen „über die strukturelle und funktionelle Organisation der Zelle“ 

erhielt er zusammen mit Albert Claude und George E. Palade 1974 den Nobelpreis für 

Physiologie oder Medizin (Nobelprize 1974). Mittlerweile sind die meisten an der Autophagie 

beteiligten Gene und Proteine identifiziert worden und liegen von der Hefe bis hin zu 

Säugetieren hochkonserviert vor (Takeshige et al. 1992, Klionsky et al. 2003, Klionsky 2007). 

Heute ist bekannt, dass die Autophagie ein essentieller intrazellulärer Abbaumechanismus in 

eukaryotischen Organismen ist. Während das Proteasom unter normalen 

Wachstumsbedingungen zuvor ubiquitinierte, nicht mehr benötigte oder falsch gefaltete 

Proteine im Zytoplasma und im Kern degradiert (Kostova et al. 2003, Meusser et al. 2005), 

werden bei der Autophagie neben zytosolischen Makromolekülen auch Zellorganellen 

abgebaut. Die so gewonnenen Molekülbausteine werden dem Organismus anschließend 

wieder für katabolische und anabolische Prozesse zur Verfügung gestellt, wodurch ein 

Recycling Kreislauf entsteht (Farre et al. 2004, Boya et al. 2013). Die meist durch zellulären 

Stress ausgelöste Autophagie kann multiple Gründe haben; hauptursächlich ist oft ein Mangel 

an Aminosäuren, Wachstumsfaktoren, Kohlenstoff oder Stickstoff (bei Pflanzen oder Hefen), 

selbst ein Sulfatmangel kann in manchen Organismen autophagische Prozesse stimulieren. 

Auch Insulin, Interleukine, Keramide oder Glukosamine oder die Ansammlung von reactive 

oxygen species (ROS) können Autophagie begünstigen (Tanida 2011). Zusätzlich ist die 

Autophagie in vielen weiteren zellulären Prozessen involviert, zu welchen unter anderem 

auch diverse Entwicklungsprozesse (Levine 2005, Levine et al. 2011), unterschiedliche 

stressbedingte Mechanismen der Zellen, wie die Antwort auf Hitzeschock, oder 

Detoxifikationsmechanismen  (Zhao et al. 2009, Komatsu et al. 2010, Mei et al. 2014, Moon 

et al. 2014) als auch die Wirkung von pathogenen und kanzerogenen Einflüssen und 

Immunantworten zählen (Levine et al. 2007, Goldsmith et al. 2014, Vural et al. 2014). Zudem 

wirkt sich die Autophagie bei unterschiedlichen Krankheiten (Nixon et al. 2005, Singh et al. 
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2009, Mathew et al. 2011, Bonaldo et al. 2013), der Apoptose (McMillan et al. 2014) sowie 

auf die Alterungsprozesse von Zellen und ganzen Organismen aus (Vellai 2009, Cuervo et al. 

2014).  

 

 

1.2.1 Die Makroautophagie  

 

Makroautophagie findet permanent auf einem basalen Grundniveau statt, wird jedoch als 

Reaktion auf diverse Arten von Stress hochreguliert (Klionsky et al. 2013), zum Beispiel 

wenn ein Organismus unter akutem Nährstoffmangel nicht mehr mit wichtigen 

Makromolekülen versorgt wird. Dabei werden in Säugetierzellen zytosolische 

Proteinkomplexe und Organellen von einem Doppelmembranvesikel aufgenommen, dem 

sogenannten Phagophor, der Vorstufe des Autophagosoms (Feng et al. 2014). Das 

Membranmaterial des Phagophors, welches es zur weiteren Elongation benötigt, stammt von 

Plasmamembranen (Ravikumar et al. 2010), dem Golgi Komplex (Yen et al. 2010), dem 

endoplasmatischen Retikulum (Lynch-Day et al. 2010) oder den Mitochondrien (Hailey et al. 

2010).  

Durch die Aktivierung der Autophagie wird der Master Regulator, die Serin/ Threoninkinase 

mTor (target of rapamycin) inhibiert. Dieser existiert in mindestens zwei Komplexen, TORC1 

und TORC2; jedoch ist nur TORC1 durch Nährstoffe wie Glukose oder Aminosäure regulier- 

und beeinflussbar (Dann et al. 2007). Für die Bildung des Phagophores phosphoryliert bereits 

phosphoryliertes AMPK (Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase) den ULK1/ULK2 

Komplex (Atg1 in Hefen) bestehend aus ULK1, ULK2, FIP200 (Atg17 in Hefen), ATG101 

und ATG13 (Hara et al. 2008, Mercer et al. 2009). ATG14 ist ein Bestandteil eines weiteren, 

wichtigen Komplexes in der Phagophor und Autophagosomenbildung. Dieser beinhaltet die 

Lipidkinase PIK3C3 (Vps34), welche einen Komplex mit dem regulatorischen Element 

PIK3R4 (Vps15), BECLIN1 (Vps30/Atg6 in Hefen), und ATG14 eingeht (Itakura et al. 

2008). Weitere Interaktions- und Bindungspartner können AMBRA1, UVRAG (Vps38 in 

Hefen), Rubicon, Bif-1 oder Rab5 sein (Burman et al. 2010). Eine der wichtigsten Aufgaben 

dieses PtdIns3 Kinase-Komplexes besteht in der Neusynthese des Phosphoinositid PtdIns3P 

(PIP3), welches zur Rekrutierung weiterer Faktoren in der Autophagosomenelongation 



Einleitung 

18 
 

benötigt wird. Weiterhin wird neu synthetisiertes MAP1/LC3 (Atg8 in Hefen) im Zytosol 

durch ATG4B proteolytisch gespalten (proLC3 -> LC3-I) (Kabeya et al. 2000), durch die 

Bindung von ATG7 aktiviert und durch die Bindung von ATG3 am C-terminalen Glycin an 

Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert (LC3-II) (Tanida et al. 2001, Tanida et al. 2002). 

Parallel dazu wird auch ATG12 durch ATG7 aktiviert und am C-terminalen Glycin an einen 

Lysinrest von ATG5 konjugiert. ATG5 bindet nicht kovalent an ATG16L1, welches später 

dimerisiert (Mizushima et al. 1998, Mizushima et al. 2003). ATG16L1 bestimmt auch den Ort 

der neu zu entstehenden Autophagosomen (Fujita et al. 2008). Nach der dann 

abgeschlossenen Elongation fusioniert das Autophagosom letztlich mit einem Lysosom (dann 

Autolysosom genannt) oder, bei Pflanzen und Pilzen, einer Vakuole (dann autophagisches 

Körperchen genannt) (Klionsky et al. 2014). Bei Säugetierzellen ist es auch möglich, dass das 

Autophagosom zunächst mit einem Endosom fusioniert. Dies resultiert in einem Amphisom 

(Sanchez-Wandelmer et al. 2013), welches in einem zweiten Schritt mit dem Lysosom 

fusioniert, in einem Autolysosom resultiert um seinen Inhalt der Degradation zukommen zu 

lassen. Der Inhalt der fusionierten Autolysosomen/ autophagischen Körperchen wird durch 

Hydrolasen, wie Cathepsin L, Lipasen und Proteasen abgebaut und durch Membranpermeasen 

freigesetzt (Tanida 2011). 
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Es gibt mehrere Möglichkeiten die Autophagielevel experimentell zu bestimmen, zum einen 

durch die transmissionselektronenmikroskopische Bildanalyse (TEM) von GFP-LC3 Punkten 

oder durch die Messung von LC3 via Western Blotting. Da die Autophagie, wie andere 

Signalkaskaden auch, an mehreren Stellen reguliert werden kann, wirkt sich dies kritisch auf 

die Messung der Autophagielevel aus. Eine Autophagosomakkumulation und somit höhere 

LC3-Level könnten beispielsweise die Induktion des Autophagieprozesses wiederspiegeln, 

eine Reduktion in dem Autophagosomenumsatz oder ein Ungleichgewicht zwischen dem 

Umsatz und der Autophagosombildung darstellen. Daher wird nicht nur die gestiegene LC3-

Lipidation oder die Bildung der Autophagosomen gemessen, sondern auch der Durchfluss 

(Flux) des Autophagosomes während des gesamten autophagischen Prozesses inklusive der 

Fusion mit dem Lysosom bzw. der Vakuole und dem anschließenden Abbau.  

 

Abbildung 1.3: Der molekulare Mechanismus der Autophagie in Säugetieren 

Autophagie kann über mTOR-abhängige oder -unabhängige Signalwege induziert werden, wobei der Prozess 
mit der Aktivierung des ULK1/2 Kinase-Komplexes beginnt, welcher z.B. durch Nährstoffmangel ausgelöst 
wird. Phosphoryliertes, aktives ULK1 fördert die Phosphorylierung von ATG13 und FIP200 und löst sich 
von mTOR. Des Weiteren bildet PIK3C3 (Vps34) einen Komplex mit PIK3R4 (Vps15), UVRAG, AMBRA1 
und Beclin1. Zwei Ubiquitin-ähnliche Modifikationssysteme sind für Autophagie essentiell; ATG12 wird 
durch ATG7 aktiviert, zu ATG10 übertragen, an ATG5 konjugiert, um anschließend einen Komplex mit 
ATG16 einzugehen. MAP1/LC3 wird durch ATG4 gespalten, durch ATG7 aktiviert, zu ATG3 übertragen, 
und an PE konjugiert. Diese Form, auch als MAP1/LC3-II bekannt, lokalisiert dann an die 
Autophagosomenmembran und wird anschließend im Lysosom abgebaut. Autophagosomen enthalten 
Materialien wie Proteine und Organellen, die nach der Fusion mit Lysosomen abgebaut werden können 
[modifiziert nach (Jaeger et al. 2009, Helgason et al. 2011)].  
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Inhibitoren greifen regulierend in die Autophagie ein, durch Rapamycin, einem mTor-

Inhibitor, kann Autophagie induziert werden. PIK3C3-Inhibitoren wie 3-Methyladenin (3-

MA) oder Wortmannin, greifen hemmend in die frühen Stadien des Autophagieprozesses ein. 

Auch ist es möglich den Prozess der Autolysosombildung mittels Substanzen wie z.B. 

Chloroquin oder Bafilomycin A, zu inhibieren. Diese Substanzen akkumulieren in den 

Endosomen/ Lysosomen, inhibieren die lysosomale H+-ATPase und verhindern somit 

schlussendlich die Ansäuerung des Lysosoms. Daraus resultiert eine Akkumulation der 

Autophagosomen in der Zelle und die Möglichkeit neben den statischen autophagischen 

Leveln auch den autophagischen Flux anhand des Markers MAP1/LC3 zu bestimmen 

(Klionsky et al. 2012). 

 

 

1.2.2 Die Mikroautophagie 

 

Bei der nicht-selektiven Form der Mikroautophagie werden zytosolische Proteine und 

möglicherweise Lipide durch röhrenförmige Membraneinstülpungen des Lysosoms bzw. der 

Vakuole in das lytische Kompartiment transportiert (Mijaljica et al. 2011). Die selektive Form 

der Mikroautophagie kann aufgrund der spezifischen Organelldegradation weiter klassifiziert 

werden; so werden bei der Pexophagie selektiv Peroxisomen abgebaut (Sibirny 2011, Till et 

al. 2012). Diese lässt sich in Makro- und Mikropexophagie gliedern (Farre et al. 2008). Bei 

der Makropexophagie werden einzelne Peroxisome von Membranen aufgenommen und 

formen somit Pexophagosome, welche anschließend mit den Vakuolenmembranen 

fusionieren. Dadurch kommt es zu einer Degradation der Peroxisome durch vakuoläre 

Hydrolasen (Dunn et al. 2005). Bei der Mikropexophagie wird ein Peroxisomencluster 

entweder durch segmentierte Vakuolen und/ oder Ausstülpungen in den Vakuolenmembranen 

oder durch den Mikropexophagie-spezifischen-Membran-Apparatus (MIPA) aufgenommen 

(Manjithaya et al. 2010); dieser führt auch zum Verschließen der vakuolären Membran (Sakai 

et al. 2006). Anschließend wird auch dieses Peroxisomencluster abgebaut. 

Seit 2003 ist bekannt, dass auch der Nukleus durch die Autophagie teilweise abgebaut werden 

kann; die so genannte Piecemeal microautophagy of the nucleus (PMN) (Roberts et al. 2003) 

oder auch Mikronukleophagie (Krick et al. 2008, Krick et al. 2009) wurde bisher jedoch nur 
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in Hefen beobachtet. Dabei wird ein direkter Kontakt zwischen Nukleus und Vakuole 

hergestellt und Teilausstülpungen des Nukleus in die Vakuole transportiert, in der sich 

anschließend Vesikel für die spätere Degradation durch vakuoläre Hydrolasen bilden 

(Roberts, et al. 2003, Kvam et al. 2007). Auch Mitochondrien können durch Mitophagie 

degradiert werden. Diese lässt sich weiterhin in Makro- und Mikromitophagie gliedern. Bei 

der Mikromitophagie werden überflüssige, beschädigte oder dysfunktionale Mitochondrien 

durch direkte Fusion mit der Vakuole degradiert (Farre, et al. 2009, Bhatia-Kissova et al. 

2010). Sie tritt häufig als Folge eines gestörten mitochondrialen elektrochemischen 

Transmembranpotentials oder einer fehlenden mitochondrialen Biogenese auf (Priault et al. 

2005). Anders als bei der Mikromitophagie wird das Mitochondrium bei der 

Makromitophagie zunächst von einem Autophagosom aufgenommen bevor es zur weiteren 

Degradation mit dem Lysosom fusioniert; dieser Prozess ähnelt den Prozessen der 

Makroautophagie sehr (Richard et al. 2013, Sheibani et al. 2014).  

 

 

1.2.3 Die Chaperon-vermittelte Autophagie 

 

Die Chaperon-vermittelte Autophagie (chaperone-mediated autophagy – CMA) (Cuervo et al. 

2000) unterscheidet sich deutlich von den anderen Autophagieformen, da hier kein 

Vesikeltransport involviert ist (Dice 2007, Kaushik et al. 2011). Die meist zytosolischen 

Proteine, die auf diesem Wege abgebaut werden, werden an ein Pentapeptid–Motif (KFERQ) 

gebunden (Dice 1990); dies ermöglicht ihnen die Translokalisation zum Lysosom. Die 

Bindung des Substratproteins erfolgt noch im Zytosol über KFERQ oder einer biochemisch 

verwandten Sequenz an einen zytosolischen Komplex, der das Chaperon HSC70 beinhaltet 

(Chiang et al. 1988). Der Substratprotein-Chaperonkomplex bindet an den lysosomalen 

Membrankomplex LAMP-2A (Cuervo et al. 1996, Cuervo et al. 2000) und HSP90 

(Bandyopadhyay et al. 2008). Nachdem das Substratprotein entfaltet wurde, lagern sich 

zunächst LAMP-2A Komplexe an. Dann translokalisiert das Substratprotein mit Hilfe von 

lys-HSC70 (Agarraberes et al. 1997, Cuervo et al. 1997) in das lysosomale Lumen um dort 

durch Proteasen degradiert zu werden. Auch der LAMP-2A Komplex wird nach erfolgreicher 

Degradation des Substratproteins durch Cathepsin A abgebaut. Neben LAMP-2A existieren 

noch zwei weitere splice Varianten des Gens lamp2: LAMP-2B und LAMP-2C (Eskelinen et 
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al. 2005). Dies ist von Bedeutung, da gerade die Proteinvariante LAMP-2B im Prozess der 

Makroautophagie involviert ist (Massey et al. 2006) und somit die beiden, sehr 

unterschiedlichen Autophagieformen, doch miteinander zusammenhängen könnten. 

 

 

1.2.4 Allgemeine und selektive Autophagie 

 

Drei Formen der Autophagozytose bei Säugetieren sind die Makroautophagie, die 

Mikroautophagie (Mijaljica, et al. 2011, Sahu et al. 2011, Li, et al. 2012) und die Chaperon-

vermittelte Autophagie. Zu den weniger verbreiteten Autophagieformen gehören unter 

anderem die lysosomale Fusion mit sekretorischen Granula (Crinophagie) (Marzella et al. 

1981, Dice 2000), welche bisher schon in einer Vielzahl von Zellen und Geweben 

nachgewiesen werden konnte. Zu ihnen zählen sowohl sekretorische Zellen und Tumore 

(Liang 1989, Olejnicka et al. 1997) als auch neuroendokrine Zellen der Bauchspeicheldrüse 

(Sandberg et al. 2007), Leberzellen (Lenk et al. 1991), sowie Dünndarm- (Thachil et al. 

2012), Prostata- und Harnwegszellen (Mahe et al. 2014). Eine spezielle Form der 

Makroautopahgie stellt die so genannte Aggrephagie, der selektive Abbau von 

Proteinaggregaten, dar. (Lamark et al. 2012). Sowohl fehlgefaltete, (nicht-) ubiquitinierte 

Proteine, welche sich anhäufen, als auch diverse Autophagierezeptoren, werden in 

Aggresomen aufgenommen. Diese bilden sich durch die Überexpression von 

aggregationsanfälligen Proteinen, durch oxidativen Stress oder durch Nährstoffmangel (Hayat 

2013). Auch Ribosomen können von Autophagosomen aufgenommen und dem 

Degradationsprozess zugeführt werden (Ribophagie) (Kiel 2010, Suzuki 2013). Der durch 

Nährstoffmangel ausgelöste Prozess führt dem Organismus durch die Degradation der 

Ribosomen nicht nur zusätzliche Energie in Form von Nährstoffbestandteilen zu, sondern 

reduziert parallel auch die sehr Energie konsumierende Proteintranslation (Dengjel et al. 

2008, Cebollero et al. 2012). Alternativ wird aktuell spekuliert, ob auch unter normalen 

Bedingungen fehlerhafte oder dysfunktionale Ribosomen durch Ribophagie degradiert 

werden könnten, wofür allerdings bisher die Belege fehlen (Cebollero, et al. 2012). Des 

Weiteren konnten Mikroskopiestudien zeigen, dass auch endoplasmatischer Stress zur 

Bildung von Autophagosomen führen kann (Retikulophagie) (Bernales et al. 2006, Yorimitsu 

et al. 2006, Kouroku et al. 2007). Analysen von Autophagosomen zeigen die Aufnahme von 
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Teilen des endoplasmatischen Retikulums (ER) für die Degradation (Hamasaki et al. 2005, 

Bernales, et al. 2006). Neuere Studien belegen, dass Retikulophagie, ähnlich wie Xenophagie, 

eine wichtige Rolle bei der Immunantwort einnehmen könnte (Pengo et al. 2013, Pengo et al. 

2013). 2009 konnte erstmalig Lipophagie nachgewiesen werden (Singh, et al. 2009). Dabei 

werden sowohl Triglyzeride als auch Cholesterol von Autophagosomen aufgenommen und 

nach der Fusion mit dem Lysosom durch saure Hydrolasen abgebaut (Weidberg et al. 2009). 

Die so neu gewonnenen Makromoleküle, hauptsächlich freie Fettsäuren, können dem 

Organismus erneut Energie liefern, indem sie z.B. für die mitochondriale β-Oxidation 

verwendet werden (Liu et al. 2013). Weiterhin ist die Lipophagie von wichtiger 

therapeutischer Bedeutung, da viele Erkrankungen wie z.B. ernährungsbedingte Fettleibigkeit 

(Settembre et al. 2013), das metabolische Syndrom (O'Rourke et al. 2013) oder Steatosis 

hepatis (Singh, et al. 2009) mit Lipidakkumulationen einhergehen (Wang et al. 2011). Sind 

bei Erkrankungen Erreger involviert, so ist die Autophagie auch am Abbau dieser Pathogene 

wie z.B. Bakterien und Viren beteiligt (Xenophagie) (Alexander et al. 2008, Knodler et al. 

2011). Dabei werden, ähnlich wie bei der autophagischen Lyse von Zellorganellen, Pathogene 

durch Autophagosome aufgenommen und durch die Fusion mit Lysosomen degradiert. Die 

Xenophagie stellt einen wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunität dar (Zhou et al. 

2012), Bakterien haben aber diverse Mechanismen entwickelt um nicht durch das 

Autophagosom aufgenommen zu werden und somit die Immunantwort zu umgehen (Choy et 

al. 2013). 
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1.2.5 Die Bedeutung der Autophagie im humanen Alterungs- und 

Krankheitsprozess 

 

Veränderungen bei der Autophagie können sowohl in systemischen Erkrankungen wie Krebs, 

Stoffwechselstörungen (Singh, et al. 2009), bei instabilen Gefäßwänden (Ryter et al. 2010) als 

auch bei organspezifischen Krankheiten wie Kardiomyopathien und allgemeinen Myopathien 

(Xie et al. 2011, Bonaldo, et al. 2013), der nicht-alkoholischen Steatosis hepatis (Schneider et 

al. 2014), neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Alzheimer (Nixon, et al. 

2005, Nixon 2013) oder Morbus Crohn (Cadwell et al. 2008) auftreten.  

 

Abbildung 1.4: Formen der Autophagie 

Zusammenfassend werden die morphologisch relevanten Schritte von 14 unterschiedlichen Autophagieformen 
dargestellt. Unter ihnen befinden sich die Mikroautophagie, die Chaperon-vermittelte Autophagie und die 
Makroautophagie. Des Weiteren einige selektive Autophagieformen. Nähere Informationen dazu siehe 1.2.4 
(modifiziert nach (Li et al. 2012)) 
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Autophagie ist ein mehrstufiger Prozess und in den meisten Prozessschritten fehleranfällig. 

Die Folgen und Auswirkungen auf einen Organismus, die Entwicklung einer Krankheit und 

mögliche Therapieansätze sind stark abhängig davon, bei welchem Prozessschritt ein Fehler 

passiert. Die Autophagie kann durch Moleküle aus verschiedenen Signalkaskaden induziert 

werden. Erkrankungen, die mit einer Veränderung dieser Moleküle einhergehen, beeinflussen 

auch die Induktion und somit den weiteren Verlauf der Autophagie. Werden beispielsweise 

Proteine, welche abgebaut werden sollen, nur unzureichend oder gar nicht erkannt, könnte 

dies zum einen an Veränderungen an den Degradationstags der Proteine oder der 

Adaptermoleküle liegen oder zum anderen an einer generell reduzierten Anzahl der Moleküle 

(Schneider et al. 2014). Selbst wenn es zu einem Kontakt beider Moleküle kommt, kann die 

Interaktion gestört sein. Verweilen die zu degradierenden Proteine aufgrund der mangelnden 

Erkennung zu lange im Zytosol, führt dies unweigerlich zum Beginn einer toxischen Reaktion 

(Ravikumar et al. 2004). Auch die Initiation und Elongation des Autophagosoms kann 

erheblich gestört sein. Genmutationen in Atg16L1, einem bei der Autophagosomelongation 

involvierten Gens, stehen im Zusammenhang mit Morbus Crohn (Meixlsperger et al. 2009), 

Polymorphismen im Gen Atg5 im Zusammenhang mit organspezifischen Erkrankungen wie 

Asthma bronchiale (Martin et al. 2012) und systemischem Lupus erythematodes (Zhou et al. 

2011). Weiterhin kann die Reifung des Autophagosoms und die Fusion mit dem Lysosom 

durch Mutationen der involvierten Moleküle, z.B. LAMP-2, verhindert sein (Nishino et al. 

2000). Aber auch die Degradation des autolysosomalen Inhalts kann krankheitsbedingt gestört 

sein. Dieser Gruppe von Erkrankungen, auch lysosomale Speicherkrankheiten (LSK) genannt, 

liegen Defekte in den lysosomalen Abbauenzymen zugrunde (Lieberman et al. 2012), welche 

die Ansäuerung des Lysosoms beeinträchtigen (Lee et al. 2010). Die Akkumulation von 

Autophagosomen oder Autolysosomen ist, im Gegensatz zu Akkumulation von 

dysfunktionalen Proteinen im Zytosol, weniger toxisch. Allerdings verändert sich dadurch die 

Zellhomöostase und die eigentlich benötigten, nach dem autophagischen Prozess neu 

gewonnenen Bausteine, stehen den Zellen nicht zur Verfügung. Zusätzlich entweicht 

Zellinhalt durch die autophagosomalen und autolysosomalen Membranen in das Zytosol wenn 

die Akkumulation über einen längeren Zeitraum fortbesteht, wodurch es wiederum zu einer 

toxischen Reaktion kommen kann (Nixon 2013). 
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1.2.6 Autophagie, die zirkadiane Uhr und Alterungsprozesse 

 

Alterungsprozesse zeichnen sich unter anderem durch ineffiziente oder fehlende 

Zellhomöostase, Turnover-Raten und Reparaturmechanismen aus, die zu einer Anhäufung 

von dysfunktionalen oder beschädigten Proteinen und Organellen in gealterten Zellen führen 

können, welche wiederum durch Autophagie entfernt werden (Grune 2000). Erste Studien 

zeigen, dass Autophagie Alterungsprozesse und Lebensdauer sowohl in individuellen Zellen 

als auch in Geweben regulieren könnte, und dass Alterungsprozesse wiederum Einfluss auf 

Autophagielevel haben könnten. Zusätzlich schützt Autophagie Zellen im Alter vor 

Nährstoffmangel und Krankheitserregern (Kroemer et al. 2008), dies geschieht neben der 

Aktivierung durch den mTor Signalweg auch über die Aktivierung von AMPK (Salminen et 

al. 2012).  

AMPK, welches Orthologe in Arabidopsis (Baena-Gonzalez et al. 2007), Saccharomyces 

cerevisiae (Hedbacker et al. 2008), Caenorhabditis elegans (Narbonne et al. 2009) und 

Drosophila (Johnson et al. 2010) hat, ist ein bedeutender zellulärer Energiesensor und spielt 

eine wichtige Rolle in der Energiehomöostase (Hardie et al. 2012). Sie ist eine heterotrimere 

Proteinkinase, welche aus einer katalytischen (α) und zwei regulatorischen (β, γ) 

Untereinheiten besteht (Xiao et al. 2011). Der N-Terminus der katalytischen α Untereinheit 

besteht aus einer Serin/ Threonin Proteinkinase. Der C-terminale Bereich unmittelbar an der 

katalytischen Domäne hat inhibitorische Funktionen, während ein Bereich von etwa 150 

Aminosäuren im C-Terminus mit den β und γ Untereinheiten assoziiert (Crute et al. 1998). 

Die β Untereinheit hat zwei konservierte Domänen in der zentralen und C-terminalen Region. 

Der C-Terminus wird für die korrekte Komplexbildung von α, β und γ Untereinheiten 

benötigt, die zentrale Region beinhaltet zudem eine Glykogen-Bindedomäne (Hudson et al. 

2003, Polekhina et al. 2003). Die γ Untereinheit, bestehend aus γ1, γ2 und γ3, hat variable N-

terminale Regionen gefolgt von vier tandem repeats mit einer Länge von 60 Aminosäuren 

(CBS-motif) (Bateman 1997). Die γ Untereinheit hat vier dieser CBS Domänen, welche 

Adenosin Monophosphat (AMP) oder Adenosin Triphosphat (ATP) binden (Cheung et al. 

2000, Scott et al. 2004).  

AMPK wird im Allgemeinen durch energetischen Stress aktiviert; dieser wirkt sich durch 

einen Anstieg des ADP:ATP oder AMP:ATP Verhältnisses aus. Der Anstieg dieser 

Verhältnisse kann zum einen durch eine verringerte katabolische ATP Produktion durch 

Nährstoffmangel oder Exposition gegenüber mitochondrialen Toxinen, zum anderen durch 
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einen Anstieg des ATP Verbrauchs durch z.B. Muskelkontraktionen bei erhöhter Bewegung 

ausgelöst werden. Im Hypothalamus reguliert AMPK die Energieaufnahme durch die 

gegenläufige Vermittlung von appetitanregenden und -hemmenden Signalen, während die 

Aktivierung von AMPK in peripheren Geweben durch Leberkinase B1 (LKB1) vermittelte 

(Hardie 2004, Sanders et al. 2007) oder Calcium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase-

Kinase-β (CAMKKβ) vermittelte (Witters et al. 2006) Phosphorylierung bei gestiegenen 

AMP-Level oder durch intrazellulär erhöhte Calciumlevel stattfindet.  

AMPK phosphoryliert Cry1, eine Komponente des negativen Arms der zirkadianen Uhr, und 

destabilisiert ihn somit. Außerdem sind sowohl Aktivität als auch nukleäre Lokalisation von 

AMPK rhythmisch (Lamia et al. 2009). Da AMPK ein zentraler Regulator in vielen 

metabolischen Prozessen ist, hat die oszillierende Regulation von AMPK Auswirkungen auf 

die zirkadiane Regulation des Stoffwechsels. Sowohl Änderungen in den AMPK Leveln 

(Andersson et al. 2004, Minokoshi et al. 2004, Narkar et al. 2008) als auch genetische 

Veränderungen der zirkadianen Uhr (Rudic et al. 2004, McDearmon et al. 2006, Lamia, et al. 

2008) können zu Veränderungen im Fressverhalten, Körpergewicht, körperlicher Aktivität 

oder der Glukosehomöostase führen. Die Fähigkeiten von AMPK die zirkadiane Regulation 

zu vermitteln und über CRY1 als chemischer Energiesensor zu funktionieren, legen daher 

eine enge Beziehung zwischen metabolischer Steuerung und zirkadianen Rhythmen nahe. 

Zellen weisen mit fortschreitendem Alterungsprozess neben akuten Stressspitzen auch einen 

kontinuierlich erhöhten oxidativen Stresslevel auf, welcher sich negativ auf die Zellen 

auswirkt (Sohal et al. 2002). Eine erhöhte autophagische Aktivität resultiert in einer 

steigenden Autolysosomenzahl, einer Ansäuerung des lysosomalen pHs und eines Anstiegs 

der lysosomalen Enzyme um den oxidativen Stress zu eliminieren und mögliche beschädigte 

Mitochondrien zu entfernen (Terman et al. 2004, Rubinsztein et al. 2011). Des Weiteren wird 

die Autophagie mit Lebensdauer verlängernden Signalkaskaden, wie sie z.B. durch eine 

reduzierte Nahrungsaufnahme (Caloric Restriction, CR) oder durch den 

Insulinstoffwechselweg (Madeo et al. 2010) aktiviert werden, in Verbindung gebracht. Unter 

den vielen Faktoren, die sich auf die Lebensdauer günstig auswirken können, ist CR der 

bisher wirksamste Faktor, der sich in verschiedenen Organismen lebensverlängernd auswirkt 

und dabei altersbedingte Krankheiten wie Diabetes mellitus, kardiovaskuläre Erkrankungen 

und neurodegenerative Krankheiten positiv beeinflusst (Pyo et al. 2013). Unter CR 

Bedingungen werden an der Induktion der Autophagie beteiligte Regulatoren für 

Alterungsprozesse benötigt, z.B. SIRT1 oder DAF-16/ FOXO (Frye 1999). Durch CR werden 
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die zellulären NADH Konzentrationen reduziert, was wiederum zu einem Anstieg des 

NAD+/NADH Verhältnis führt, wodurch die SIRT1 Aktivität stimuliert wird (Lin et al. 2004). 

SIRT1 aktiviert sowohl in Nematoden als auch in Säugetieren den Autophagieprozess durch 

Deacetylierung von Atg5, Atg7 und Atg8 (Chen et al. 2005, Lee et al. 2008, Morselli et al. 

2010).  

SIRT1 spielt allerdings nicht nur bei der Autophagie und mit Autophagie assoziierten 

Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder Huntington eine Rolle (Donmez et al. 2010, 

Donmez et al. 2012, Jeong et al. 2012, Jiang et al. 2012). SIRT1 ist vom intrazellulären 

NAD+/NADH Verhältnis abhängig und wird durch NAD+ zyklisch aktiviert. Es ist ein 

Verbindungsglied zwischen dem zirkadianen und metabolischen bzw. autophagischen 

Prozessen (Nakahata, et al. 2009, Ramsey et al. 2009). Es ist mit CLOCK assoziiert und wird 

so an den CLOCK:BMAL1 Komplex rekrutiert. Ein SIRT1 Knockout oder eine 

pharmakologische Inhibition von SIRT1 führen zu Störungen im zirkadianen Rhythmus und 

beeinträchtigen die Stabilität von PER2 (Asher et al. 2008) und die Acetylierung von BMAL1 

(Nakahata et al. 2008).  

Einen speziellen Status nimmt die Haut von Säugetieren ein; sie ist in besonderer Weise 

Umwelteinflüssen wie z.B. UV-Strahlung ausgesetzt, welche sich negativ auf die 

Alterungsprozesse auswirken kann. Durch UV-Strahlung oder H2O2 verursachte Hautschäden 

führen zu einer Reduktion von SIRT1 in Hautzellen (Cao et al. 2009) während AMPK durch 

UV-Strahlung oder der Behandlung mit H2O2 aktiviert wird (Cao et al. 2008). Da Hautzellen 

rhythmisch oszillieren (Gaddameedhi et al. 2011) und sowohl SIRT1  als auch AMPK in 

Zusammenhang mit dem zirkadianen Oszillator (Lamia, et al. 2009, Nakahata, et al. 2009) 

und autophagischen Prozessen (Morselli, et al. 2010, Li et al. 2013) stehen, ist auch die UV-

Strahlung ein wichtiger Faktor mit Hinblick auf die Alterungsprozesse. 

 

Alterungsprozesse verändern eine Vielzahl von Aspekten der zirkadianen Uhr und haben 

somit auf organischer als auch auf zellulärer Ebene Auswirkungen. Zirkadiane Oszillatoren 

weisen im Alter niedrigere Amplituden und Phasenvorläufe auf und sind in einigen Organen 

wie Leber und Herz häufiger desynchronisiert (Kolker et al. 2003, Hofman et al. 2006). Die 

Körpertemperatur und der Hormonspiegel weisen während des menschlichen 

Alterungsprozesses abschwächende rhythmische Oszillationen auf, auch reduzieren sich die 

zirkadianen Expressionslevel von PER2 mit fortschreitendem Alter (Weitzman 1982, Czeisler 
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et al. 1991). Auch Komponenten des Autophagie Signalweges sind aufgrund von 

deregulierten metabolischen und hormonellen Faktoren im Alter gestört (Dice 1982, Makrides 

1983). Während des Alterungsprozesses können Veränderungen bei der Autophagie in 

systemischen Erkrankungen wie Stoffwechselstörungen (Singh, et al. 2009) als auch in 

organspezifischen Krankheiten wie der nicht-alkoholischen Fettleber (Schneider, et al. 2014) 

und neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Alzheimer (Nixon, et al. 

2005, Nixon 2013) (Cadwell, et al. 2008) resultieren. Aus den vorliegenden Studien wird 

deutlich, dass Alterungsprozesse sowohl Autophagielevel als auch den zirkadianen Oszillator 

beeinflussen können, allerdings wurde ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Prozessen 

in gealterten Organismen bisher wenig betrachtet.  
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1.3 Zielsetzung und Konzeption der Arbeit 

 

Zirkadiane Rhythmen sind in fast allen Organismen von Bakterien bis hin zum Menschen 

konserviert. Sowohl der zirkadiane Hauptschrittmacher im SCN als auch die zirkadianen 

Uhren der peripheren Organe werden durch Alterungsprozesse beeinflusst. Neben der 

zirkadianen Uhr ist auch die Regulation der Autophagie von zellulären Alterungsprozessen 

betroffen. Es wird angenommen, dass in beiden Fällen der Verlust der korrekten 

Funktionsweise dieser Mechanismen schädliche Konsequenzen für den Organismus nach sich 

zieht. Da in gealterten Organismen viele biologische Prozesse gleichzeitig in ihrer 

Funktionsweise beeinträchtigt sind, stellt sich die Frage nach der Hierarchie der beobachteten 

Effekte und, ob vielleicht der Verlust einiger weniger Regulationssysteme schädliche 

Konsequenzen für viele andere Prozesse nach sich zieht. In diesem Zusammenhang sollte hier 

der Frage nachgegangen werden, ob die zirkadiane Uhr ein derartiger zentraler Mechanismus 

beim Altern sein könnte und, ob die Autophagie in gealterten Zellen unter direkter Kontrolle 

der zirkadianen Uhr steht. 

 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, in Säugetierfibroblasten eine mögliche Regulation der 

zirkadianen Uhr auf die Autophagie zu untersuchen. Dabei sollte insbesondere die Frage, ob 

der fortschreitende Alterungsprozess eine solche Regulation beeinflusst, im Vordergrund 

stehen. Um eine mögliche Verbindung zwischen Autophagie und der zirkadianen Uhr 

herzustellen, sollte zunächst geprüft werden, ob Autophagie ein rhythmischer Prozess unter 

der Kontrolle des zirkadianen Oszillators ist. Anschließend sollte der Frage nachgegangen 

werden, wie sich beide Prozesse durch Altern verändern, welche molekularen Komponenten 

jeweils am stärksten betroffen sind und ob bestimmte Uhrgene als Schlüsselgene für die 

Regulation der Autophagie identifiziert werden können. Im Falle eines positiven Ergebnisses 

sollten mögliche Signalwege untersucht werden, die eine Regulation der Autophagie durch 

die zirkadiane Uhr vermitteln könnten. 
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2. Material  

2.1 Chemikalien & Reagenzien 

 

Chemikalien, Reagenzien Hersteller 

AEBSF hydrochlorid (Pefablock) Applichem, Darmstadt, Deutschland 

AICAR Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

APS (Amoniumperoxidsulfat) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Bafilomycin A Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

b-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland 

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Chloroquin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche, Mannheim, Deutschland 

Compound C Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Cycloheximid  Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Dexamethason Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Dharmafect 1 Thermo Scientific Dharmacon Inc., Lafayette, 

USA 

dH2O Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Dithiothreitol (DTT) Applichem, Darmstadt, Deutschland 

DMEM+Glutamax-I Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA 

DMEM+Glutamax PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
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EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Eppendorf Röhrchen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethidium bromide solution (1%)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Falcons Becton Dickinson, Franklin Lakes, New 

Jersey, USA 

Fötales Kälberserum (FCS) Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA 

Fötales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland 

HCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

HEPES Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Hygromycin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

KCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

KH2PO4 Merck, Darmstadt, Deutschland 

LightCycler480 „Master Mix“ Roche, Mannheim, Deutschland 

Luciferin Promega, Madison, Wisconsin, USA 

Metformin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Midori Green Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland 

Multiwell Platten Becton Dickinson, Franklin Lakes, New 

Jersey, USA 

NaCl VWR International, West Chester, 

Pennsylvania, USA  
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Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Na2HPO4 Merck, Darmstadt, Deutschland 

NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natrium Pyruvat Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

NP-40 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

PBS Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA 

Penicillin (10.000U/ml) Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA 

Penicillin (10.000U/ml) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Pipetten  Gilson, Middleton, Wisconsin, USA  

Pipettenspitzen Nerbe plus, Winsen / Luhe, Deutschland 

Polyacrylamid Rotiphorese Gel 30   Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Puromycin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Rapamycin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Streptomycin (100 µg/ml) Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA 

Streptomycin (100 µg/ml) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

TEMED  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypan Blau Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Tween20  Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Zellkulturmaterial Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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2.2 Geräte 

 

Name  Hersteller 

63x/1,25 NA Ölimmersionsobjektiv Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Ausschwingrotor (für 15-50 ml Gefäße) Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Autoklav Systec V 150 Systec, Wettenberg, Deutschland 

CO₂-Inkubator Hera Cell Heraeus, Hanau, Deutschland 

Countess® Cell Counter Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, 

USA 

Digitale Kamera Spot-RT SE Monochrom Diagnostic Instruments, Sterling 

Heights, Michigan, USA 

Digitalkamera System Fuji LAS 4000 GE Healthcare, Chalfont St Giles, 

England 

Einfrierbehälter Cryo 1°C Freezing Container Nalge Nunc, Rochester, New York, 

USA 

Electrophoresis Power Supply EPS 301  GE Healthcare, Chalfont St Giles, 

England 

Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 100 Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Epoch Spektralphotometer BioTek, Winooski, Vermont, USA 

FACS CANTO II BD, Heidelberg, Deutschland 

Feinwaage AE-166 Mettler Toledo, Giessen, 

Deutschland 

Filtersätze AHF Analysentech., Tübingen, 

Deutschland 

Gelelektrophorese System Horizon 11-14 Whatman, Biometra, Göttingen, 
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Deutschland 

Gelelektrophorese System Novex Mini-Cell Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, 

USA 

Inkubationseinheit ∆TC3 Bioptechs, Butler, Pennsylvania, 

USA 

LightCycler480 II Real-Time PCR System Roche, Mannheim, Deutschland 

Lumicycle 32   Actimetrics, Evanston, Illinois, USA 

pH-Meter Calimatic 766 Knick, Berlin, Deutschland 

Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PowerPac Basic BioRad, Hercules, Kalifornien, USA 

Rotor A 6.14 (für 250 ml Gefäße)  Kontron, Heraeus, Hanau, 

Deutschland 

Rotor A 8.24 (für 50 ml Gefäße)  Kontron, Heraeus, Hanau, 

Deutschland 

Rotor FA 45-30-11 (für 1,5-2 ml Gefäße)  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Rotor für Reaktionsgefäße Labor-Brand, Gießen, Deutschland 

Schüttelinkubator SM-30 Edmund Bühler, Tübingen, 

Deutschland 

Sellamed UV Lampe Sellas medizinische Geräte, 

Gevelsberg, Deutschland 

Sonotrode Mikrospitze MS 72 Bandelin, Berlin, Deutschland 

Sterilbank Hera Safe Heraeus, Hanau, Deutschland 

Thermomixer ThermoStat plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad, Hercules, Kalifornien, USA 

Ultraschall Homogenisator Sonopuls Bandelin, Berlin, Deutschland 
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Ultraschallwandler UW 2070  Bandelin, Berlin, Deutschland 

Wasserbad WB20 Medingen, Dresden, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Centrikon H-401 Kontron, Heraeus, Hanau, 

Deutschland 

Zentrifuge Rotixa / P Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

 

 

 

2.3 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterialien  Hersteller 

1 Kb plus DNA Leiter   Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

8 well-Slide Kammerobjektträger Ibidi, München, Deutschland 

Bradford Reagenz Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Countess® Cell Counter Slides Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

ECL Prime Western Blotting Reagenz Amersham, Little Chalfont, England 

Gel Kassetten Novex, 1 mm  Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Immobilon-P (PVDF) Transfermembran Millipore, Bedford, Massachusetts, USA 

Küvetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pierce ECL Western Blotting Substrat Thermo Scientific Dharmacon Inc., Lafayette, 

USA 
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2.4 Molekularbiologische Kits 

 

Molekularbiologische Kits Hersteller 

Effectene Transfection Reagent Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

GenJet Plasmid MiniPrep Kit Fermentas, St Leon-Roth, Deutschland 

QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAquick Gel Extraction Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIA RNeasy Mini Prep Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAShredder Qiagen, Hilden, Deutschland 

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim, Deutschland 

TopTaq Master Mix Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
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2.5 Bakterienstämme und Nährmedien für Bakterienkulturen 

2.5.1 Escherichia coli Stamm 

 

Escherichia coli DH5α 

Genotyp: 

supE44 ∆lacU169 (Φ80lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 

thi-1 relA1 (Hanahan 1983) 

 

 

 

2.5.2 Nährmedien für Bakterienkulturen 

 

Bezeichnung Zusammensetzung 

LB-Medium 10 g*L-1 Trypton, 5 g*L-1 Hefeextrakt, 10 g*L-1 NaCl, pH 7,0 

(mit NaOH eingestellt) 

LB-Agar  10 g Agar auf 1000 ml LB Medium 

Selektionen: Zugabe 50 µg/ml Ampicillin  

Phosphatpuffer 0,17 M KH2PO4, 0,72 M K2HPO4 

SOB-Medium 20 g*L-1 Trypton, 5 g*L-1 Hefeextrakt, 0,5 g*L-1 NaCl lösen. 

Zugabe KCl bis 2,5 mM; pH 7,0 (mit NaOH eingestellt) 

Zugabe MgCl2 bis 10 mM und MgSO4 bis 20 mM nach dem 

Autoklavieren  

TB-Medium 12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin in 900 ml H2O 

lösen; autoklavieren. Danach Zugabe von 100 ml steriler 

Phosphatpuffer  

TB-Puffer 10 mM Pipes, 250 mM KCl, 15 mM CaCl2, 55 mM MnCl2, pH 

6,7 
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2.6. Zelllinien  

2.6.1. Humane primäre Zelllinien 

 

Fibroblasten Humane dermale Fibroblasten isoliert von Hautproben, 

entnommen bei kosmetischen chirurgischen Eingriffen der 

unteren, sonnengeschützten Seite der menschlichen weiblichen 

Brust bei Spenderinnen im Alter von 20 bis 67 Jahren. Diese 

Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. J. Krutmann, 

Leibniz-Institut für umweltmedizinische Forschung, Düsseldorf 

(Deutschland) zur Verfügung gestellt. (Tigges et al. 2013). 

 

 

2.6.2 Murine adhärente Zelllinien 

 

Bmal1-Luc-Fibroblasten NIH3T3-Zellen, stabil transfiziert mit einem Luciferase-Gen (aus 

Leuchtkäfer) unter Kontrolle des Bmal1-Promoters (Nagoshi, et 

al. 2004). Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. 

U. Schibler, Universität Genf, Genf (Schweiz) zur Verfügung 

gestellt. 

CRY1/2-/- MEFs  CRY1/2-/- 
Knockout MEFs, isoliert aus C57BL/6 CRY1/2-/- 

Knockout Mäusen (van der Horst, et al. 1999).  

NIH3T3 Murine, embryonale Fibroblasten (Todaro et al. 1963), #DSM 

ACC 59, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen, Braunschweig (Deutschland) 

WT MEF Wildtyp MEFs, isoliert aus C57BL/6 CRY1/2+/+ Mäusen (van der 

Horst, et al. 1999).  
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2.6.3 Mediumgrundlagen, Lösungen und Antibiotika für die Zellkultur 

 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Nährmedium DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 

Penicillin und 100 µg*ml-1 Streptomycin (alles von Gibco, 

Thermo Scientific, Lafayette, USA) 

Nährmedium für primäre 

Fibroblasten 

DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 

Penicillin und 100 µg*ml-1 Streptomycin (alles von PAA 

Laboratories, Pasching, Österreich) 

Selektionsmedium 1 DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 

Penicillin, 100 µg*ml-1 Streptomycin und 100 µg*ml-1 

Hygromycin 

Selektionsmedium 2 DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 

Penicillin, 100 µg*ml-1 Streptomycin und 2 µg*ml-1 Puromycin 

CO2-unabhängiges 

Medium 

DMEM-HighGlucose + L-Glutamine + 25 mM HEPES (ohne 

Phenolrot) versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 Penicillin und 100 

µg*ml-1 Streptomycin plus 0,1 mM Luciferin und 10 mM 

Pyruvat  

Serumfreies Medium DMEM+Glutamax-I versetzt mit 100 U*ml-1 Penicillin und 100 

µg*ml-1 Streptomycin 

Antibiotikum-freies 

Medium 

DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS 

Hungermedium DMEM versetzt mit 100 U*ml-1 Penicillin und 100 µg*ml-1 

Streptomycin (alles von PAA Laboratories, Pasching, Österreich) 

Einfriermedium DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 

Penicillin und 100 µg*ml-1 Streptomycin plus 10% FCS und 20% 

DMSO 
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2.7 Puffer und Lösungen 

 

Tabelle 2.1: Verwendete Puffer und Stocklösungen 

Bezeichnung Zusammensetzung 

2x NUN Puffer 50 mM HEPES-NaOH (pH 7,6), 600 mM NaCl, 

2% NP-40, 2 M Urea, 2 mM DTT, 1:50 

Protease-Inhibtor Cocktail 

10x Lämmli Puffer 1,25 M Tris-HCl (pH 6,8), 10% Glycerin, 10% 

SDS, 100 mM DTT, 0,05% Bromphenolblau  

5x SDS-PAGE-Probenpuffer 0,2 M Tris-HCl (pH 6,8), 20% Glycerin, 10% 

SDS, 0,05% Bromphenolblau, 10 mM DTT 

10x PBS  1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM 

Na₂HPO4*2H₂O, 18 mM KH₂PO4 

10x TBS  24,2 g*L-1 Tris, 80 g*L-1 NaCl, pH 7,6 (mit HCl 

eingestellt) 

50x TAE 2 M Tris-HCl (pH 8,5), 2 M Essigsäure, 0,1 M 

EDTA 

Amidoschwarzlösung 1% Amidoschwarz, 40% MeOH, 10% HOAc 

PBS-T 1x PBS, 0,1% Tween20 

RIPA-Puffer 50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 

0,5% Na-Deoxycholat, 0,1% SDS, 1 mM DTT, 

1:50 Protease-Inhibitor Cocktail 

SDS-PAGE-Laufpuffer 3 g⋅L-1 Tris, 14,4 g⋅L-1 Glycin, 1 g⋅L-1 SDS 

TBS-T 1x TBS, 0,1% Tween20 

Western Blot Puffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS 

(0,0375%), 20% Methanol, pH 9,2 
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2.8 Nukleinsäuren 

2.8.1 Plasmide 

 

Der Vektor, der für die Expression von humanem Per2 verwendet wurde, basiert auf dem 

Plasmid pMC3-EGFP-cMyc-C (siehe Anhang 7.1). Im Vektor pMC3-hPer2-EGFP-cMyc-C 

wird das Hygromycin-Resistenzgen im zweiten Cistron einer bicistronischen mRNA kodiert. 

Durch die interne Ribosomenbindestelle (IRES) des Poliovirus wird die Translationsinitiation 

des zweiten Cistrons gewährleistet. Das Polyadenylierungssignal des Simian-Virus 40 (SV40) 

bildet den Abschluss der gebildeten mRNA. Das erste Cistron enthält die Sequenzen für Per2 

und GFP (green fluorescent protein). Die cDNA des humanen Per2 Gens wurde in die MCS 

(multiple cloning site) des ersten Cistrons kloniert, so dass eine C-terminal (pMC3-hPer2-

EGFP-cMyc-C) gekoppelte Version von Per2 entsteht. Beide Cistrons stehen unter Kontrolle 

eines CMV-Promoters. 

 

Tabelle 2.2: Primer für die Klonierung von Vektoren 

Vektor Primer Sequenz 

pMC3-hPer2-EGFP-

cMyc-C 

Per2-SalI-Fwd-C 
5´-GGCGCGTCGACATGAATGGATA 

CGCGGAATTTC-3´ 

Per2-SpeI-Rev-C 
5´-CCGCGACTAGTCGTCTGCTCTT 

CGATCCTG-3´ 

 

 

2.8.2 Oligonukleotide 

 

Alle in dieser Arbeit verwendeten ON-TARGETplus Maus SMARTpool siRNAs wurden von 

Thermo Scientific Dharmacon Inc. (Lafayette, Colorado, USA) bezogen. Die non-targeting 

(Nt) siRNA #1 bindet an keine bekannte Sequenz im jeweiligen Genom und wird daher als 

Negativkontrolle verwendet.  
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Alle verwendeten Primer für die Klonierungen sowie für die Real Time 

Polymerasekettenreaktion wurden von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) bezogen. Bei 

allen hier verwendeten Oligonukleotiden wurde darauf geachtet, dass die äußeren Basen 

möglichst aus einem Guanin oder Cytosin bestanden. Dies war jedoch nicht bei allen Primern 

möglich.  

 

Tabelle 2.3: ON-TARGETplus Maus SMARTpool siRNAs für die Transfektionen 

Target Order ID Sequenz 

Arntl J-040483-12 GAAAAGAGGCGUCGGGACA 

 J-040483-11 AGAUAAACUCACCGUGCUA 

 J-040483-10 UGUCGUAGGAUGUGACCGA 

 J-040483-09 AGACUGGACUUCCGGUUAA 

Cebp-β J-043110-09 GAGCGACGAGUACAAGAUG 

 J-043110-10 CCUUUAGACCCAUGGAAGU 

 J-043110-11 GCACCCUGCGGAACUUGUU 

 J-043110-12 GAAAAGAGGCGUAUGUAUA 

Nr1d1 J-051721-08 CACCAUGGAGGAUGUGAUA 

 J-051721-07 UUAGGCACCUCACCUGGUA 

 J-051721-06 CCACCAACCUAACAGCAAU 

 J-051721-05 GUACAAACGGUGUCUGAAA 

Nt D-001810-01-05 UGGUUUACAUGUCGACUAA 

Per2 J-040489-12 AGAACAAAUCCACCGGCUA 

 J-040489-11 UCGUGAAGAACGCGGAUAU 

 J-040489-10 GGAUAGAGGCCCAGACGUA 
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 J-040489-09 GGGCAUUACCUCCGAGUAU 

Sirt1 J-049440-08 UAGGCUAGGUGGUGAAUAU 

 J-049440-07 GCGGAUAGGUCCAUAUACU 

 J-049440-06 CCGAUGGACUCCUCACUAA 

 J-049440-05 CAAAGGAGCAGAUUAGGUAA 

Sirt2 J-061727-20 GCUCAAAGACCCUUCGUUC 

 J-061727-19 UGGUAAAGCCUGAUAUCGU 

 J-061727-18 CCAAGGAGCUCUAUCCCGG 

 J-061727-17 GAGGGAGCAUGCCAACAUA 

Sirt3 J-048921-05 GGCCCAAUGUCACUCACUA 

 J-048921-06 ACAGCAACCUUCAGCAGUA 

 J-048921-07 GGAUGGACAGGACAGAUAA 

 J-048921-08 CCACGGGACCUUUGUAACA 

Sirt4 J-065606-12 AGAUCGGCUUCGCGGACUA 

 J-065606-11 CCAAGAAACUCCUCGUGAU 

 J-065606-10 UGACGGAGCUCCACGGAUG 

 J-065606-09 GGAUUGACUUUCAGGCCGA 

Sirt5 J-056506-12 CGGUGUACCUCGUGUGGCA 

 J-056506-11 GCAGGGCACUAACGGGAAA 

 J-056506-10 CCCAGAACAUCGACGAGUU 

 J-056506-09 CAGUUGUGUUGUAGACGAA 

Sirt6 J-061392-09 CAGCAGGGUUGUCGCCUUA 
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 J-061392-10 CAGUGCAUGUUUCGUAUAA 

 J-061392-11 GGAUGGACCCUGCGUGCUA 

 J-061392-12 ACGCAGUACGUCAGAGACA 

Sirt7 J-054325-12 CGACCGAGGCUGCUAGCAA 

 J-054325-11 GGUUGUGCCAAGCGUGCAA 

 J-054325-10 UAACAGAGAGUAUGUACGA 

 J-054325-09 GGGACCCAGCUUCGGGAUA 

Ulk1 J-040115-08 GCAAGGACCUGAUUGGACA 

 J-040115-07 CGAGAGGGCUGUGUACCGA 

 J-040115-06 UAAGCUGCCUGACUUCCUA 

 J-040115-05 CCACUCAGGUGCACAAUUA 

Ulk2 J-040619-08 GCACCCACCCUCACCGAUA 

 J-040619-07 CGUCAGACCACUCAUAUGA 

 J-040619-06 GCAUAGAACAGAAUCUUAU 

 J-040619-05 GUACGAAGGUCUAAUACCA 

  

Tabelle 2.4: Murine Primer für Real Time Polymerasekettenreaktion 

Target Probe* Sequenz 

β-Aktin F CGTGAAAAGATGACCCAGATCA 

 R CACAGCCTGGATGGCTACGT 

 P 
6-FAM-TGAGACCTTCAACACCCCAGCCATG-

TAMRA 
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Atg5 F TGGATGGGACTGCAGAATGA 

 R TCCATGAGTTTCCGGTTGATG 

 P 6-FAM-AGATTTGACCAGTTTTGG-TAMRA 

Atg7 F CCTGGCAGCCCACAGATG 

 R CCCGAAAGCAGAGGACTTCA 

 P 6-FAM-AGCGGCAGTTTCCAGT-TAMRA 

Atg14 F TCAGCCCGCGCTCTGA 

 R AGGTCTGCTCGAACTTCAAAGG 

 P 6-FAM-CACCTAGGCAGGTCAG-TAMRA 

Atg16L F GTATGTCTTCGATGCGCATGA 

 R CCGGGAGCCTGGACTGA 

 P 6-FAM-AGAGGTCAACGCAGTGC-TAMRA 

Bmal1 F CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA 

 R GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT 

 P 

6-FAM-

TGACCCTCATGGAAGGTTAGAATATGCAGAA-

TAMRA 

Cab39 F CGAGGCCTTCCACGTGTT 

 R GATGGGCTGCGTCTTGTTG 

 P 6-FAM-AGGTGTTTGTGGCCAAC-TAMRA 

Camkk2 F CAGGATTGTGGTGCCTGAAA 

 R GCCCCGTGCCTCGTAAC 

 P 6-FAM-CAAGCTGCACCCTTG-TAMRA 
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Cebpβ F AGCGGCTGCAGAAGAAGGT 

 R GGCAGCTGCTTGAACAAGTTC 

 P 6-FAM-AGCAGCTGTCGCGAGA-TAMRA 

Cry1 F CTGGCGTGGAAGTCATCGT 

 R CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG 

 P 

6-FAM-

CGCATTTCACATACACTGTATGACCTGGACA-

TAMRA 

Cry2 F TGTCCCTTCCTGTGTGGAAGA 

 R GCTCCCAGCTTGGCTTGA 

 P 
6-FAM-CAGTCACCCTGTGGCAGAGCCTGG-

TAMRA 

Ctsl F GGGTTGTGTGACTCCTGTGAAG 

 R CGCTAAACGCCCAACAAGAC 

 P 6-FAM-CCAGGGCCAGTGCG-TAMRA 

Eef1a F TCCACTTGGTCGCTTTGCT 

 R CTTCTTGTCCACAGCTTTGATGA 

 P 
6-FAM-TTCGTGACATGAGGCAGACAGTTGCTG-

TAMRA 

Gapdh F TCCATGACAACTTTGGCATTG 

 R CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGA 

 P 
6-FAM-AAGGGCTCATGACCACAGTCCATGC-

TAMRA 

Irgm1 F CTCTTCATCCCACTTTCCCAAT 
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 R CTGTGGCCCCCAATCCA 

 P 6-FAM-TGCTGTGGGACTTAC-TAMRA 

Map1/Lc3b F CGCCGGAGCTTTGAACA 

 R GTGCTGCTCCCGGATGAG 

 P 6-FAM-AGAGTGGAAGATGTCC-TAMRA 

Map3k7 F CATCCCAATGGCGTATCTTACA 

 R TGGGCACGGCGCTAGA 

 P 6-FAM-TGGATCACCAGCTACAG-TAMRA 

Nr1d1  

(Rev-erbα) 

F TGCAGGCTGATTCTTCACACA 

 R AGCCCTCCAGAAGGGTAGGA 

 P 

6-FAM-

ACACTCTCTGCTCTTCCCATGCAAATCAG-

TAMRA 

Per1 F ACCAGCGTGTCATGATGACATAC 

 R CTCTCCCGGTCTTGCTTCAG 

 P 6-FAM-CCGTCCAGGGATGCAGCCTCTG-TAMRA 

Per2 F ATGCTCGCCATCCACAAGA 

 R GCGGAATCGAATGGGAGAAT 

 P 
6-FAM-ATCCTACAGGCCGGTGGACAGCC-

TAMRA 

Prkaa1 F TCGGCACCTTCGGGAAA 

 R GCCACTTTATGTCCGGTCAAC 
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 P 6-FAM-TGAAGGTGGGCAAGC-TAMRA 

Prkaa2 F TGGAGGTGAATTGTTCGACTACA 

 R GCGCGCTTCCACCTCTT 

 P 6-FAM-CTGCAAACATGGGCG-TAMRA 

Prkab1 F CAGTACAAGTTCTTCGTGGATGGA 

 R TGGCTGGTTACTATTGGCTCAGA 

 P 6-FAM-AGTGGACCCATGATC-TAMRA 

Prkag1 F GGTGTACCTGCAGGACTCCTTTAA 

 R TCAAACAAGCTGGCATTTGG 

 P 6-FAM-CACTTGTCTGCATCTC-TAMRA 

Strada F TGAGCTGTGGGTCGTCACA 

 R TGCCAATGAGATCCTTTGCA 

 P 6-FAM-CATTTATGGCGTACGGCT-TAMRA 

Stk11 F CGGCCCACCACTCTCTGA 

 R ACCTCTTGGCCGGCTCAT 

 P 6-FAM-TCCGAGGGATGTTGGAG-TAMRA 

Tfeb F CATCAACCCTGAGATGCAGATG 

 R TACACGTTCAGGTGGCTGCTA 

 P 6-FAM-TAACACGCTGCCCCTG-TAMRA 

Ulk1 F GAAGCAGGTGGTACGCAGACT 

 R TGAGGCCCTGGCAGGATAC 

 P 6-FAM-AATGAGCTGTACAAGGC-TAMRA 
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Zkscan3 F TCTGGCAGCCTGGTTTCC 

 R TCGAGGCAAGTCCCTAACCTT 

 P 6-FAM-TGGATCAGGACATGCAGA-TAMRA 

*F=Vorwärtsprimer; R=Rückwärtsprimer; P=Probe (5´ 6-FAM; 3´ TAMRA) 

 

 

Tabelle 2.5: Humane Primer für Real Time Polymerasekettenreaktion 

Target Primer* Sequenz 

β-Aktin F CGCGAGAAGATGACCCAGATC 

 R CACAGCCTGGATAGCAACGT 

 P 6-FAM-TGAGACCTTCAACACCCCAGCCATG-TAMRA 

Bmal1 F TGGCTCCAGCCCATTGA 

 R GAGTCCCTCCATTTAAAATCTTCTTG 

 P 6-FAM-ACGAGTACGCCTCCCCCTGATGC-TAMRA 

Camkk2 F TGGTGGAGGTCCTGGATGAC  

 R TTGACCAGTTCGAACACCATGT  

 P 6-FAM-CCAATGAGGACCATCTG-TAMRA 

Cebpβ F CAAGAAGACCGTGGACAAGCA 

 R CGCACGGCGATGTTGTT 

 P 6-FAM-ACGAGTACAAGATCCGG-TAMRA 

Clock F TCACAGCCCAACCCCTTCT 

 R TCGGGATCTTGGTTGGTGTT 
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 P 6-FAM-AGTTCAAGAAAATCATCTCACACGGCCGT-TAMRA 

Cry1 F TCCGCTGCGTCTACATCCT 

 R TGAAGCAAAAATCGCCACCTGTTGA 

 P 6-FAM-CCTGGTTCGCCGGCTCCTCC-TAMRA 

Cry2 F TGAACTCCCGCCTGTTTGTAG 

 R GGTCACTCCCCATTCCTTGA 

 P 6-FAM-ACAGCCAGCCGACGTGTTCCCA -TAMRA 

Ctsl F CAGCTTCACAATGGCCATGA 

 R CATCACCTGCCTGAATTCTTCA 

 P 6-FAM-CCTTTGGAGACATGACC-TAMRA 

Dbp F CGTGGAGGTGTTGATGACCTT 

 R AGGTCTCGTGGCCAGGAAT 

 P 6-FAM-CGACCCAGCTGATCTTGCCCTATCAA-TAMRA 

Eef1a F TCCACCTTTGGGTCGCTTT 

 R CTTCTTGTCCACTGCTTTGATGA 

 P 6-FAM-TTCGTGATATGAGACAGACAGTTGCGG-TAMRA 

Gapdh F TCCATGACAACTTTGGTATCG 

 R CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGA 

 P 6-FAM-AAGGACTCATGACCACAGTCCATG-TAMRA 

Map1/Lc3b F CCTTGTACCTGACCATGTCAACA 

 R TTGAGCTGTAAGCGCCTTCTAA 

 P 6-FAM-AGTGAGCTCATCAAGATA-TAMRA 
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Map3k7 F TGGTGGCCCAGCTTTCC 

 R TATCAGTGGTGGTCGAGTACCAT 

 P 6-FAM-AATCATGTGGGCTGTTC-TAMRA 

Nr1d1 

(Rev-erbα) 

F CGTGTATGCAGCCCCAGAA 

 R CATAGGACATGCCAGCAGAACA 

 P 6-FAM-CACCTGCCAACAGTCCCCGGC-TAMRA 

Per1 F CCCAGCACCACTAAGCGTAAA 

 R TGCTGACGGCGGATCTTT 

 P 6-FAM-CCTCAGCCTCTGACGACGACAGGC-TAMRA 

Per2 F CTTTCTTTTGCCGTGTCAGTGT 

 R CTTGTTGGTCCCGCACCTT 

 P 6-FAM-AATGAAATCCGCTACCACCCCTTCCG-TAMRA 

Rorα F AGCATCAGGCTTCTTTCCCTACT 

 R TTCTAATTCTGCCATGGACACAGT 

 P 
6-FAM-TTCGTTCACCAACGGCGAGACTTCC-TAMRA 

Sirt1 F TGCGGGAATCCAAAGGATAA 

 R CAGGCAAGATGCTGTTGCA 

 P 6-FAM-TCAGTGTCATGGTTCCT-TAMRA 

Ulk1 F CGCGTCAAGATCGCTGACT 

 R AGAGTGTGGCCGCCATCA 

 P 6-FAM-CTTCGCGCGGTACC-TAMRA 
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Zkscan3 F GCTGCAGAGAAGATAAAGTGGTAGCT 

 R GCCACATCTTCCACTTTCAACA 

 P 6-FAM-CTAGGCTTACTCCAGAGTC-TAMRA 

*F=Vorwärtsprimer; R=Rückwärtsprimer; P=Probe (5´ 6-FAM; 3´ TAMRA) 

 

2.8.3 Sonstige Nukleinsäuren 

 

100 bp DNA Molekulargewichtsmarker NEB, Ipswich, Massachusetts, USA 

Molekulargewichtsmarker 1 kb Plus Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

 

 

2.9 Proteine 

2.9.1 Antikörper 

2.9.1.1 Primäre Antikörper 

 

Tabelle 2.6: Übersicht der verwendeten primären Antikörper 

Antikörper Bezugsquelle 

Kaninchen-Anti-AMPKα (polyklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Kaninchen-Anti-BMAL1 (monoklonal) Abcam, Cambridge, England 

Kaninchen-Anti-CALNEXIN (polyklonal) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA 

Kaninchen-Anti-LC3B (polyklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 
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Kaninchen-Anti-NR1D1 (polyklonal) 
Thermo Scientific, Lafayette, 

Colorado, USA 

Kaninchen-Anti-PER2 (polyklonal) 
Millipore, Bedford, Massachusetts, 

USA 

Kaninchen-Anti-Phospho-AMPKα (polyklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Kaninchen-Anti-Phospho-p70 S6 Kinase 

(polyklonal) 

Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Kaninchen-Anti-SQSTM1/p62 (polyklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Kaninchen-Anti-ULK1 (monoklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Maus-Anti-β-ACTIN (monoklonal) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA 

Maus-Anti-JL-8 (monoklonal) 
Clontech Laboratories, Mountain 

View, Kalifornien, USA 

Maus-Anti-SirT1 (monoklonal) 
Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

Maus-Anti-U2AF (monoklonal) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA 
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2.9.1.2 Sekundäre Antikörper 

 

Tabelle 2.7: Übersicht der verwendeten sekundären Antikörper 

Antikörper Ursprung Bezugsquelle 

ECL Anti-Kaninchen IgG, mit 

Meerrettich Peroxidase gekoppelt 
Esel Amersham, Little Chalfont, England 

ECL Anti-Maus IgG, mit Meerrettich 

Peroxidase gekoppelt 
Schaf  Amersham, Little Chalfont, England 

 

 

2.9.2 Enzyme 

 

DNase I Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNase Qiagen, Hilden, Deutschland 

Proteinase K  Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

 

 

2.9.3 Sonstige Proteine 

 

ColorPlus Protein Leiter prestained  NEB, Ipswich, Massachusetts, USA 

Peq Gold Proteinmarker II PeQlab, Erlangen, Deutschland 
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2.10 Software 

 

Software Bezugsquelle 

BD FACS Diva V6.1.3 BD Biosciences, Heidelberg 

GraphPad Prism® 4.0a GraphPad Software Inc., LaJolla, 

Kalifornien, USA 

Lumicycle Analysis Program Actimetrics, Evanston, Illinois, USA 

MultiGauge Quantifizerungsprogramm  GE Healthcare, Chalfont St Giles, England 

Primer Express 3 Applied Biosystems®, Thermo Scientific, 

Lafayette, Colorado, USA 

Roche Lightcycler Analysis Roche, Mannheim, Deutschland 
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3. Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Kultivierung muriner adhärenter Zellen 

 

Die verschiedenen, hier verwendeten murinen Zelllinien (siehe 2.6.2) wurden alle in 

Nährmedium (DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 Penicillin und 100 

µg*ml-1 Streptomycin, von Gibco, Thermo Scientific, Lafayette, USA) bei 37°C in 

feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 kultiviert. Je nach Konfluenz wurden die 

Zellen maximal dreimal die Woche passagiert, dazu wurden sie mit D-PBS gewaschen und 

mit 0,5% Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale gelöst und resuspendiert. Danach wurde die 

Trypsinierung mit Nährmedium gestoppt. Von der Zellsuspension wurde je nach Bedarf 

entweder 30-50% (Zelllinien abhängig) oder eine spezifische Zellzahl, die mit dem 

Countess® Cell Counter ermittelt wurde, für weitere Experimente in neue Zellkulturschalen 

passagiert. Die maximale für experimentelle Ansätze zu verwendende Passage der Zellen war 

p20. 

 

 

3.1.2 Kultivierung humaner adhärenter Zellen 

 

Humane dermale Fibroblasten wurden aus Hautproben, entnommen bei kosmetischen 

chirurgischen Eingriffen von der unteren, sonnengeschützten Seite der menschlichen 

weiblichen Brust, isoliert. Zu dieser Untersuchung haben alle Spenderinnen im Alter von 20 

bis 67 Jahren ihre Zustimmung schriftlich mitgeteilt. Die Untersuchung entspricht somit den 

Prinzipien der Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethikkommission der 

Medizinischen Fakultät der Universität Düsseldorf genehmigt (Project-Nr.: 

TOX_EF_D01/2008). Die Isolierung der primären humanen Hautfibroblasten erfolgte nach 

bereits veröffentlichten Methoden (Tigges, et al. 2013). 

Die primären humanen Hautfibroblasten (siehe 2.6.1) wurden in Nährmedium 

(DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 Penicillin und 100 µg*ml-1 

Streptomycin, von PAA Laboratories, Pasching, Österreich) bei 37°C in 
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feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 kultiviert. Je nach Konfluenz wurden die 

Zellen maximal einmal die Woche passagiert, dazu wurden sie mit D-PBS gewaschen und mit 

0,5% Trypsin/ EDTA von der Zellkulturschale gelöst und resuspendiert. Danach wurde die 

Trypsinierung mit Nährmedium gestoppt. Von der Zellsuspension wurde je nach Bedarf 

entweder 30-50% oder eine spezifische Zellzahl, die mit dem Countess® Cell Counter 

ermittelt wurde, für weitere Experimente in neue Zellkulturschalen passagiert. Die maximale 

für experimentelle Ansätze zu verwendende Passage der Zellen war p9.  

 

 

3.1.3 Ermittlung der Lebendzellzahl  

 

Für die Ermittlung der Lebendzellzahl wurde eine Trypanblau-Ausschluss-Färbung 

durchgeführt. Dazu wurden die Zellen mit 0,5% Trypsin/ EDTA von der Zellkulturschale 

gelöst und bei 300xg für drei Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 0,5-1 ml 

Nährmedium resuspendiert und ein Teil der Zellen in einer 1:1 Verdünnung mit einer 

Trypanblau-Lösung (0,4%) gemischt und auf ein Countess™ Cell Counter Slide aufgetragen. 

Die Zellzahl und Viabilität wurde mit dem Countess® Cell Counter ermittelt. 

 

 

3.1.4 Kryokonservierung von Zellen 

 

Für die Kryokonservierung wurden Zellen mit D-PBS gewaschen und mit 0,5% Trypsin/ 

EDTA von der Zellkulturschale gelöst und vereinzelt. Danach wurde die Zellsuspension bei 

300xg für drei Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium 

(DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 100 U*ml-1 Penicillin und 100 µg*ml-1 

Streptomycin plus 10% FCS und 20% DMSO) aufgenommen und zu je einem Milliliter auf 

Kryokonservierungsröhrchen aliquotiert. Diese wurden für 24 Stunden in mit Isopropanol 

gefüllte Kryo-Einfrierbehälter bei -80°C gelagert, bevor sie in einen mit flüssigem Stickstoff 

gefüllten Tank überführt wurden.  

Für die Rekultivierung der Zellen wurden die Kryokonservierungsröhrchen kurz bei 37°C 

aufgetaut. Um das DMSO aus dem Medium zu entfernen, wurde die Zellsuspension mit dem 
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10fachen Volumen an Nährmedium aufgenommen und pelletiert. Anschließend wurden die 

Zellen in frischem Nährmedium aufgenommen und vereinzelt, in neue Zellkulturschalen 

überführt und, wie oben beschrieben, weiter passagiert.  

 

 

3.1.5 Transfektion und Selektion von Zellen 

 

24 Stunden vor der Transfektion wurden konfluente Zellen, das heißt Zellen die ca. 90% des 

Zellkulturschalenbodens bedecken, mit 0,5% Trypsin/ EDTA von der Zellkulturschale gelöst 

und resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit dem Countess® Cell Counter ermittelt und eine 

spezifische Zellzahl, entsprechend der Größe der neuen Zellkulturschale, ausplattiert. Am 

Transfektionstag sollte die Zellkultur eine Konfluenz von etwa 70% aufweisen. Die Zellen 

wurden entsprechend den Herstellerangaben entweder mit Effectene Transfektionsreagenz 

von Qiagen oder mit Dharmafect 1 Transfektionsreagenz von Thermo Scientific Dharmacon 

transfiziert. 48 bis 72 Stunden nach der Transfektion wurde aus den transient transfizierten 

Zellen RNA isoliert (siehe 3.6.1), Proteinextrakte hergestellt (siehe 3.2.1) oder sie wurden für 

weitere Biolumineszenz-Messungen vorbereitet (siehe 3.1.9).  

 

 

3.1.6 siRNA Transfektion von murinen Zellen 

 

24 Stunden vor der Transfektion von siRNAs wurden 1x105 NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen in 35 

mm oder 6-Lochzellkulturschalen ausplattiert. Von der jeweils zu transfizierenden siRNA 

(siehe Tabelle 2.3) wurde mit RNase-freiem Wasser eine 5 µM Stocklösung erstellt. Diese 

wurde abhängig von der im Experiment einzusetzenden Konzentration bis zu einer finalen 

Konzentration von 10 bis 30 nM pro Zellkulturschale mit serumfreiem Medium 

(DMEM+Glutamax-I versetzt mit 100 U*ml-1 Penicillin und 100 µg*ml-1 Streptomycin) 

weiter verdünnt. Wie von Thermo Scientific Dharmacon empfohlen, wurde als 

Transfektionsreagenz für die Transfektion für die NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen Dharmafect 1 

verwendet. Die Transfektion erfolgte entsprechend des Dharmacon siRNA 
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Transfektionsprotokolls. Die Inkubation der transfizierten Zellen erfolgte für mindestens 48 

Stunden bei 37°C; anschließend wurden die Zellen für die RNA Isolation aufbereitet und für 

weitere RT PCR Analysen verwendet oder es wurde die Biolumineszenz der Zellen in 

Echtzeit im Lumicycle 32 für 96 Stunden gemessen. Um die Herunterregulierung der 

Zielproteine zu überprüfen, wurden zusätzlich Proteinextrakte mit 1x Lämmli-Puffer (10x: 

1,25 M Tris-HCl (pH 6,8), 10% Glycerin, 10% SDS, 100 mM DTT, 0,05% Bromphenolblau) 

hergestellt und durch SDS-Gelelektrophorese und Western Blot (siehe 3.2.5) analysiert.  

 

 

3.1.7 Transfektion humaner primärer Fibroblasten mittels Elektroporation 

 

Die Zellen wurden für das Experiment so ausplattiert, dass sie am Transfektionstag eine 

Konfluenz von etwa 90% aufwiesen. Diese wurden zunächst mit D-PBS gewaschen, mit 0,5% 

Trypsin/ EDTA von der Zellkulturschale gelöst und resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit 

dem Countess® Cell Counter ermittelt und 2x106 Zellen per Zentrifugation (300xg für drei 

Minuten) pelletiert. Die Zellen wurden in 100 µl P2 Primary Cell 4D-Nucleofactor Solution 

aufgenommen, gefolgt von der Zugabe von 5 µg der jeweiligen Plasmid DNA. Je 100 µl der 

Zellsuspension wurde in eine Küvette überführt und die Elektroporation (Programm FF-113) 

gestartet. Nach Beendigung und einer 10-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur, wurde 

die Zellsuspension in vorgewärmtem Medium aufgenommen und in neue Zellkulturschalen 

überführt. Die Inkubation der Zellen erfolgte für mindestens 48 Stunden bei 37°C.  

48 Stunden nach der Elektroporation wurden die Zellen geerntet, RNA isoliert (siehe 3.6.1), 

Proteinextrakte hergestellt (siehe 3.2.1) oder sie wurden für mikroskopische Aufnahmen 

vorbereitet (siehe 3.3.1).  

 

 

3.1.8. UVA Bestrahlung von Zellen 

 

Für das Experiment wurden die Zellen mindestens 24 Stunden vor der Bestrahlung mit UVA 

in 35 mm, 100 mm oder 6-Lochzellkulturschalen ausplattiert. Die Bestrahlung wurde mit 20 
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Gray über einen Zeitraum von 30 Minuten durchgeführt. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe 

einer Sellamed UV Lampe bestrahlt. Nach der UVA Behandlung wurden die Zellen erneut 

über einen festgelegten Zeitraum bei 37°C inkubiert, danach RNA isoliert (siehe 3.2.1), 

Proteinextrakte hergestellt (siehe 3.6.1) oder sie wurden für weitere Experimente vorbereitet.  

 

 

3.1.9 Echtzeit-Biolumineszenz-Messung 

 

Bei den NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen ist es durch die Kopplung des Bmal1-Promoters an ein 

Leuchtkäfer-Luziferase-Gen möglich, die zirkadiane Rhythmizität in Echtzeit zu messen 

(Echtzeit-Biolumineszenz). 

Für Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen wurde eine zuvor mit dem Countess® Cell Counter 

ermittelte spezifische Zellzahl von 1*105 Zellen  in 35 mm Zellkulturschalen ausplattiert. Bei 

Beginn der Biolumineszenz-Aufzeichnung wurden die Zellen für 30 Minuten mit 100 nM 

Dexamethason synchronisiert, gefolgt von einem Waschschritt mit D-PBS. Anschließend 

erhielten die Zellen CO2-unabhängiges Medium (DMEM+Glutamax-I versetzt mit 10% FCS, 

100 U*ml-1 Penicillin und 100 µg*ml-1 Streptomycin), welches mit 0,1 mM Luziferin 

supplementiert war. Falls der Einfluss von Chemikalien auf die zirkadiane Uhr untersucht 

wurde, wurde das CO2-unabhängige Medium zusätzlich mit den entsprechenden Substanzen 

versetzt. Vor der Überführung der Zellkulturschalen in den 32-Kanal Luminometer 

(Lumicycle 32) im lichtdichten Inkubator bei 37°C, wurden diese mit Parafilm verschlossen. 

Die Messung der Echtzeit-Biolumineszenz der Zellen erfolgte über mindestens drei Tage.  

Für Phasenverschiebungsexperimente wurden die Zellkulturschalen nach ca. 24 Stunden 

erneut aus dem Lumicycle 32 entnommen, mit entsprechenden Chemikalien zu verschiedenen 

Zeitpunkten versetzt, mit Parafilm verschlossen und die Messung der Echtzeit-

Biolumineszenz der Zellen über mindestens drei Tage fortgesetzt.  

Die Auswertung aller Daten erfolgte mit dem LumiCycle Analysis Programm. 
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3.2 Proteinanalytische Methoden 

3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten 

 

Für die Herstellung von Gesamtproteinextrakten wurden zunächst exponentiell wachsende 

murine oder humane adhärente Zellen mit D-PBS gewaschen und mit 0,5% Trypsin/ EDTA 

von der Zellkulturschale gelöst und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde mit Nährmedium 

neutralisiert, in Reaktionsgefäße überführt und bei 300xg für drei Minuten zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Pellet in D-PBS aufgenommen und mit 

dem gleichen Volumen zweifach konzentriertem SDS-PAGE-Probenpuffer [5x: 0,2 M Tris-

HCl (pH 6,8), 20% Glycerin, 10% SDS, 0,05% Bromphenolblau, 10 mM DTT] lysiert. 

Anschließend erfolgte eine Homogenisierung durch Ultraschall für 10 Sekunden bei 20% 

Power. Die Proteinextrakte wurden nachfolgend bei -20°C gelagert.  

Für gelelektrophoretische Analysen wurden in der Regel Äquivalente von etwa 1*105 Zellen 

des Proteinextraktes pro Gelspur aufgetragen. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen 

fünf Minuten bei 95°C denaturiert. 

 

 

3.2.2 Immunpräzipitation 

 

24 Stunden vor der Immunpräzipitation wurden NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen in 10 cm 

Zellkulturschalen ausplattiert. Am Tag des Experiments wiesen die Zellen 80-90% Konfluenz 

auf, wurden mit D-PBS gewaschen, in 1 ml D-PBS mit einem Zellschaber von der 

Zellkulturschale gelöst und in neue Reaktionsgefäße überführt. Danach wurde die 

Zellsuspension bei 300xg für drei Minuten bei 2°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3x 

Volumen RIPA Puffer aufgenommen und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend 

folgten zwei Zentrifugationsschritte à 30 Minuten bei 17000xg bei 2°C und der Überstand 

wurde jeweils in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 10% des Überstands wurden als 

Kontrollfraktion abgenommen, die Proteinkonzentration mittels Bradford Messung bestimmt 

(siehe 3.2.3) und bei -80°C gelagert. Der Rest des Proteinextrakts wurde mit 5 µl des 

jeweiligen Antikörpers versetzt und über Nacht bei 4°C unter Rotation inkubiert. Parallel 

wurden die für die Immunpräzipitation benötigten Protein A- oder Protein G-gekoppelten 
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Sepharose-beads dreimal mit je 1 ml D-PBS gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 750 µl 

D-PBS und 250 µl 1mg/ml BSA geblockt. Am folgenden Tag wurden die Sepharose-beads 

erneut dreimal mit je 1 ml D-PBS gewaschen bevor diese zusammen mit dem Proteinextrakt 

zwei Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert wurden. Zuletzt wurden die Sepharose-beads 

bei 600xg für drei Minuten bei 2°C zentrifugiert und erneut viermal mit je 1 ml D-PBS 

gewaschen bevor sie in jeweils 25 µl 5x SDS-Probenpuffer (0,2 M Tris-HCl (pH 6,8), 20% 

Glycerin, 10% SDS, 0,05% Bromphenolblau, 10 mM DTT) aufgenommen wurden. Die 

Denaturierung der Proteine erfolgte für 10 Minuten bei 95°C. 

 

 

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen nach Bradford 

 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford 1976) beruht auf dem 

Prinzip, dass sich bei der Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer 

Lösung das Absorptionsmaximum der Farbe quantitativ von 465 nm nach 595 nm verschiebt. 

Um das Verhältnis von Absorptionshöhe zur jeweiligen Proteinkonzentration beurteilen zu 

können, wurde zunächst eine BSA Konzentrationsreihe von 1 bis 20 µg*ml-1 erstellt. Dann 

wurden je 20 µl der Konzentrationsreihe mit 1 ml Bradford Reagenz (siehe 2.2) versetzt, für 

10 Minuten bei RT inkubiert und spektralphotometrisch bei 595 nm gemessen. Die daraus 

resultierenden Absorptionshöhen wurden gegen die Proteinkonzentrationen aufgetragen und 

eine Eichgerade erstellt. Um unbekannte Proteinkonzentration von Proteinlösungen zu 

ermitteln, wurden auch diese mit Bradford Reagenz (siehe 2.2) versetzt, für 10 Minuten bei 

RT inkubiert und spektralphotometrisch gemessen. Die Konzentration konnte anhand der 

zuvor ermittelten Eichgeradengleichung berechnet werden.  

 

 

3.2.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Die Auftrennung von isolierten Proteingemischen durch die diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde bereits bei Laemmli et al. beschrieben 
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(Laemmli 1970). Hierfür wurde ein Trenngel [je nach Bedarf 8 bis 12% Acrylamid (37,5:1 

Acrylamid:Bisacrylamid, siehe 2.1), 375 mM Tris-Cl (pH 8,8), 0,1% SDS, 0,1% TEMED, 

0,1% APS] in eine Novex Gel-Kassette gegossen und mit einem Sammelgel [5% Acrylamid 

(siehe 2.1), 125 mM Tris-Cl (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,1% TEMED, 0,1% APS] überschichtet. 

Die Extrakte wurden für fünf Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend aufgetragen. 

Die Gelelektrophorese erfolgte in mit SDS-PAGE-Laufpuffer (3 g⋅l-1 Tris, 14,4 g⋅l-1 Glycin, 1 

g⋅l-1 SDS) gefüllten „Novex Mini-Cell“-Gelkammern bei 50 bis 150 V. Anschließend wurden 

die Gele für Western Blot Analysen verwendet.  

 

 

3.2.5 Western Blot Analysen  

 

Die mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des 

„BioRad TransBlot SemiDry“ Western Blot Systems auf eine PVDF-Membran transferiert. 

Dafür wurden zwei mit Western Blot Puffer [48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS 

(0,0375%), 20% Methanol, pH 9,2] getränkte Filterpapiere (je 1mm dick) auf die Anodenseite 

der Blot Kammer positioniert. Die zuvor in Methanol und H2O aktivierte und mit Western 

Blot Puffer gewaschene PVDF-Membran wurde auf die beiden Filterpapiere gelegt. Das 20 

Minuten in Western Blot Puffer equilibrierte SDS-Polyacrylamid-Gel wurde auf die PFDV-

Membran gelegt, gefolgt von zwei weiteren in Western Blot Puffer getränkten Filterpapieren 

und dem Kathoden-Deckel des Western Blot Systems. Die Elektrophorese erfolgte mit 5,5 

mA/cm² für 8-16 Minuten (in Anhängigkeit von der Proteingröße). Anschließend wurde die 

PVDF-Membran für eine Stunde bei RT und 30 rpm in 5% fettfreiem Milchpulver, gelöst in 

TBS-T (1x TBS, 0,1% Tween20), geblockt. Der primäre Antikörper wurde je nach 

Herstellerangaben in 2–5% BSA oder fettfreiem Milchpulver, gelöst in TBS-T, verdünnt über 

Nacht auf der Membran bei 30 rpm und 4°C inkubiert. Es folgten drei zwanzigminütige 

Waschschritte mit TBS-T bei RT und 30 rpm. Der sekundäre Antikörper wurde entweder in 

BSA oder fettfreiem Milchpulver, gelöst in TBS-T, verdünnt. Die Inkubation der Membran 

erfolgte für eine Stunde bei RT und 30 rpm, gefolgt von drei weiteren zwanzigminütigen 

Waschschritten mit TBS-T. Alle sekundären Antikörper waren mit einer aus Meerrettich 

stammenden Peroxidase gekoppelt. Mit Hilfe des jeweiligen ECL Kits und dem 
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Kamerasystem ImageQuant LAS-4000 konnten die durch die Antikörper erkannten 

Proteinbanden visualisiert werden. Die Lagerung der Membranen erfolgte bei 4°C in TBS-T.  

Für eine Gesamtproteinfärbung der Membranen erfolgte zum Teil eine Färbung der Membran 

mit einer Amidoschwarzlösung. Dies diente vor allem zur Kontrolle der aufgetragenen 

Proteinmengen als auch der Überprüfung der Gleichmäßigkeit des Membrantransfers. Dazu 

wurde die Membran nach der Proteinbanden Detektion mit dem jeweiligen ECL Kit fünf 

Minuten in einer Amidoschwarzfärbelösung (1% Amidoschwarz, 40% MeOH, 10% HOAc) 

bei RT und 50 rpm inkubiert und anschließend mit H2O mehrmals entfärbt und gewaschen, 

bis die gewünschte Hintergrundentfärbung erreicht wurde.  

 

 

3.3 Mikroskopie 

3.3.1 Epifluoreszenzmikroskopie 

 

Für die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden die Zellen auf 8-well 

Kammerobjektträgern kultiviert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen mit warmem D-

PBS gewaschen. Nach der Fixierung der Zellen mit 4% Formaldehyd in PBS und einer 10-

minütigen Inkubation bei Raumtemperatur, erfolgte ein erneuter Waschschritt mit D-PBS. 

Anschließend wurden die Zellen mit „Mounting“-Medium (1,5% N-Propylgallat, 60% 

Glycerol, 80 ng*ml-1 4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) überschichtet. Das 

Absorptionsmaximum von DAPI liegt im ultravioletten Bereich bei einer Wellenlänge von 

358 nm, das Emissionsmaximum im blauen Bereich bei 461 nm. Da DAPI die Eigenschaft 

besitzt an AT-reiche Regionen der DNA zu binden, färbt es die DNA im Nukleus der Zellen. 

Die fixierten und gefärbten Zellen wurden bis zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse kühl 

und dunkel gelagert.  
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3.4 Klonierung  

3.4.1 Restriktionshydrolyse von Nukleinsäuren 

 

Für die Restriktionshydrolyse von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurden ausschließlich 

Restriktionsenzyme des Typs II verwendet, da bei diesen Enzymen die Erkennungsstellen mit 

ihren Schnittstellen korrelieren. Die Bedingungen der Restriktionshydrolysen entsprachen den 

Herstellerangaben.  

 

 

3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 

 

Sowohl zur analytischen als auch zur präparativen Auftrennung von Nukleinsäuren wurden 1-

2%ige Agarose-Gele in TAE-Puffer [40 mM Tris-Acetat (pH 7,5), 2,5 mM EDTA] 

verwendet. Die Gele wurden mit 0,5 µg*ml-1 Ethidiumbromid oder 5µl*100ml-1 Midori-

Green Farbstoff versetzt, welche mit der DNA interkalierten. Auf einem UV-Transilluminator 

konnten die Nukleinsäuren aufgrund des Fluoreszenzsignals der interkalierten Farbstoffe 

detektiert werden.  

 

 

3.4.3 Isolation von DNA aus Agarosegelen 

 

Für die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel 

Extraction Kit der Firma Qiagen verwendet. Die DNA-Banden wurden zuvor mit einem 

sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, mit dem Extraktions-Kit aufgereinigt und die 

isolierte DNA bei -20°C gelagert.  
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3.4.4 Ligation von Nukleinsäuren 

 

Für die Ligation der DNA-Fragmente wurde das Rapid DNA Ligation Kit von Roche benutzt. 

Die Reaktionen wurden den Herstellerangaben entsprechend in einem Reaktionsvolumen von 

30 µl auf Raumtemperatur durchgeführt und anschließend auf Eis inkubiert oder bei -20°C 

gelagert. 

 

 

 3.5 Mikrobiologische Arbeiten  

3.5.1 Kultivierung von E. coli Stämmen 

 

Für die Anzucht von E. coli Stämmen wurden jeweils 2 ml TB-Medium (12 g*L-1 Trypton, 24 

g*L-1 Hefeextrakt, 0,004 L Glyzerin, 0,1L steriler Phosphatpuffer) mit einer Einzelkolonie 

einer LB-Agarplatte (10 g*L-1 Trypton, 5 g*L-1 Hefeextrakt, 10 g*L-1 NaCl, pH 7,0, 10 g*L-1 

Agar) angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Für größere 

Plasmidpräparationen wurden 4 ml TB-Medium mit einer Bakterienkolonie angeimpft und 

über Tag bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am Abend wurde die wachsende Bakterienkultur 

in 200 ml TB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Für die 

kurzfristige Haltung von Bakterienstämmen, wurden die Bakterien mit einer Impföse auf LB-

Agar-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Konnte Wachstum mit 

Einzelkolonien beobachtet werden, lagerten die Platten für bis zu vier Wochen bei 4°C. Bei 

Bedarf konnte sowohl dem Nährmedium als auch den LB-Agarplatten Ampicillin als 

selektives Antibiotikum hinzugefügt werden.  

 

 

3.5.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen nach Inoue 

 

Die Herstellung kompetenter E. coli Zellen zur Plasmidtransformation erfolgte nach Inoue 

(Inoue et al. 1990). Dazu wurden E. coli in 1 L SOB Medium bei 18°C bis zu einer OD600 von 
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0,8 angezogen und anschließend bei 4000xg für 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde in 40 ml eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes, 250 mM KCl, 15 mM CaCl2, 

55 mM MnCl2, pH 6,7) resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren 

Zentrifugation bei 4000xg für 20 Minuten bei 4°C wurden das Zellpellet erneut in 20 ml 

eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und diese Suspension mit DMSO bis zu einer 

Endkonzentration von 7% versetzt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten auf Eis wurden die 

Bakterien in 200 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  

 

 

3.5.3 Transformation von E. coli 

 

Für die Transformation wurden kompetente E. coli Zellen (siehe 2.5.1) auf Eis aufgetaut, mit 

10 ng der Plasmid-DNA oder 5 µl des Ligationsansatzes versehen und für 30 Minuten auf Eis 

inkubiert. Nach einem 45-sekündigen Hitzeschock bei 42°C wurde der Transformationsansatz 

anschließend mit 200 µl warmem LB-Medium (10 g*L-1 Trypton, 5 g*L-1 Hefeextrakt, 10 

g*L-1 NaCl, pH 7,0) versetzt und bei 37°C und 250 rpm für eine Stunde inkubiert. 

Anschließend wurde der Transformationsansatz auf LB-Agarplatten (10 g*L-1 Trypton, 5 g*L-

1 Hefeextrakt, 10 g*L-1 NaCl, pH 7,0, 10 g*L-1 Agar) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

inkubiert.  

 

 

3.5.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

 

Für die Isolierung von kleineren Mengen Plasmid-DNA wurde das GenJET Plasmid Miniprep 

Kit von Fermentas verwendet. Dazu wurden zunächst 4 ml TB-Medium (12 g*L-1 Trypton, 24 

g*L-1 Hefeextrakt, 0,004 L Glyzerin, 0,1 L steriler Phosphatpuffer) mit einer Bakterienkolonie 

angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA 

erfolgte nach Herstellerangaben. Nach der Isolation wurde die Plasmid-DNA bei -20°C 

gelagert und z.B. für restriktionshydrolytische Analysen (siehe 3.4.1) verwendet. Für die 

Isolierung von größeren Mengen Plasmid-DNA wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit 
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verwendet. Hier wurden 4 ml TB-Medium mit einer Bakterienkolonie angeimpft und über 

Tag bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am Abend wurde die wachsende Bakterienkultur in 200 

ml TB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Nach der 

Isolation, entsprechend der Herstellerangaben, wurde die Plasmid-DNA bei -20°C gelagert 

und z.B. für die Transfektionen von humanen und murinen Zelllinien verwendet.  

 

 

3.6 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

3.6.1 Isolierung von RNA aus Zellen 

 

Für die Isolation von RNA wurden murine oder humane Zellen für 48 bis 72 Stunden in 

Zellkulturgefäße ausplattiert, so dass sie am Tag der Isolation eine Konfluenz von 90% 

erreicht hatten. Die Zellen wurden mit D-PBS gewaschen und mit 0,5% Trypsin/ EDTA von 

der Zellkulturschale gelöst und vereinzelt. Die Zellsuspension wurde mit Nährmedium 

neutralisiert, in Reaktionsgefäße überführt und bei 800xg für drei Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde anschließend verworfen und das Pellet in 350 µl RLT Puffer, versetzt mit 

3,5 µl β-Mercaptoethanol, lysiert. Das Lysat wurde mittels QIAShredder homogenisiert. Für 

die weitere Isolation von RNA wurde das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen verwendet. 

Zuletzt wurde die RNA in RNase-freiem Wasser eluiert und bei -80°C gelagert.  

 

 

3.6.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

 

Die Konzentration von gelösten Nukleinsäuren wurde spektralphotometrisch über die 

Absorption bei 260 nm bestimmt. Für die Bestimmung der Reinheit diente der Quotient 

E260/E280; Lösungen mit einem Wert ≥ 1,8 wurden als rein protokolliert.  
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3.6.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Die Polymerasekettenreaktion wurde für die Amplifikation von Genen oder Genabschnitten 

aus Vektoren eingesetzt. Hierfür wurde der Phusion High Fidelity PCR MasterMix nach 

Herstellerangaben verwendet. Die Phusion DNA Polymerase besitzt eine 3´-5´ 

Exonukleaseaktivität (Proofreading), welche laut Herstellerangaben im Vergleich zu einer 

gewöhnlichen Taq DNA Polymerase eine 50-fach geringere Fehlerrate aufweist. Für die 

Amplifizierung wurden weiterhin 25 pmol/µl der Primer und 50 ng Plasmid-DNA als 

Template eingesetzt. Die PCR fand unter den in Tabelle 3.1 wiedergegebenen 

Reaktionsbedingungen statt. Die Elongationszeit wurde entsprechend der Größe des zu 

erwartenden PCR-Produktes variiert (**). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden 

gelelektrophoretisch aufgetrennt, detektiert und gegebenenfalls isoliert. 

 

Tabelle 3.1: Reaktionsbedingungen für die Polymerasekettenreaktion 

Zeit Temperatur Zyklenanzahl 

10 Sekunden 98°C 1 

10 Sekunden 

1 Minute 

5 Minuten** 

98°C 

58°C* 

72°C 

35-45 

5 Minuten 72°C 1 

* Die Temperatur wurde entsprechend der mittleren Schmelztemperatur der Primer (Tm-

Wert) variiert. 
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3.6.4 cDNA Synthese aus RNA durch Reverse Transkription 

 

Für die Generierung von cDNA aus isolierter RNA (siehe 3.6.1) wurde das QuantiTect 

Reverse Transkription Kit der Firma Qiagen verwendet. Es wurde pro Reaktion jeweils 500 

ng RNA in cDNA umgeschrieben. Im ersten Schritt wurde „gDNA Wipeout Buffer“ 

verwendet um mögliche Kontaminationen mit genomischer DNA zu eliminieren. Im weiteren 

Verlauf erfolgte die Umschreibung der RNA in DNA mittels des Enzyms Reverse 

Transkriptase. Die Umschreibung erfolgte für 30 Minuten bei 42°C, die Inaktivierung des 

Prozesses für drei Minuten bei 95°C. Die isolierte RNA wurde bei -80°C, die neu gewonnene 

cDNA bei -20°C gelagert. 

 

 

3.6.5 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 

 

Für die Quantifizierung von cDNA Molekülen wird die quantitative Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion eingesetzt. Auch Real Time Polymerasekettenreaktion genannt, 

wird hier in Echtzeit zyklisch die freigesetzte Fluoreszenz, welche proportional zur Menge 

des PCR Produkts ist, gemessen. Dazu werden neben den forward und reverse Primern (siehe 

Tabelle 2.4 und 2.5) zusätzlich spezielle Hydrolyse-Sonden (TaqMan-Sonden) benötigt. Diese 

besitzen an ihrem 5´-Ende den Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (6-FAM) und an 

ihrem 3´-Ende den Quencher-Farbstoff 6-Carboxy-tetramethylrhodamin (TAMRA). Das hier 

verwendete Enzym Taq-Polymerase löst mit seiner 5´-Exonukleaseaktivität bei der Synthese 

der DNA zunächst den Reporterfarbstoff 6-FAM von der DNA ab. Die größer werdende 

räumliche Distanz der beiden Farbstoffe führt dazu, dass der Quencher TAMRA nach 

Anregung des Farbstoffes 6-FAM mit 488 nm, dessen Fluoreszenz nicht mehr unterdrücken 

kann und die so entstehende Fluoreszenz durch das Real Time PCR-System in Echtzeit 

detektiert werden kann.  

Pro PCR Reaktion wurde jeweils 10 ng cDNA (siehe 3.6.4) (gelöst in 5 µl H2O), 5 pmol 

forward und reverse Primer als auch Sonde sowie 10 µl 2x LightCycler480 „Master Mix“ in 

ein Well einer 96-Well Platte pipettiert bevor diese mit einer Folie versiegelt wurde. Die 
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Messung fand unter folgenden Reaktionsbedingungen in einem LightCycler480 Real-Time 

PCR System der Firma Roche statt:  

 

Tabelle 3.2: Reaktionsbedingungen für die Real Time Polymerasekettenreaktion 

Zeit Temperatur Zyklenanzahl 

2 Minuten 50°C 1 

10 Minuten 95°C 1 

15 Sekunden 

1 Minute 

95°C 

60°C 
45 

30 Minuten 40°C 1 

 

Für die Auswertung der gewonnenen Messdaten wurde die Roche Lightcycler Analysis 

Software verwendet. Die Ergebnisse werden als ∆CP angegeben, ermittelt anhand der zweiten 

Ableitung des CT-Wertes ∆CP = 2-(∆CT). Der ∆CT-Wert bildet die Differenz des gemessenen 

CT-Wertes des Gens von Interesse und dem Mittelwert der CT-Werte drei konstitutiv 

exprimierter Gene (so genannter Housekeeping Gene): ∆CT = CT (Gen von Interesse) – 

Mittelwert CT (drei Housekeeping Gene). 

 

 

3.7 Statistische Analysen  

 

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgeführt. Datenwerte werden als 

Mittelwert ± Standardabweichung in den Tabellen und Mittelwert ± Standardfehler des 

Mittelwertes in den Abbildungen dargestellt. Statistische Analysen zur Signifikanz wurden 

mit einem ungepaarten Student t-Test durchgeführt, p < 0,05 wurde als signifikant angesehen 

und als solches gekennzeichnet. Korrelationsanalysen wurden unter Verwendung der 

GraphPad Prism 5.00 Statistik-Software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) 

durchgeführt.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Potentielle Regulation der zirkadianen Uhr durch Autophagie 

beeinflussende Substanzen 

 

Während des Alterungsprozesses weisen Zellen, unter anderem durch reaktive 

Sauerstoffspezies verursachte, erhöhte oxidative Stresslevel auf (Sohal, et al. 2002). Auch die 

wichtigsten Komponenten des Autophagie Signalweges sind im Alter dereguliert (Dice 1982, 

Makrides 1983). Alterungsprozesse verändern des Weiteren eine Vielzahl von Aspekten der 

zirkadianen Rhythmik und haben somit auf organischer als auch auf zellulärer Ebene weitere 

Auswirkungen, welche sich in veränderten Oszillationen von Körpertemperatur, des 

Hormonspiegels und Schlaf-Wachrhythmen äußern (Kolker, et al. 2003, Hofman, et al. 2006). 

Einige Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen Alterungsprozessen und sowohl 

der Autophagie als auch dem zirkadianen Oszillator hin (Makrides 1983, Kolker, et al. 2003). 

Hauptziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang von Autophagie, der zirkadianen Uhr und 

Alterungsprozessen zu analysieren. Zunächst wurde daher untersucht, ob Autophagie oder 

erhöhte ROS-Level die Funktionsweise der zirkadianen Uhr beeinflussen. Dazu wurden 

unterschiedliche niedermolekulare Substanzen eingesetzt, welche ROS-Level und/ oder 

Autophagie beeinflussen, und der Effekt dieser Substanzen auf die zelluläre zirkadiane Uhr 

bestimmt.  

Durch die Analyse der Periodenlänge können Veränderungen in den zirkadianen 

Rückkopplungsschleifen beobachtet werden. Sind die Periodenlängenänderungen zu gering 

oder bleiben ganz aus, kann man mittels Phasenverschiebungsexperimenten subtilere Effekte 

auf den Oszillator untersuchen. Neben in vivo Experimenten können auch mit Gewebeproben 

oder mit Zellen Phasenverschiebungsexperimente durchgeführt werden. Neben Licht oder 

Temperatur können auch Chemikalien eingesetzt werden um diese Phasenverschiebungen 

auszulösen. Nach einer temporären Serum- oder Dexamethasonsynchronisation (Balsalobre, 

et al. 2000), erfolgten die Stimulusapplikation zu verschiedenen Zeitpunkten, die Messung der 

zirkadianen Oszillationen und die Bestimmung ihrer Parameter wie Periode, Phase und 

Amplitude. Für die Messung von zirkadianen Phasenverschiebungsexperimenten mittels 

Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen wurden NIH3T3-Bmal1-Luc-Mausfibroblasten 

verwendet (Nagoshi, et al. 2004). Am Beginn des Experiments (T = 0) wurden die 

Mausfibroblasten für 30 Minuten mit Dexamethason inkubiert. Diese Synchronisation führt 
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durch die Aktivierung von immediate-early Genen zu einer Neueinstellung der Phase und zu 

einem gleichmäßigen Oszillieren aller Zellen als Gesamtzellkultur (Balsalobre, et al. 1998). 

Anschließend erfolgte mindestens eine vollständige Oszillation, bevor die Zellen über einen 

Zeitraum von 24 Stunden mit verschiedenen Chemikalien versetzt wurden (siehe Tabelle 4.1). 

Diese Applikation geschah in einem Abstand von vier Stunden zu Zeitgeber (ZT) 26, 30, 34, 

38, 42 und ZT46 (siehe Abb. 4.1).  

 

 

Neben Chemikalien mit antibiotischen Eigenschaften wie A23187, Antimycin A, Monensin, 

Nigericin, Oligomycin A und TSA wurden auch pharmakologische Substanzen die zur 

Behandlung von humanen psychiatrischen Erkrankungen eingesetzt werden (Chlorgylin, 

Deprenyl HCl, Pargylin und Tranylcypromin), analysiert. Alle die für diese Experimente 

verwendeten Substanzen haben etwas gemein, sie beeinflussen ROS-Level und/ oder 

Autophagie. Nigericin zeigt inhibierende Tendenzen auf  ROS-Level (Schonfeld et al. 2010) 

während sich auch die Monoaminoxidase (MAO) Inhibitoren Chlorgylin, Deprenyl HCl 

(Kochman et al. 2003), Pargylin (Stansley et al. 2013) und Tranylcypromin (Pena-Silva et al. 

2009) hemmend auf die ROS Bildung auswirken. Quercetin (Kim et al. 2014) als auch 

Sirtinol (Albani et al. 2009) wirken sich hingegen induzierend auf die ROS-Level aus.  Im 

Gegensatz dazu werden Oligomycin A (Tettamanti et al. 2006), CCCP (Kwon et al. 2011) und 

 

Abbildung 4.1 Applikationsschema bei der Echtzeit-Biolumineszenzmessung von NIH3T3-Bmal1-
Luc-Zellen 

Die zirkadiane Luciferase-Aktivität des Bmal1-Reporterkonstrukts in stationär kultivierten NIH3T3-
Bmal1-Luc-Zellen (> 105 Zellen/ cm2) nach der Synchronisation bei ZT0. Nach mindestens einer 
vollständigen Oszillation wurden in einem Abstand von vier Stunden (Pfeile) über einen Zeitraum von 24 
Stunden die angegebenen Substanzen (siehe Tab. 1.1) appliziert.  
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Geldanamycin (Mori et al. 2015) Autophagie induzierende, TSA (He et al. 2014), Monensin 

(Choi et al. 2013) und Antimycin A (Ma et al. 2011) Autophagie inhibierende Tendenzen 

zugeschrieben. FK866, ein NAD Inhibitor, induziert die Autophagie, durch die Gabe von 

NAD kann dieser Effekt allerdings wieder revertiert werden (Billington et al. 2008). A23187 

inhibiert die Autophagie durch Interaktion mit dem intrazellulären Calciumspiegel (Gordon et 

al. 1993). Auch physikalischer Stress wie Hitzeschock (Dokladny et al. 2013) oder 

Kälteschock (Neutelings et al. 2013) können die Autophagie beeinflussen. Zudem wurde auch 

ein giftiges Halbmetall untersucht. Arsen (As) und seine Verbindungen werden aufgrund ihrer 

toxischen Eigenschaften häufig in Insektiziden, Pestiziden, Herbiziden, Arzneimitteln und in 

verschiedenen Legierungen verwendet. Nicht nur Arsen, sondern auch seine Verbindungen 

sind von großer Bedeutung, da sie unterschiedliche Toxizitätsniveaus aufweisen (Kumaresan 

et al. 2001). Hauptbestandteile in bisher untersuchten klinischen und umweltmedizinischen 

Proben sind neben einer großen Anzahl von arsenigen Säuren auch Arsenit und Arsenat 

(Henke 2009). Diese Verbindungen weisen unterschiedliche Oxidationsstufen (-III, 0, III, V) 

und entsprechend chemische Komplexität auf. Anorganisches Arsen, welches der 

Stickstofffamilie angehört, existiert hauptsächlich in zwei Redoxzuständen. Zum einen liegt 

es in der reduzierten Form als Arsenit (AsIII) und zum anderen in der oxidierten Form als 

Arsenat (AsV) vor, welche beide für die meisten Organismen toxisch sind (Druwe et al. 2010, 

Koehler et al. 2014). Arsenit ist eine anorganische Verbindung aus dem Bereich des Arsens. 

Es interagiert mit den Sulfhydrylgruppen in den Aminosäuren und kann die Proteinstruktur 

zerstören (Tamaki et al. 1992). Durch die gesteigerte Löslichkeit und Affinität von Arsenit, 

steigert dies potentiell auch seine Toxizität (Frankenberger 2001). Arsenit ist zehnfach 

toxischer als Arsenat und 70mal toxischer als die methylierten Verbindungen (Kumaresan, et 

al. 2001). Trotz der hochtoxischen, Autophagie (Bolt et al. 2010) und ROS (Jiang et al. 2013) 

induzierenden Eigenschaften  von Arsenit konnte bisher keine Interaktion mit der zirkadianen 

Uhr in Säugetieren nachgewiesen werden.  
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Tabelle 4.1: Übersicht der verwendeten Chemikalien, Metabolite und pharmakologischen 

Substanzen 

Substanz Konzentration  Substanz Konzentration 

A23187 7 µM  Monensin 20 µM 

Antimycin A 30 µM  NAD 10 mM 

Arsenit 0,5 – 2 mM  NAM 10 mM 

CCCP 0,7 mM  Nigericin 50 µM 

Chlorgylin 1 mM  Oligomycin  10 µM 

Deprenyl HCl 1 mM  Pargylin 1 mM 

FAD 1 mM  Quercetin 0,1 mM 

FK866 1 nM  Sirtinol 20 µM 

Geldanamycin 0,8 µM  Tranylcypromin 0,1 mM 

KNK437 30 µM  TSA 5 µM 

 

Die Inkubation der Zellen mit den meisten Substanzen hatte keinen Einfluss auf 

Periodenlänge (Abb. 4.2 A) oder die Phase (Abb. 4.2 B). Die Periode und die Phase der 

zirkadianen Uhr zeigten Veränderungen nach der Inkubation der Zellen mit NAM (Periode: 

26,0 h ± 0,2 h, Phase: 1,5 h ± 0,4 h), Tranylcypromin (Periode: 22,7 h ± 0,7 h, Phase: 1,8 h ± 

0,7 h), Arsenit (Periode: 26,0 h ± 0,2 h, Phase: 1,6 h ± 0,2 h), TSA (Periode: 21,9 h ± 0,3 h, 

Phase: 2,6 h ± 0,2 h) und Oligomycin A (Periode: 22,1 h ± 0,4 h, Phase: 2,4 h ± 0,3 h). 

Chlorgylin (Periode: 23,8 h ± 0,1 h) und Pargylin (Periode: 23,6 h ± 0,2 h) zeigten nach der 

Substanzapplikation im Vergleich zur Kontrolle (Periode: 24,5 h ± 0,2 h, Phase: 0,3 h ± 0,02 

h) einen Effekt auf die Periode, alle weiteren Substanzen hatten keinen Einfluss auf die 

Periodenlänge oder die Phase der Zellen (vgl. Abb. 4.2 A und B).   
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Mit allen Substanzen konnte eine veränderte Amplitude nach Zugabe bei ZT38 beobachtet 

werden (Abb. 4.3 A). Während die Behandlung der Zellen mit NAM (108%), Quercetin 

(106%) und Geldanamycin (106%) zu einem Amplitudenanstieg führte, verursachten viele 

Substanzen eine moderate Amplitudenreduktion zwischen 89% (Monensin) und 54% 

(Pargylin) (Übersicht aller Substanzen, siehe Abb. 4.3 A). Deutliche Amplitudenreduktionen 

konnten bei Inkubation mit Arsenit (41%), TSA (40%), Oligomycin A (13%) und Antimycin 

 

Abbildung 4.2: Echtzeit-Biolumineszenz-Analyse der Periode und Phase von NIH3T3-Bmal1-Luc-
Zellen  

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen wurden an Tag null synchronisiert. Nach mindestens einer vollständigen 
Oszillation, wurden in einem Abstand von vier Stunden über einen Zeitraum von 24 Stunden die 
angegebenen Substanzen appliziert. Die Biolumineszenz wurde während eines Zeitraums von 168 Stunden 
gemessen. Analysiert wurden die Veränderungen der (A) Periode [Stunden] und (B) der Phase [Stunden] in 
unabhängigen Replikaten. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test) 
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A (12%) verzeichnet werden. Auch physikalischer Stress wie Hitzeschock oder Kälteschock 

führte zu einem sichtbaren Anstieg der Amplitude (4°C: 128%; 45°C: 112%; Abb. 4.3 B), 

UV-Strahlung dagegen zu einer signifikanten Reduktion (22%; Abb. 4.3 B). Somit kann ein 

direkter Einfluss von unterschiedlichen Substanzen, welche ROS-Level und/ oder Autophagie 

beeinflussen auf die zirkadiane Uhr in Säugetieren nachgewiesen werden.  
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Da es in Phasenverschiebungsexperimenten bei ZT38 zu einer deutlichen 

Amplitudenreduktion mit Arsenit kam (vgl. Abb. 4.3 A, Konzentration von Arsenit 0,5 mM), 

wurden erneut Experimente mit dieser Substanz durchgeführt. Um einen 

 

 

Abbildung 4.3: Echtzeit-Biolumineszenz-Analyse der Amplitude von NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen  

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen wurden an Tag null synchronisiert und anschließend nach mindestens einer 
vollständigen Oszillation, erneut in einem Abstand von vier Stunden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit 
(A) den angegebenen Substanzen behandelt oder (B) einem Temperaturwechsel oder UV-Strahlung 
unterzogen. Die Biolumineszenz wurde in Echtzeit über 168 Stunden gemessen, die Veränderungen der 
Amplitude [%] in unabhängigen Replikaten, normalisiert auf den zugehörigen Wert der unbehandelten 
Kontrolle, analysiert. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test) 
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konzentrationsabhängigen Effekt von Arsenit auf die zirkadiane Uhr zu bestätigen, erfolgten 

Experimente mit Konzentrationen von 0,5, 1 und 2 mM Arsenit zu ZT38 und einem 12 

Stunden versetzten Zeitpunkt, ZT26 (Abb. 4.4). Während die ansteigende 

Arsenitkonzentration bei ZT38 zu einem signifikant verstärkten Effekt auf die zirkadiane Uhr 

führte (0,5 mM: 41%; 1 mM: 34%; 2 mM: 17%; Abb. 4.4 B), war bei ZT26 keine signifikante 

konzentrationsabhängige Veränderung der Amplitude zu verzeichnen (0,5 mM: 106%; 1 mM: 

105%; 2 mM: 107%; Abb. 4.4 A).  

 

 

Aus diesen Analysen wurde deutlich, dass die Substanzen, welche die stärksten 

Amplitudenreduktionen aufweisen, allesamt wichtige Abläufe in der zirkadianen Rhythmik 

oder damit verbundene Vorgänge beeinflussen können. Die hier beobachteten Effekte der 

Autophagie-beeinflussenden Chemikalien auf die zirkadiane Uhr sind zusammenfassend 

jedoch zu gering um von einer starken Wirkung der Autophagie auf den zirkadianen 

Oszillator zu sprechen. Als nächstes sollte daher der Einfluss der zirkadianen Uhr auf die 

Autophagie untersucht werden.  

 

 

Abbildung 4.4: Auswirkungen der Arsenitkonzentrationen auf die Amplitude bei ZT26 und ZT38 von 
NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen nach Phasenverschiebungsexperimenten 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen wurden an Tag null synchronisiert und anschließend wurden nach mindestens 
einer vollständigen Oszillation, erneut in einem Abstand von vier Stunden über einen Zeitraum von 24 
Stunden mit den angegebenen Arsenitkonzentrationen appliziert. Die Biolumineszenz wurde in Echtzeit über 
168 Stunden gemessen, die Veränderungen der Amplitude [%] bei (A) ZT26 und (B) ZT38 in unabhängigen 
Replikaten, normalisiert auf den zugehörigen Wert der unbehandelten Kontrolle, analysiert. *** p<0,0005 
(zweiseitiger T-Test) 
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4.2 Die Korrelation der Autophagie und der zirkadianen Uhr in 

Abhängigkeit vom Zellwachstum  

 

Die ersten Ergebnisse ergaben, dass Substanzen, die ROS- und/ oder Autophagielevel in 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten beeinflussen, teilweise signifikante aber nur schwache 

Auswirkungen auf die zirkadianen Uhr haben. Da diese Effekte weniger ausgeprägt waren, 

wurde entschieden, diese Richtung nicht weiter zu verfolgen. Da die Ergebnisse dennoch 

zeigen, dass Autophagie und der zirkadiane Oszillator in Zusammenhang stehen könnten, 

wurde stattdessen die umgekehrte Fragestellung adressiert, nämlich ob die zirkadiane Uhr ein 

Regulator für Autophagie sein könnte. 

 

 

4.2.1 Ermittlung des Einflusses der Passagenzahl auf die Uhr in immortalisierten 

murinen Fibroblasten  

 

Kontinuierliches Passagieren treibt kultivierte Zellen in die Seneszenz und beeinflusst deren 

Metabolismus. Da derartige Veränderungen die Funktionsweise der zirkadianen Uhr 

beeinflussen könnten, sollte zunächst der Einfluss der Passagenzahl auf die zirkadiane Uhr 

von kultivierten NIH3T3-Zellen untersucht werden. NIH3T3-Bmal1-Luc besitzt ein stabil 

exprimiertes Luziferase-Gen, welches unter der Kontrolle des zirkadian regulierten Bmal1-

Promotors steht (Nagoshi, et al. 2004). Durch Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen kann man 

die Rhythmik der endogenen zirkadianen Uhr dieser Zellen analysieren, da die oszillatorische 

Aktivierung des Luziferase-Gens auch der von Bmal1 entspricht. Dafür wurden die 

Mausfibroblasten für 30 Minuten mit dem Glukokortikoid Dexamethason synchronisiert. Dies 

führt zu einer Neueinstellung der Phase und zu einem gleichmäßigen Oszillieren aller Zellen 

als Gesamtzellkultur (Balsalobre, et al. 1998, Nagoshi, et al. 2004). 
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Die Analysen in Abbildung 4.5 zeigen, dass mit steigender Passagenzahl (p10 – p50) eine 

zunehmende Veränderung der Amplitude der zirkadianen Oszillation der NIH3T3-Zellen 

beobachtet werden konnte. Diese Veränderung wird besonders deutlich im direkten Vergleich 

von p10 und p50; dort konnte eine signifikante Amplitudenreduktion von ca. 70% (p10: 640 ± 

63 Counts/min; p50: 173 ± 29 Counts/min; Abb. 4.5 A) verzeichnet werden. Für die 

Periodenlänge der Zellen aller Passagen konnte keine signifikante Veränderung beobachtet 

werden (p10: 25,1 ± 0,3 h; p50: 24,1 ± 0,2 h; Abb. 4.5 B). Auch die Phase der zirkadianen 

Uhr veränderte sich mit steigenden Passagenzahlen nicht signifikant (p10: 0,3 ± 0,1 h; p50: 

0,3 ± 0,2 h; Abb. 4.5 C).   

Für alle folgenden Experimente wurden NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen bis p20 kultiviert und 

experimentell verwendet, da bis zu dieser Passage keine signifikanten Passagen-abhängigen 

Veränderungen der Uhr beobachtet werden konnten. Mit weiter steigenden Passagenzahlen 

zeigten die Auswirkungen des Passagierens durch den stetig reduzierten Amplitudenlevel 

deutlich ihren Einfluss auf die zirkadiane Uhr. 

 

 

 

Abbildung 4.5: Echtzeit-Biolumineszenz-Analyse von NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen mit steigenden 
Passagenzahlen 

Die Biolumineszenz (Counts/Minute) von synchronisierten NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen wurde in Echtzeit 
über 96 Stunden gemessen. Die Mittelwerte der Veränderungen (A) der Amplitude, (B) der Periode und (C) 
der Phase dreier unabhängiger Replikate (n=3) wurden analysiert. Fehlerbalken stellen SEM dar. * p<0.05 
(zweiseitiger T-Test)  
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4.2.2 Einfluss von Wachstumsstadium und Zelldichte auf die Expression von 

Autophagiegenen und zirkadianen Genen in murinen Fibroblasten  

 

Sowohl die Autophagie als auch die zirkadiane Uhr werden durch den zellulären Stoffwechsel 

beeinflusst. Der Metabolismus wiederum wird von der zirkadianen Uhr reguliert und auch 

Alterungsprozesse wirken sich auf den Stoffwechsel aus. Daher sollte untersucht werden, ob 

die Autophagie und die zirkadiane Uhr abhängig vom Zellwachstum in Korrelation 

zueinander stehen. Da die detektierten Effekte auf die Amplitude durch die Behandlung mit 

den verschiedenen Substanzen, welche auch die Autophagie beeinflussen können, 

hervorgerufen wurden (vgl. Abb. 4.3), wurden für weitere Experimente unbehandelte 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen verwendet. Diese wurden in unterschiedlichen Zelldichten von 

logarithmischen Wachstum bis zur stationären Phase (Wachstumsarrest) untersucht und die 

Proteinlevel von LC3-II (Klionsky, et al. 2012) bestimmt und quantifiziert. Da die Autophagie 

über verschiedene Signalwege, welche auch von der zirkadianen Uhr reguliert werden, vom 

Zellwachstum beeinflusst wird, ist eine mögliche Korrelation beider Prozesse nicht 

auszuschließen.  

 

 

 

 

Abbildung 4.6: Durchflusszytometrische Zellzyklusphasenanalyse und Analyse der zellulären LC3-
II Level in NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen 

(A) Durchflusszytometrische Zellzyklusphasenanalyse NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen und die Darstellung 
der entsprechenden prozentualen Verteilung des DNA-Gehalts der logarithmisch (links, log; 104 Zellen/ 
cm2) und stationär (rechts, 105 Zellen/ cm2) gewachsenen Zellen (n=3) anhand der DAPI Fluoreszenz. (B) 
Analyse der zellulären Level von endogenem LC3-II (anti-LC3B Antikörper) in ansteigenden NIH3T3-
Zellzahlen durch Western Blotting (links) und der Quantifizierung der LC3-II-Proteinlevel anhand der 
Bandenintensitäten (rechts). Das Protein β-ACTIN (anti- β-ACTIN Antikörper) dient als Kontrolle für die 
gleichmäßige Proteinbeladung (n=3). AU: unskalierte Einheit, C: Kontrolle; Fehlerbalken stellen SEM 
dar. *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test) 
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Die durchflusszytometrische Kontrollmessung in Abbildung 4.6 A zeigt, dass sich das 

logarithmische Zellwachstum ab einer Zelldichte von 105 Zellen/ cm2 deutlich reduzierte. 

Dafür wurden Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI inkubiert, welcher an AT-reiche 

Regionen in der DNA bindet, mittels FACS-Messung prozentual ihrer Verteilung des DNA-

Gehalts sortiert und in die Zellzyklusphasen unterteilt. Im Vergleich zu den logarithmisch 

wachsenden Zellen (104 Zellen/ cm2) zeigte fast die gesamte Fibroblastenkultur einen 

Wachstumsarrest in der G0/G1-Phase auf (104 Zellen/ cm2: 71,2%; 105 Zellen/ cm2: 91,7%; 

Abb. 4.6 A). 

Autophagielevel wurden bestimmt, indem die lipidierte Form von LC3-II gemessen und 

relativ zu den Leveln des Kontrollproteins β-Aktin quantifiziert wurde. LC3-II zeigte bei 

Übergang der Kultur von logarithmischem Wachstum (3,7 * 103 Zellen/ cm2) zu Konfluenz 

(120 * 103 Zellen/ cm2) einen parallel zur Zelldichte verlaufenden, signifikanten Anstieg 

seiner Proteinlevel (Abb. 4.6 B).  
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Abbildung 4.7: mRNA Expression von Autophagie- und Uhrgenen in Abhängigkeit vom Zellwachstum 

Analyse der mRNA-Expression der Autophagiegene (A) Ulk1, Map1/Lc3b, Atg7, Ctsl, Cebpβ, Atg14 und 
Atg5 sowie der zirkadianen Uhrgene (B) Per1, Per2, Nr1d1, Bmal1, Cry1 und Cry2 in unterschiedlichen 
NIH3T3-Bmal1-Luc-Zelldichten (n=3), normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-

Aktin und Gapdh. Fehlerbalken stellen SEM dar. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test) 
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Mit dem Übergang von der logarithmischen zur stationären Wachstumsphase konnte neben 

dem Anstieg der LC3-II Proteinlevel auch eine signifikante Hochregulation verschiedener 

Autophagiegene beobachtet werden (Abb. 4.7). Sowohl Gene der Autophagie-Initiation, wie 

Ulk1, als auch Gene, die bei der Autophagosomformation (Atg14), der 

Autophagosomexpansion (Map1/Lc3b und Atg7) und dem Degradationsprozess (Ctsl) 

beteiligt sind, weisen einen signifikanten Expressionsanstieg mit zunehmender Zellzahl auf 

(Abb. 4.7 A). Jedoch zeigten nicht alle gemessenen Autophagiegene einen Anstieg in ihren 

Expressionsleveln. Bei allen untersuchten Zelldichten zeigte Atg5, ein Faktor bei der 

Autophagosomexpansion, keinen Anstieg in seinem Expressionslevel. Zusätzlich wurde die 

Expression von Cebpβ gemessen. Auch hier konnte eine Wachstumsarrest-assoziierte 

Hochregulation beobachtet werden (Abb. 4.7 A). Der Transkriptionsfaktor Cebpβ wird in der 

Leber für die zirkadiane Regulation der Autophagie Genexpression benötigt (Ma et al. 2011) 

und stellt somit in der Leber eine Verbindung zwischen der zirkadianen Uhr und der 

Autophagie dar.  

Um eine potentielle Korrelation zwischen Autophagie und der zirkadianen Uhr in 

Abhängigkeit vom Zellwachstum zu untersuchen, wurde in den gleichen Zellen die mRNA 

Expression der zentralen Uhrgene gemessen. Die mRNA Level einiger Uhrgene des negativen 

Armes der Rückkopplungsschleife, wie Per1, Per2 und Nr1d1, waren beim Übergang in den 

zellulären Wachstumsarrest signifikant erhöht. Die Expression anderer Gene, wie Bmal1, 

Cry1 und Cry2, zeigten keine signifikanten Änderungen auf (Abb. 4.7 B). Dies lässt darauf 

schließen, dass die gemessenen erhöhten mRNA Level der zirkadianen Uhrgene und 

Autophagiegene spezifisch und kein unspezifisches Resultat des Übergangs von 

logarithmischem Wachstum in den Wachstumsarrest darstellen. Schlussfolgernd zeigen die 

Ergebnisse, dass die Autophagie und die zirkadiane Uhr abhängig vom Zellwachstum in 

Korrelation zueinander stehen. 
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4.2.3 UV-Strahlung hat in murinen Fibroblasten einen quantitativen Einfluss auf 

die Autophagie 

 

UVA-Strahlung beeinflusst Fibroblasten und greift in die Hautalterung ein (Naru et al. 2009). 

Da sowohl die autophagischen Prozesse als auch der zirkadiane Oszillator in murinen 

Fibroblasten abhängig vom Zellwachstum in Korrelation zueinander stehen, wurde als 

nächstes untersucht, ob diese Korrelation beider Mechanismen auch nach UV-Behandlung 

gegeben ist.  

Dafür wurden die Zellen erneut, sowohl im logarithmischen als auch im stationärem 

Wachstum befindlich, UV-bestrahlt und der LC3-II Proteinlevel sowie die mRNA Expression 

ausgewählter Autophagiegene gemessen (Abb. 4.8).  
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Auch nach der UV-Bestrahlung von NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen wurde LC3-II auf 

Proteinebene gemessen und quantifiziert. Die Quantifizierung von LC3-II zeigte erneut einen 

signifikanten Anstieg der Autophagielevel von logarithmisch in stationär übergehende Zellen, 

jedoch verlief dieser weniger stark ansteigend (Abb. 4.8 A). Zusätzlich zeigt die Analyse der 

mRNA Expressionen, dass die Gene, die in der frühen Phase der Autophagie, z.B. in der 

Autophagosomexpansion (Map1/Lc3b und Atg7), involviert sind, von der logarithmischen zur 

 

 

Abbildung 4.8: Analyse der zellulären LC3-II Level und mRNA Expression von Autophagie- und 
Uhrgenen in Abhängigkeit vom Zellwachstum nach UV-Bestrahlung 

(A) Analyse der zellulären Level von endogenem LC3-II in unterschiedlichen NIH3T3-Bmal1-Luc-Zelldichten 
(links) und Quantifizierung der LC3-II-Proteinlevel anhand der Bandenintensitäten (rechts) nach UV-
Bestrahlung. Das Protein β-ACTIN dient als Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung (n=3). (B) 
Analyse der mRNA-Expression der Autophagiegene Map1/Lc3b, Atg7, Ctsl, und Atg5 sowie der Uhrgene (C) 
Bmal1 und Per2 in unterschiedlichen NIH3T3-Bmal1-Luc-Zelldichten (n=3), normalisiert auf die Expression 
der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. AU: unskalierte Einheit, C: Kontrolle; Fehlerbalken 
stellen SEM dar. * p<0,05; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test) 



Ergebnisse 

91 
 

stationären Wachstumsphase einen signifikanten Expressionsanstieg aufweisen. Gene, welche 

später im Autophagieprozess an Bedeutung gewinnen, solche die z.B. dem 

Degradationsprozess (Ctsl) zugeordnet sind, zeigen mit zunehmender Zellzahl keinen Anstieg 

in ihren Expressionsmuster (Abb. 4.8 B). Auch Gene, die zuvor keinen signifikanten 

Expressionsanstieg zeigten (Atg5), blieben bezüglich ihrer Expression unter UV-Einfluss 

unverändert. Zudem wurde in den gleichen Zellen die mRNA Expression der zentralen 

Uhrgene gemessen. Die mRNA Level von Per2 waren beim Übergang in den zellulären 

Wachstumsarrest signifikant erhöht während die Expressionslevel von Bmal1 keine 

signifikanten Änderungen aufzeigten (Abb. 4.8 C). Somit zeigt sich, dass UV-Bestrahlung die 

Autophagie quantitativ beeinflussen kann, die gleichzeitige Hochregulierung von 

Autophagiegenen und Uhrgenen beim Übergang in die stationäre Phase bleibt bestehen. 

 

 

4.3 Die Regulation der Autophagielevel durch den zirkadianen Oszillator in 

murinen Fibroblasten  

 

4.3.1 In murinen Fibroblasten unterliegt die Autophagie der zirkadianen 

Kontrolle 

 

Die vorangegangenen Experimente konnten zeigen, dass eine zusammenhängende 

Regulierung der zirkadianen Uhr und der Autophagie besteht. Um zu untersuchen, ob dieser 

Effekt durch eine direkte Regulation der Autophagie durch die zirkadiane Uhr in Fibroblasten 

hervorgerufen wird, wurden im nächsten Schritt die Autophagielevel in konfluenten, zuvor 

mit Dexamethason synchronisierten, NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten bestimmt.  

Die Analyse zeigt, dass neben der rhythmischen Expression der durch den Bmal1-Promotor 

getriebenen Luziferase, auch die Proteinlevel von LC3-II oszillatorische Muster mit einer 

Periodenlänge von etwa 24 Stunden aufweisen (Abb. 4.9 A); diese sind in Phase mit dem 

zirkadianen mRNA-Expressionsmuster des Uhrgens Per2 des negativen Armes der 

Rückkopplungsschleife (Hochpunkt bei 26 Stunden und Tiefpunkt bei 38 Stunden), und 
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antiphasisch zu endogenem Bmal1 (Hochpunkt bei 38 Stunden und Tiefpunkt bei 26 Stunden) 

(Abb. 4.9 B). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.9: Die zirkadianen LC3-II-Proteinlevel und der Einfluss eines siRNA-vermittelten Bmal1 
Knock-downs auf die Autophagie 

Stationär kultivierte NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (> 105 Zellen/ cm2) wurden an Zeitpunkt = 0 synchronisiert. 
(A) Die Bmal1 Reportergen-Aktivität (graue Symbole) wurde in Echtzeit über 72 Stunden gemessen, überlagert 
von den zirkadianen Oszillationen auf der LC3-II-Proteinebene (schwarze Symbole, n=4). (B) Analyse der 
mRNA Expression der zirkadianen Uhrgene Bmal1 (Vierecke) und Per2 (gefüllte Kreise) sowie des 
oszillierenden LC3-II Proteinlevels (offene Kreise) (n=3; Daten normiert auf die Mittelwerte bei 26 Std.). (C-D) 
Die Zellen wurden mit einer Bmal1-spezifischen siRNA (schwarz, siBmal1) oder einer äquivalenten 
Konzentration non-targeting-siRNA (grau, siNt) transfiziert und anschließend synchronisiert (Zeitpunkt = 0 
Std.). (C) Die zirkadiane Luciferase-Aktivität des Bmal1-Reporterkonstrukts nach Transfektion der NIH3T3-
Bmal1-Luc-Zellen mit siRNA gegen Bmal1 (schwarz) oder non-targeting-siRNA (grau). (D) Analyse der LC3-
II Proteinlevel nach Transfektion der NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen mit siRNA gegen Bmal1 oder siNt (links) und 
das zirkadiane Oszillationsmuster der LC3-II-Proteinlevel nach Knock-down von Bmal1 (rechts, siBmal1 
schwarz; siNt grau; n=6), Lc3-II wurde quantifiziert und normalisiert auf die Mittelwerte bei 26 Std. Das 
Protein U2AF65 dient zur Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung. Alle Daten werden als Mittelwert ± 
SEM angegeben, * p<0,05 (zwischen siBmal1 & siNt) (zweiseitiger T-Test).  
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Anschließend wurde Bmal1, ein Mitglied des positiv regulierenden Arms der zirkadianen 

Rückkopplungsschleife, durch siRNA in diesen Zellen herunterreguliert. Als Negativkontrolle 

wurde eine non-targeting-siRNA, die an keine bekannten murinen Genprodukte binden kann, 

verwendet. Durch den siRNA-vermittelten Bmal1 Knock-down sollte auch die rhythmische 

Aktivität der endogenen zirkadianen Uhr dieser Zellen, im Vergleich zu den non-targeting-

siRNA behandelten Zellen, bei Echtzeit-Biolumineszenz-Analysen veränderte Muster 

aufweisen.  

Wie erwartet, zeigten die NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten nach dem Knock-down mit einer 

Bmal1-spezifischen siRNA ein arrhythmisches Oszillationsmuster (Abb. 4.9 C). Die Proben 

wurden zu den gekennzeichneten Zeitpunkten (Abb. 4.9 C Pfeile) während eines Zeitraums 

von 24 Stunden alle vier Stunden gesammelt, um die Proteinmengen von LC3-II nach dem 

siBmal1 Knock-down oder dem siNt Kontroll-Knock-down in einem vollständigen zirkadianen 

Zyklus ermitteln zu können. Das Protein U2AF65 diente als Kontrolle für die gleichmäßige 

Proteinbeladung (Abb. 4.9 D). Durch den Knock-down von Bmal1, oszillieren auch die LC3-

II Proteinlevel nicht mehr (Abb. 4.9 B, vgl. mit Abb. 4.9 D), was darauf hinweist, dass die 

zelluläre zirkadiane Uhr rhythmische Oszillationen der Autophagie in Säugetierfibroblasten 

beeinflussen kann.  

Um abzuklären, ob die Expressionslevel der Autophagiegene die rhythmischen LC3-II 

Proteinlevel wiederspiegeln, wurden im nächsten Schritt die zirkadianen mRNA 

Expressionsmuster von Autophagie assoziierten Genen in konfluenten, synchronisierten 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten untersucht. Im Gegensatz zu dem oszillierenden LC3-II 

Proteinlevel erwiesen sich die mRNA Expressionsniveaus von Map1/Lc3b, Cebpβ, Ulk1 und 

einer Anzahl von weiteren wichtigen Genen, welche im Autophagieprozess involviert sind 

(Atg5, Atg7, Atg14, Atg16L1 und Ctsl), als nicht rhythmisch (Abb. 4.10 A). 

 



Ergebnisse 

94 
 

 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in murinen Fibroblasten der molekulare 

zirkadiane Oszillator die rhythmischen Autophagielevel beeinflusst und dass diese Regulation 

wahrscheinlich eher auf einem posttranskriptionalen /-translationalen Mechanismus als auf 

einem transkriptionalen Vorgang beruht.  

 

 

 

Abbildung 4.10: Zirkadiane Expressionsmuster von Autophagiegenen 

Stationär kultivierte NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (> 105 Zellen/ cm2) wurden an Zeitpunkt = 0 Std. 
synchronisiert. (A) Analyse der mRNA-Expression der Autophagiegene Cebpβ, Ulk1 und Map1/Lc3b (obere 
Reihe), Atg5, Atg7 und Atg14 (mittlere Reihe), Atg16L1 und Ctsl (untere Reihe) in NIH3T3-Bmal1-Luc-
Zellen (n=3), normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. Daten 
angegeben als Mittelwerte ± SEM.  
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4.3.2 Die Expressionslevel der Uhrgene reduzieren die Autophagielevel auf 

Proteinebene  

 

Weitere Untersuchungen sollten klären, ob sowohl die rhythmischen als auch die absoluten 

Autophagielevel durch genetische Knock-downs gegen Uhrgene beeinflusst werden können. 

Zu diesem Zweck wurden Per2, Bmal1 und Nr1d1 in NIH3T3-Fibroblasten durch spezifische 

siRNA (siehe Tabelle 2.3) herunterreguliert und die Auswirkungen auf die Gen- und 

Proteinexpression von Autophagiefaktoren bestimmt. Auch Cebpβ wurde, wegen seiner Rolle 

bei der Regulation der Autophagie in Leber (Ma, et al. 2011), in diese Analyse einbezogen. 

 

 

 

Abbildung 4.11: Einfluss der Knock-downs auf die Expression von Uhrgenen und Cebpβ.  

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (104 Zellen) wurden mit 30 nM siCebpβ, 20nM siPer2, 25nM siBmal1 oder 
30nM siNr1d1 oder der jeweils äquivalenten siNt Konzentration behandelt, 72 Std. inkubiert und Protein 
bzw. RNA Extrakte isoliert (n=4). (A) Analyse der BMAL1 Proteinlevel nach Transfektion der NIH3T3-
Zellen mit siRNA gegen Bmal1 (oben) und RT-PCR Analyse nach Knock-down von Bmal1 (unten). (B) 
Gleiches wie in (A) für PER2 Protein (oben) und Per2 mRNA Level (unten). (C) Analyse der mRNA 
Expression des zirkadianen Uhrgens Nr1d1. (D) Cebpβ mRNA Expressionslevel. Daten werden als 
Mittelwert ± SEM angegeben, ** p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 
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Alle Zielgene konnten mit der spezifischen siRNA um ca. 40% herunterreguliert werden 

(Abb. 4.11 A-D). Deutlich zu beobachten ist auch der signifikant reduzierte LC3-II 

Proteinlevel nach dem Knock-down von Per2 und Nr1d1 (Reduktion um 40-50%, Abb. 4.12 

A) während Bmal1 keine reduzierten LC3-II Proteinlevel aufwies (Abb. 4.12 A). Auch die 

ULK1 Proteinmengen waren nach dem Per2 und dem Nr1d1 Knock-down verringert (40 bzw. 

65% Reduktion, vgl. Abb. 4.12 B). Eine Herunterregulierung von Bmal1 durch siRNA zeigte 

dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinmengen von ULK1. Weiterhin konnten 

bei keinem der Knock-downs wesentliche Veränderungen bei den Ulk1 mRNA 

Expressionsleveln beobachtet werden (Abb. 4.12 C).  

Zudem wurde durch den Knock-down von Cebpβ die Autophagie maßgeblich reduziert (Abb. 

4.12 A), dies weist erneut auf die funktionale Bedeutung dieses Gens bei der Regulierung der 

Autophagie in murinen Fibroblasten hin. Wichtig ist jedoch, dass der Knock-down von Per2, 

Bmal1 oder Nr1d1 nicht die Expressionslevel von Cebpβ mindert (Abb. 4.11 D) und Cebpβ 

im umgekehrten Fall die mRNA Level der zirkadianen Gene auch nicht verringert (Abb. 4.11 

A-C). Des Weiteren wurden die Proteinlevel von p62, einem Protein welches man zur 

Bestimmung des autophagischen Flux verwenden kann (Bjorkoy et al. 2009), bestimmt. 

Während die p62 Proteinlevel nach dem Knock-down von Per2 leicht erhöht waren, zeigte 

sich nach dem Knock-down von Bmal1 eine signifikante Reduktion. Somit zeigt sich, dass der 

Knock-down von spezifischen Uhrgenen die absoluten Autophagielevel reduziert und der 

molekulare zirkadiane Oszillator die Autophagie regulieren kann.  
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Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden neben den Proteinleveln von LC3-II und ULK1 

die Genexpressionslevel einiger Autophagiegene bestimmt. Dabei zeigte sich, dass der 

Knock-down von Bmal1, welcher im Gegensatz zu Per2 und Nr1d1 keinen reduzierenden 

Effekt auf die ULK1 Proteinlevel hatte, die Autophagie möglicherweise durch einen anderen 

Mechanismus regulieren könnte. Erste Anzeichen dafür finden sich in signifikant gestiegenen 

Expressionsleveln von Ctsl und Irgm1. Beides sind Gene, welche mit Autophagie assoziiert 

werden und welche nur bei dem spezifischen Knock-down von Bmal1 hochreguliert werden 

 

 

 

Abbildung 4.12: Einfluss der Knock-downs der Uhrgene auf die Autophagie 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (104 Zellen) wurden mit 30 nM siCebpβ, 20nM siPer2, 25nM siBmal1 oder 
30nM siNr1d1 oder der jeweils äquivalenten siNt Konzentration behandelt, 72 Std. inkubiert und Protein 
bzw. RNA Extrakte isoliert (n=4). (A) Analyse der LC3-II Proteinlevel nach Transfektion der NIH3T3-
Bmal1-Luc-Zellen mit den angegebenen siRNAs (oben) und Quantifizierung des Western Blots, normalisiert 
auf die unbehandelte Kontrolle (unten). (B) Gleiches wie in (A) für ULK1 Protein (oben) und 
Quantifizierung, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle (unten). Die Proteine β-ACTIN und Calnexin 
dienen als Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung. (C) Analyse der Ulk1 mRNA Expressionslevel 
(D) Analyse der p62 Proteinlevel nach Transfektion der NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen mit den angegebenen 
siRNAs. C: unbehandelte Kontrolle; Daten werden als Mittelwert ± SEM angegeben, * p<0,05;  ** p<0,005; 
*** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 



Ergebnisse 

98 
 

(Abb. 4.13 A und B). Bei weiteren, mit der Autophagie assoziierten Genen wie Zkscan3, 

einem transkriptionalem Repressor der Autophagie, oder Tfeb, zeigten die spezifischen 

Knock-downs keine Auswirkungen (Abb. 4.13 C und D). 

 

 

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass spezifische genetische Knock-downs gegen 

die Uhrgene, die absoluten Autophagielevel, auch unabhängig von Cebpβ, beeinflussen 

können. Zudem bieten sie auch eine erste mechanistische Grundlage um Genexpressionslevel 

und Autophagielevel in Zusammenhang zu bringen.  

 

 

 

 

Abbildung 4.13: Expressionsmuster von Autophagie assoziierten Genen nach spezifischen Knock-downs 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (104 Zellen) wurden mit 30 nM siCebpβ, 20nM siPer2, 25nM siBmal1 oder 
30nM siNr1d1 oder der jeweils äquivalenten siNt Konzentration behandelt, 72 Std. inkubiert und RNA 
Extrakte isoliert (n=4). (A) Analyse der mRNA Expression von Ctsl. (B) Irgm1, (C) Zkscan3 und (D) Tfeb 

normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. Daten werden als Mittelwert ± SEM gegeben, * p<0,05; ** 
p<0,005 (zweiseitiger T-Test). 
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4.4 Cryptochrome-Knockout Zellen weisen erhöhte Autophagielevel auf 

 

Um die bisherigen Ergebnisse eines regulierenden Einflusses der zirkadianen Uhr auf die 

Autophagie in Fibroblasten zu bestätigen, wurde im Folgenden der Effekt des zirkadianen 

Oszillators auf die Autophagie in Cry1/2-defizienten embryonalen Mausfibroblasten (mouse 

embryonic fibroblasts, MEFs) untersucht. Übereinstimmend mit bereits publizierten Daten 

(Ishida, et al. 2001), führt das Fehlen von sowohl Cry1 als auch Cry2 zu einem Verlust der 

zirkadianen Genexpression in den stationär gewachsenen und zuvor synchronisierten 

Fibroblasten (Abb. 4.14 A) und zu konstant erhöhten Expressionsniveaus von Per1, Per2 und 

Nr1d1. Während Per1 ein zweifach bzw. Nr1d1 ein dreifach erhöhtes mRNA Level aufwies, 

zeigte Per2 einen 20fachen Anstieg in seinen Expressionsleveln. Im Gegensatz dazu waren 

die mRNA Level von Bmal1 im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zellen signifikant reduziert 

(Abb. 4.14 B und C). 

 

 

Abbildung 4.14: Zirkadiane Expression von Uhrgenen in Wildtyp und Cry1/2-/- MEFs 

WT und Cry1/2
-/- MEFs (> 105 Zellen/ cm2) wurden stationär kultiviert. (A) Analyse der zirkadianen mRNA-

Expression von Bmal1 (Vierecke) und Per2 (Kreise) (n=4) und die (B) Quantifizierung der mRNA Level der 
Cry1/2

-/- MEFs von Bmal1, Per2, Nr1d1 und Per1, normalisiert auf die entsprechenden Werte der jeweiligen 
WT MEFs (n=6), alle Expressionsdaten normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-

Aktin und Gapdh. (C) Western Blot Analyse der PER2-Proteinlevel in WT und CRY1/2-/- MEFs, β-ACTIN 
dient als Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung. Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM, ** 
p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 
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Es ist experimentell möglich, die Autolysosombildung mittels diverser Substanzen, wie z.B. 

Chloroquin oder Bafilomycin A, zu inhibieren. Die Substanzen akkumulieren in den 

Lysosomen, inhibieren die lysosomale H+-ATPase und verhindern somit schlussendlich die 

Ansäuerung des Lysosoms. Der Flux von Autophagosomen bis zur Fusionierung mit dem 

Lysosom stoppt und die Autophagosomen akkumulieren in der Zelle. Dies bietet die 

Möglichkeit anhand des Markers MAP1/LC3 neben den statischen autophagischen Leveln 

auch den autophagischen Flux zu bestimmen. 

In den Cry1/2
-/- Zellen sind neben den zirkadianen Expressionsmustern von Per1, Per2 und 

Nr1d1 zusätzlich sowohl die Autophagielevel zweifach erhöht als auch der autophagische 

Flux, gemessen mit Bafilomycin A als auch mit Chloroquin, signifikant angestiegen (Abb. 

4.15 A). Die beobachteten Effekte auf dem Autophagielevel als auch auf dem autophagischen 

Flux spiegeln sich wiederum nicht in einem Anstieg der mRNA Expressionsrate von 

Map1/Lc3b wieder (Abb. 4.15 B). Zusätzlich wurden die Expressionslevel weiterer, für die 

Autophagie relevanter, Gene gemessen.  

 

 

 

 

 

Abbildung 4.15: Einfluss des Cry1/2
-/-  

Knockouts auf die Autophagielevel 

Wildtyp (WT) und Cry1/2
-/- MEFs (> 105 Zellen/ cm2) wurden stationär kultiviert. (A) Western Blot Analyse (links) 

und Quantifizierung (rechts) der LC3-II Proteinlevel in WT und Cry1/2
-/- MEFs, in Abwesenheit (C=Kontrolle) 

oder Anwesenheit von Bafilomycin A (BAF, 10 nM, 3 Std.) oder Chloroquin (CLQ, 50 µM, 3 Std.), β-ACTIN 
dient als Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung (n=4). (B) Analyse der zirkadianen mRNA-
Expressionslevel von Map1/Lc3b (n=5) normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin 

und Gapdh. AU: unskalierte Einheit, Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM; ** p<0,005; *** p<0,0005 
(zweiseitiger T-Test). 
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Die beobachteten Anstiege der Autophagielevel und des Flux bei den Cry1/2
-/- Zellen gehen 

mit signifikant erhöhten Expressionsniveaus einiger Autophagie assoziierter Gene (Ctsl, 

Irgm1, Ulk1 und Cebpβ) einher (Abb. 4.16 A). Auf andere Autophagiegene, wie Atg7, Atg14, 

Atg16L1 und Atg5, hatte der Cry1/2-Knockout keine Auswirkungen bezüglich ihrer mRNA 

Expressionslevel (Abb. 4.16 A). 

Dieses, bisher in den NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten nicht beobachtete Phänomen, deutet 

darauf hin, dass in den Cry1/2
-/- Fibroblasten auch transkriptionale Mechanismen die 

Autophagie regulieren könnten. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.16: Einfluss des Cry1/2-Knockouts auf die Expression von Autophagie assoziierten Genen 

Wildtyp (WT) und Cry1/2
-/- MEFs (> 105 Zellen/ cm2) wurden stationär kultiviert und RNA Extrakte isoliert. 

(A) Analyse der mRNA-Expressionslevel der dargestellten Gene in Cry1/2
-/- MEFs (n=6) normalisiert auf die 

entsprechenden Werte der jeweiligen WT MEFs (gepunktete Linie), alle Daten normalisiert auf die Expression 
der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM, * p<0,05; ** 
p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 



Ergebnisse 

102 
 

4.5 Der Einfluss des Alterns auf Uhrgene und die Autophagie in humanen 

Fibroblasten 

 

Bereits publizierte Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen den Alterungsprozessen 

und der Autophagie als auch auf den zirkadianen Oszillator hin (Makrides 1983, Kolker, et al. 

2003, Rubinsztein, et al. 2011). Dieser Zusammenhang könnte gerade in Hautzellen von 

großer Relevanz sein, da diese sowohl mit externen Umwelteinflüssen als auch internen 

Stressoren und Zellschäden zurechtkommen müssen und somit besonderen Belastungen 

ausgesetzt sind. Daher wurde im folgenden Abschnitt untersucht, ob sowohl die innere Uhr 

oder bestimmte Funktionen des zirkadianen Oszillators als auch die Autophagie mit 

fortschreitenden Alterungsprozessen in menschlichen humanen primären Fibroblasten gestört 

oder beeinträchtigt sind.  

 

 

4.5.1 In gealterten humanen primären Fibroblasten korreliert eine deregulierte 

zirkadiane Uhr mit reduziertem autophagischen Flux 

 

Zunächst wurde die Funktionsweise der zirkadianen Uhr in synchronisierten stationären 

Fibroblasten analysiert. Alle hier verwendeten humanen Fibroblasten wurden aus Hautproben 

von Spenderinnen im Alter von 20 bis 67 Jahren, entnommen bei kosmetischen chirurgischen 

Eingriffen von der unteren, sonnengeschützten Seite der menschlichen weiblichen Brust 

isoliert; dies schließt gewebe- oder geschlechtsspezifische Effekte bei der Analyse aus. Die 

Isolierung der primären humanen Fibroblasten erfolgte nach bereits veröffentlichten 

Methoden (Tigges, et al. 2013). Die so gewonnenen Primärzellkulturen wurden weit unter 

dem Replikationslimit analysiert, um mögliche, der Seneszenz geschuldete, Einflüsse 

auszuschließen (Lopez-Otin et al. 2013, Tigges et al. 2014). Die Ergebnisse zeigen, dass die 

zirkadiane Uhr sowohl in jungen (21 Jahre) als auch in gealterten (67 Jahre) Fibroblasten ein 

rhythmisches mRNA Expressionsmuster von Bmal1 und antiphasisch dazu eines von Per2 

aufweist (Abb. 4.17 A). Dies zeigt, dass die zirkadiane Uhr selbst im fortgeschrittenen Alter 

rhythmisch oszilliert.  
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Durch bereits publizierte Daten ist bekannt, dass die zirkadiane Uhr transkriptional 

kompensiert ist, das heißt, dass sie auch dann noch Rhythmizität aufweist, wenn die absoluten 

mRNA Level der zirkadianen Gene des positiven und negativen Armes der 

Rückkopplungsschleife stark verändert vorliegen (Dibner et al. 2009). Daher wurden neben 

den rhythmischen mRNA Expressionsmustern (Abb. 4.17) in synchronisierten Zellen auch die 

absoluten mRNA Expressionslevel von einzelnen zirkadianen Genen in unsynchronisierten 

humanen primären Fibroblasten bestimmt (Abb. 4.18 A). Während die Expression von Bmal1 

stark hochreguliert war, zeigten viele Gene des negativen Armes der Rückkopplungsschleife 

in den Zellen von Spenderinnen der Altersgruppe 60-70 Jahre (im Vergleich zu der 

Altersgruppe 20-30 Jahre) eine signifikante Reduktion (Per1, Per2 und Cry2). Gleiches 

wurde auch für Nr1d1 beobachtet, da auch hier das Expressionslevel dieses Gens in den 

gealterten Zellen deutlich herunterreguliert war (Abb. 4.18 A). Die reduzierten mRNA 

Expressionslevel von Per2 bzw. gestiegenen Bmal1 Level spiegeln sich auch auf der 

Proteinebene wieder (Abb. 4.18 B).  

 

 

Abbildung 4.17: Zirkadiane Expression von Uhrgenen in humanen primären Fibroblasten 

 (A) Analyse der zirkadianen mRNA-Expression von Bmal1 (Vierecke) und Per2 (Kreise) der humanen primären 
Fibroblasten der jüngsten (21 Jahre, links) und der ältesten (67 Jahre, rechts) Spenderin der Kohorte, normalisiert 
auf Zeitpunkt CT=26 Std, alle Daten normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin 

und Gapdh. Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM. 
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Neben den Expressionsleveln der Uhrgene wurden auch die LC3-II Proteinlevel in Ab- und 

Anwesenheit des Autolysosominhibitors Chloroquin ermittelt. Dies ermöglicht sowohl die 

Bestimmung der statischen Autophagielevel als auch des autophagischen Flux. Die 

Autophagielevel sind in den humanen primären Fibroblasten der Spenderinnen mit 

fortgeschrittenem Alter deutlich reduziert (Abb. 4.19 A) und stehen signifikant im 

Zusammenhang mit dem Spenderalter (R2 = 0,42; p < 0,0001). Zwischen der jüngsten und der 

ältesten Spenderin konnte eine zehnfache Reduktion beobachtet werden. Diese Tendenzen 

 

 

Abbildung 4.18: Einfluss des Alterungsprozesses auf die Expression von Uhrgenen 

(A) Analyse der mRNA-Expressionslevel der dargestellten Gene in humanen primären Fibroblasten (je fünf 
Probanden) für die Altersgruppen 20-30 Jahre (weiß), 40-50 Jahre (grau) und 60-70 Jahre (schwarz), 
normalisiert auf die entsprechenden Mittelwerte der Altersgruppe 20-30 Jahre, alle Daten normalisiert auf die 
Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. (B) Western Blot Analyse (links) und 
Quantifizierung (rechts) der PER2 und BMAL1 Proteinlevel in je drei jungen (Altersgruppe 20-30 Jahre) und 
alten (Altersgruppe 60-70 Jahre) Probanden, β-ACTIN dient als Kontrolle für die gleichmäßige 
Proteinbeladung. AU: unskalierte Einheit, Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM, * p<0,05; ** p<0,005; *** 
p<0,0005 (Signifikanzen zwischen Altersgruppen 20-30 Jahre und 60-70 Jahre) (zweiseitiger T-Test). 
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decken sich mit bereits publizierten Studien (Zhang et al. 2008). Neben dem Autophagielevel 

zeigen die Ergebnisse der Korrelationsanalyse auch einen sehr starken Zusammenhang 

zwischen dem autophagischen Flux und dem Alter der Probenspenderin (R2 = 0,40; p < 0,01) 

(Abb. 4.19 B). Bezieht man neben den autophagischen Leveln auch die Expressionslevel von 

Per2 und Bmal1 mit in die Korrelationsanalysen ein, ergibt sich eine starke Korrelation 

zwischen dem Alter, der Autophagie (LC3-II Proteinlevel) und der Expression der Uhrgene 

(Verhältnis von Per2/ Bmal1 Expression) (R2 = 0,91, p < 0,0001) (Abb. 4.19 C).  

 

 

Neben den Expressionsleveln der Uhrgene (Abb. 4.18 A) zeigten auch Autophagiegene wie 

Ulk1 (p < 0,05) und Map1/Lc3b (p < 0,0005) eine signifikante Reduktion der mRNA 

Expressionslevel bei steigendem Spenderalter (Abb. 4.20 A) während für Ctsl, Map3k7 oder 

Zkscan3 kein signifikanter Bezug zwischen dem Alter und den Expressionsleveln hergestellt 

werden konnte (Abb. 4.20 A). Die Analyse der Korrelation zwischen den LC3-II Proteinlevel 

und einigen Autophagiegenen  wie Ulk1 (R2 = 0,13), Map1/Lc3b (R2 = 0,04) und Ctsl (R2 = 

0,003) wies eine schwache Korrelation auf (Abb. 4.20 B bis D).  

 

 

Abbildung 4.19: Der Einfluss von Alterungsprozessen auf die zirkadiane Uhr und die Autophagie 

(A) LC3-II Proteinlevel in humanen primären Fibroblasten normalisiert auf die Kontrollwerte einer Vorhaut-
Fibroblasten Zelllinie (n=4). (B) Messung des autophagischen Flux nach Behandlung der Fibroblasten mit 
Chloroquin (50 µM, 3 Std.). Darstellung der linearen Regression (gestrichelte Linie) der isolierten humanen 
primären Fibroblastenkultur (n=4). (C) Korrelationsberechnung des LC3-II Proteinlevel mit dem Per2/ Bmal1 
mRNA Verhältnis (∆Cp/ ∆Cp) der isolierten humanen primären Fibroblastenkultur, alle Daten normiert auf den 
Zeitpunkt CT26. Darstellung der linearen Regression (schwarze Linie) und 95% Abweichung (gestrichelte 
Linie) sowie das Alter jeder einzelnen Spenderin (Zahl neben dem Datenpunkt) (n=3). AU: unskalierte Einheit, 
Daten angegeben als Mittelwerte. 
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Die Korrelationsanalysen der Autophagielevel mit einigen Uhrgenen ergaben einen linearen 

Zusammenhang zwischen dem Alter der Spenderin und den Expressionsleveln von Bmal1 (R2 

= 0,52; p < 0,0001), Per1 (R2 = 0,40; p < 0,001), Per2 (R2 = 0,23; p < 0,01), Nr1d1 (R2 = 

0,24; p < 0,01) und Cry2 (R2 = 0,45; p < 0,0001) (Abb. 4.21 A-E). Die Gene Clock, Cry1, 

Rora und Dbp zeigten dagegen keine signifikante Korrelation zwischen dem Alter und der 

mRNA Expressionsrate (Abb. 4.21 F-I). Daher ist davon auszugehen, dass die veränderten 

Expressionslevel der Uhrgene in gealterten humanen primären Fibroblasten genspezifisch 

sind und keinen allgemeinen Effekt auf die Transkription von Uhrgenen darstellen.  

 

 

Abbildung 4.20: Expression der Autophagiegene und Korrelationsanalysen in Abhängigkeit vom 
Spenderalter  

(A) Analyse der mRNA Expressionslevel einiger Autophagiegene in humanen primären Fibroblasten (je fünf 
Probanden) für die Altersgruppen 20-30 Jahre (weiß), 40-50 Jahre (grau) und 60-70 Jahre (schwarz), 
normalisiert auf die entsprechenden Mittelwerte der Altersgruppe 20-30 Jahre. Daten angegeben als 
Mittelwerte ± SEM, * p<0,05; *** p<0,0005 (Signifikanzen zwischen Altersgruppen 20-30 Jahre und 60-70 
Jahre) (zweiseitiger T-Test) (B-D) Altersabhängige Korrelation einiger Autophagiegene mit dem LC3-II 
Proteinlevel jeder einzelnen humanen primären Fibroblastenkultur, alle Daten normiert auf den Zeitpunkt 
CT26. (B) Ulk1 (C) Map1/Lc3b und (D) Ctsl. Darstellung der linearen Regression (schwarze Linie) und 95% 
Abweichung (gestrichelte Linie) sowie das Alter der Spenderin (Zahl neben dem Datenpunkt) (n=3). AU: 
unskalierte Einheit, NS: nicht signifikant; Daten angegeben als Mittelwerte. Alle mRNA Daten normalisiert 
auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. 



Ergebnisse 

107 
 

 

 

Abbildung 4.21: Korrelationsanalysen der Autophagielevel mit einigen Uhrgenen in Abhängigkeit vom 
Spenderalter 

Altersabhängige Korrelation einiger Uhrgene mit dem LC3-II Proteinlevel jeder einzelnen humanen 
primären Fibroblastenkultur, alle Daten normiert auf den Zeitpunkt CT26. (A) Bmal1 (B) Per1 (C) Per2 (D) 
Nr1d1 (E) Cry2 (F) Clock (G) Cry1 (H) Rora und (I) Dbp. Darstellung der linearen Regression (schwarze 
Linie) und 95% Abweichung (gestrichelte Linie) sowie das Alter der Spenderin (Zahl neben dem 
Datenpunkt) (n=3). AU: unskalierte Einheit, NS: nicht signifikant; Daten angegeben als Mittelwerte. 
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4.5.2 In gealterten humanen primären Fibroblasten erhöht die Überexpression 

eines einzelnen zirkadianen Gens die Autophagie 

 

Ausgehend von den reduzierten Autophagieleveln auf Protein- (Abb. 4.19 A und B) und 

mRNA Ebene (Abb. 4.20 A) in gealterten humanen primären Fibroblasten (Altersgruppe 60-

70 Jahre) und der starken Korrelation zwischen dem Alter, der Autophagie und der 

Expression von Uhrgenen (Abb. 4.19 C) ergibt sich die Frage, ob man in gealterten humanen 

primären Fibroblasten die reduzierten Autophagielevel durch eine Erhöhung der zirkadianen 

Genexpression auf das Niveau junger humaner primärer Fibroblasten wiederherstellen kann.  

Dazu wurden drei humane primäre Fibroblasten Zelllinien von Spenderinnen der 

Altersgruppe 60-70 Jahre transient mit PER2-GFP transfiziert und neben der 

Transfektionseffizienz auch die LC3-II Proteinlevel bestimmt (Abb. 4.22). mRNA Analysen 

zeigten, dass die Transfektion des PER2-GFP Konstrukts effizient war und PER2-GFP in den 

gealterten Fibroblasten deutlich erhöht war (Abb. 4.22 A). Die Fluoreszenz Analyse erbrachte 

außerdem, dass in allen transient transfizierten Ansätzen GFP bzw. PER2-GFP exprimiert 

wurde. GFP lag gleichmäßig im Zytoplasma und Nukleus verteilt vor (Abb. 4.22 C), während 

PER2-GFP eine ungleichmäßige subzelluläre Verteilung zeigte (Abb. 4.22 D). Zusätzlich 

waren auch die gemessenen Autophagielevel fast zweifach erhöht (Abb. 4.22 B).  
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Abbildung 4.22: PER2-GFP Expressionslevel in gealterten humanen primären Fibroblasten 

(A) Analyse der Per2 mRNA Expressionslevel in humanen primären Fibroblasten (je drei Probanden) für die 
Altersgruppe 60-70 Jahre, GFP (weiß) oder PER2-GFP (schwarz) exprimierend, normalisiert auf die 
entsprechenden Mittelwerte der GFP exprimierenden Gruppe. Alle mRNA Daten normalisiert auf die 
Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. (B) Western Blot Analyse (links) und 
Quantifizierung (rechts) der LC3-II Proteinlevel der GFP (weiß) oder PER2-GFP (schwarz) exprimierenden 
humanen primären Fibroblasten (n=3), normalisiert auf die entsprechenden Mittelwerte der GFP 
exprimierenden Gruppe, β-ACTIN dient als Kontrolle für die gleichmäßige Proteinbeladung. (C-D) 
Fluoreszenz Imaging der Fibroblasten der Altersgruppe 60-70 Jahre entweder (C) GFP oder (D) PER2-GFP 
exprimierend. Daten angegeben als Mittelwerte ± SEM, * p<0,05; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 
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Im Gegensatz zu den signifikant reduzierten zirkadianen mRNA Leveln (Altersgruppe 60-70 

Jahre) (Abb. 4.18 A), waren die mRNA Expressionsniveaus der gemessenen Uhrgene (Bmal1, 

Per1, Cry1, Cry2 und Nr1d1) nach der PER2-GFP Überexpression (Abb. 4.23 A) zwar 

erhöht, jedoch nicht signifikant gestiegen. Auch die mRNA Expressionslevel der 

Autophagiegene (Map1/Lc3b, Ulk1, Ctsl und Cebpβ) (Abb. 4.23 B) zeigten, im Vergleich zu 

den  gealterten Fibroblasten (Abb. 4.19 und 4.20), eine steigende Tendenz. Es konnte aber 

keine signifikante Abweichung von der jeweiligen Kontrollprobe ermittelt werden. Sirt1 ist 

nach der Überexpression, im Vergleich zu gealterten untransfizierten Fibroblasten (Kalfalah 

et al. 2014), ebenfalls angestiegen (1,3fach erhöht), aber nicht signifikant. (Abb. 4.23 C). 

 

 

 

 

Abbildung 4.23: Einfluss der PER2-GFP Überexpression auf die Expression von Uhr- und 
Autophagiegenen 

Analyse (A) der Uhrgene, (B) einiger Autophagiegene und (C) Sirt1 in humanen primären Fibroblasten (je 
drei Probanden) für die Altersgruppe 60-70 Jahre, GFP (weiß) oder PER2-GFP (schwarz) exprimierend, 
normalisiert auf die entsprechenden Mittelwerte der GFP exprimierenden Gruppe. Alle mRNA Daten 
normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. Daten angegeben als 
Mittelwerte ± SEM. 
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in den humanen primären Fibroblasten die 

Autophagie im Alter stark reduziert ist und der zirkadiane Oszillator während des 

Alterungsprozesses immer noch rhythmisch ist. Die absoluten, stationären mRNA 

Expressionsmuster einzelner Uhrgene können im fortgeschrittenen Alter jedoch stark 

verändert sein. Zudem korrelieren die Expressionslevel dieser Gene eng mit dem 

autophagischen Level. Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese zirkadianen Genlevel in 

den humanen primären Fibroblasten zu den reduzierten autophagischen Leveln in 

fortgeschrittenem Alter beitragen können. Auch konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, 

die niedrigen Autophagielevel in gealterten humanen primären Fibroblasten durch die 

Erhöhung der Expression eines einzelnen zirkadianen Gens so stark zu beeinflussen, dass die 

Zellen Expressionslevel der jungen humanen primären Fibroblasten aufweisen und somit 

„verjüngt“ werden.  

 

 

4.6 Die metabolische Regulation der Autophagie über die zirkadiane Uhr 

 

4.6.1 Die zirkadiane Uhr reguliert die Autophagie über den AMPK Signalweg  

 

Sowohl die Autophagie als auch die zirkadiane Uhr werden durch metabolische 

Stoffwechselwege beeinflusst und wirken regulierend auf diese ein. Der Metabolismus 

wiederum wirkt sich auf die Autophagie aus. Unter z.B. akutem Nährstoffmangel, wird der 

Organismus nicht mehr mit wichtigen Makromolekülen versorgt, welches einen ersten Schritt 

für die Hochregulierung der Autophagie darstellen könnte. Daraus ergibt sich die Frage, ob 

die Autophagie in murinen Fibroblasten über den AMPK oder den mTor Signalweg induziert 

wird. Durch Hungerbedingungen kann man die Autophagie induzieren, zusätzlich wurden 

beide Signalwege einzeln untersucht.  

Die Behandlung der Zellen mit Compound C, einem AMPK-Inhibitor (Abb. 4.24; vgl. Spur 

2), führte zu einer sichtbaren Reduktion in den LC3-II Proteinlevel und einer Inhibition der 

AMPK Aktivität während die mTor Proteinlevel unverändert blieben (Abb. 4.24; vgl. Spur 1 

und 2). Nach der Behandlung der Zellen mit Rapamycin, einem Makrolid Antibiotikum, 
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(Abb. 4.24; vgl. Spur 3) zeigten sich keine Auswirkungen auf die Autophagielevel und auf die 

pAMPK Level. Deutlich ist jedoch die Reduktion der mTor Proteinlevel im Vergleich zur 

Kontrollbande zu beobachten (Abb. 4.24; vgl. Spur 1 und 3). Unter Hungerbedingungen 

(Abb. 4.24; vgl. Spur 4) konnte in den murinen NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten ein 

deutlicher Anstieg des LC3-II Proteinlevels beobachtet werden (Abb. 4.24; vgl. Spur 1 und 4). 

Sowohl der AMPK als auch der mTor Signalweg sind durch Nährstoffe wie Glukose oder 

Aminosäuren regulier- und beeinflussbar (Dann, et al. 2007), können unter Nährstoffmangel 

parallel durch die Phosphorylierung von AMPK und die Inhibition von mTor aktiviert werden 

und zu einem deutlichen Anstieg der Autophagie führen. Zusätzlich ist daher ein deutlicher 

Anstieg der AMPK Level und eine Reduktion der mTor Proteinlevel sichtbar.  

 

 

Dadurch, dass die Hemmung des mTor Signalweges (durch Rapamycin) keinen Einfluss auf 

die Autophagielevel zeigte (Abb. 4.24; Spur 3) und die Inhibition der AMPK Aktivität (durch 

Compound C) zu einer deutlichen Reduktion der LC3-II Proteinlevel führte (Abb. 4.24; Spur 

2), ist naheliegend, dass der AMPK Signalweg und nicht der mTor Signalweg unter den 

getesteten Bedingungen wichtig für die Regulation der Autophagie ist.  

 

 

 

Abbildung 4.24: Einflüsse des mTor- und des 
AMPK Signalweges auf die autophagischen 
LC3-II Proteinlevel 
 
NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten (> 105 Zellen/ 
cm2) wurden vor der Analyse stationär kultiviert. 
(A) Western Blot Analyse in Abwesenheit (Spur 1, 
Kontrolle) oder Anwesenheit von Compound C 
(Spur 2, 10 µM, 3 Std.), Rapamycin (Spur 3, 1 µM, 
3 Std.) oder in Hungermedium (Spur 4, (-)Glukose, 
(-)Pyruvat und (-)Serum, 3 Std.). Detektion von 
LC3-II, phosphoryliertem AMPK (pAMPK) oder 
pS6K, einer Serin/ Threoninkinase im mTor 
Signalweg. β-ACTIN dient als Kontrolle für die 
gleichmäßige Proteinbeladung (n=3). 
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4.6.2 Per2 verbindet den zirkadianen Oszillator und die Autophagie über den 

AMPK Signalweg  

 

Schon bei den humanen primären Fibroblasten fiel eine der berechneten Korrelationen 

besonders auf: die enge Korrelation zwischen dem Alter, der Autophagie und der Expression 

von Uhrgenen (Verhältnis von Per2/ Bmal1, siehe auch Abb. 4.19 C). Mit Per2 und Bmal1 

stehen zwei Gene im Fokus, welche auch bei den murinen NIH3T3-Fibroblasten von Interesse 

waren. Um den Einfluss dieser Gene auf die Regulierung der Autophagie via des AMPK 

Signalweges zu analysieren, wurden Per2 und Bmal1 in NIH3T3-Fibroblasten durch siRNA 

(siehe Tabelle 2.3) herunterreguliert (Abb. 4.25 A und B) und die Auswirkungen auf den 

Gesamt- und den phosphorylierten AMPK Anteil auf Proteinebene bestimmt. Die 

Gesamtproteinlevel von AMPK waren sowohl in den Zellen die mit siNt transfiziert wurden 

als auch in den NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen mit dem Knock-down gegen Per2 oder Bmal1 

ähnlich (Abb. 4.25 C), jedoch sank der Anteil an phosphoryliertem AMPK durch den Knock-

down gegen Per2 signifikant um fast 50%. Ein Knock-down gegen Bmal1 hingegen hatte 

keinen signifikanten Einfluss auf den Proteinlevel des phosphorylierten AMPKs. Dies deutet 

darauf hin, dass die zirkadiane Uhr den AMPK Signalweg eher über Per2 beeinflusst.  
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Weitere Untersuchungen sollten nun auf mRNA Expressionsebene klären, ob man mit Hilfe 

des Knock-down gegen Per2 klären könnte, ob eine bestimmte Untereinheit der 

heterotrimeren Proteinkinase AMPK für die Interaktion verantwortlich ist. Zu diesem Zweck 

wurde Per2 erneut durch siRNA in NIH3T3-Fibroblasten herunterreguliert und die 

Auswirkungen auf AMPK auf der Genexpressionsebene untersucht. Auch AMPK Kinasen 

wurden, wegen ihrer Rolle bei der Regulation der AMPK Phosphorylierung in diese Analyse 

einbezogen. 

 

 

Abbildung 4.25: Einfluss des Knock-downs von Uhrgenen auf den AMPK Signalweg 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (104 Zellen) wurden mit 20 nM siPer2 oder 25 nM siBmal1 oder der jeweils 
äquivalenten siNt Konzentration behandelt, 72 Stunden inkubiert und Protein bzw. RNA Extrakte isoliert 
(n=3). (A) RT-PCR Analyse der Per2 Expressionslevel nach Knock-down der NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen 
mit siRNA gegen Per2 oder Bmal1, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. (B) Gleiches wie in (A) für 
Bmal1 mRNA Level, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. (C) Western Blot Quantifizierung der 
AMPKα2 (links) und pAMPKα2 (rechts) Proteinlevel nach Transfektion der NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen mit 
den angegebenen siRNAs, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. Alle mRNA Expressionsdaten sind 
normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. Daten werden als 
Mittelwert ± SEM angegeben, ** p<0,005; *** p<0,0005 (zweiseitiger T-Test). 
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Die mRNA Expressionsniveaus von der katalytischen (Prkaα1 und Prkaα2) als auch beiden 

regulatorischen Untereinheiten (Prkaβ1 und Prkaγ1) von AMPK (Abb. 4.26 A) erwiesen sich 

als nicht signifikant reduziert. Und auch die mRNA Expressionsmuster der AMPK Kinasen 

Lkb1, Cab39, Strada und Camkk2 zeigten keine signifikanten Abweichungen von der 

unbehandelten Kontrollprobe (Abb. 4.26 B).  

 

 

Zusammenfassend wird deutlich, dass unter diesen experimentellen Bedingungen der AMPK 

Signalweg bei der Regulation der Autophagie eine wichtige Rolle einnehmen könnte und dass 

die zirkadiane Uhr eher durch Per2 als durch Bmal1 über den AMPK Signalweg mit der 

Autophagie verknüpft wird.   

 

 

Abbildung 4.26: Einfluss des Per2-Knock-downs auf den AMPK Signalweg 

NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen (104 Zellen) wurden mit 20nM siPer2 oder 25nM siBmal1 oder der jeweils 
äquivalenten siNt Konzentration behandelt, 72 Std. inkubiert und RNA Extrakte isoliert (n=7). (A) RT-PCR 
Analyse der Expressionslevel für Prkaα1, Prkaα2, Prkaβ1 und Prkaγ1 nach Knock-down der NIH3T3-Bmal1-
Luc-Zellen mit siRNA gegen Per2, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. (B) Gleiches wie in (A) für 
Lkb1, Cab39, Strada und Camkk2 mRNA Level, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. Alle mRNA 
Expressionsdaten sind normalisiert auf die Expression der drei Housekeeper-Gene Eef1a, β-Aktin und Gapdh. 
Daten werden als Mittelwert ± SEM angegeben. 
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5. Diskussion 

5.1 Die Regulation der zirkadianen Uhr und der Autophagie in 

Fibroblasten 

 

Der Idee der „alternden Uhr“ ist seit etwa 40 Jahren bekannt und wurde erstmalig 1973 von 

dem Australier Arthur Everitt beschrieben (Everitt 1973). Dabei spekulierte er, dass eine oder 

mehrere dieser Uhren im Hypothalamus vorhanden sein könnten. Auch versuchte er, die 

„Neuroendokrine Theorie des Alterns“ des Russen Vladimir Dilman aus dem Jahr 1971 

(Dilman 1971) in seinen Ansätzen zu berücksichtigen und in seine Ideen zu integrieren. 

Sowohl Everitt als auch Dilman hatten die Vermutung, dass Rückkopplungsmechanismen ein 

„genetisches Entwicklungs- und Alterungsprogramm“ steuern würden und der Hypothalamus 

somit eine Art „alternde Uhr“ darstellen würde (Dilman 1971, Everitt 1973). Dass 

Alterungsprozesse nicht nur zahlreiche Aspekte der zirkadianen Rhythmik verändern, sondern 

sowohl auf organischer als auch auf zellulärer Ebene weitere schädliche Auswirkungen 

haben, ist bereits durch zahlreiche Studien bekannt (Wang et al. 2009, Jonker et al. 2013). Im 

Alter weisen zirkadiane Oszillatoren tendenziell niedrigere Amplituden und Phasenvorläufe 

auf. Des Weiteren führen Alterungsprozesse zur Desynchronisation zirkadianer Uhren in 

zahlreichen Geweben und Organen, z.B. in Hirn, Herz oder Leber (Kolker, et al. 2003, 

Hofman, et al. 2006). Wie bereits erwähnt sinkt abhängig vom Alter im SCN die Aktivität des 

Alterungsproteins SIRT1, was zu veränderten Expressionsmustern von Uhrgenen führt 

(Chang et al. 2013). Auch konnte gezeigt werden, dass bei gealterten Menschen die 

rhythmischen Oszillationen der Körpertemperatur und des Hormonspiegels schwächere 

Amplituden aufweisen (Weitzman 1982, Czeisler, et al. 1991). Zusätzlich zu veränderten 

zirkadianen Expressionsleveln sinken mit fortschreitendem Alter auch die Autophagielevel; 

dies geschieht sowohl aufgrund der Deregulation der einzelnen metabolischen und 

hormonellen Regulatoren als auch wichtiger Komponenten des Autophagie Signalweges 

(Dice 1982, Makrides 1983, Rubinsztein, et al. 2011). 

Dennoch ist die Hypothese, dass die beiden Prozesse verbunden sein könnten, noch nicht 

konkret untersucht worden. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, in Fibroblasten eine 

mögliche Regulation der zirkadianen Uhr auf die Autophagie zu identifizieren und zu 

untersuchen ob der fortschreitende Alterungsprozess regulierend auf diese Regulation 
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einwirkt. Um eine erste Verbindung zwischen der Regulation der Autophagie und der 

zirkadianen Uhr herzustellen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Zellwachstum in 

murinen Fibroblasten auf die Expression von Autophagie- und Uhrgenen  analysiert. 

Anschließend wurde sowohl mit murinen Fibroblasten als auch unter Verwendung von Cry1/2 

defizienten Knockout Zellen der Einfluss der zirkadianen Uhr auf rhythmische und absolute 

Autophagielevel untersucht. Besonderes Augenmerk lag auf der Fragestellung, ob der 

fortschreitende Alterungsprozess über eine Regulation der zirkadianen Uhr auf die 

Autophagie einwirken kann. In diesen Experimenten wurde mit humanen primären 

Fibroblasten gezeigt, dass Alterungsprozesse Einfluss auf die zirkadiane Uhr und die 

Autophagie nehmen können und dass dieser Prozess reversibel ist. Darüber hinaus wurden 

mögliche Signalwege und deren regulatorische Rolle auf die Autophagielevel beleuchtet: der 

AMPK und der mTOR Signalweg.  

 

 

5.1.1 Fibroblasten zeigen eine koordinierte Regulation der Autophagie und der 

zirkadianen Genexpression 

 

Zunächst wurde untersucht, ob in Säugetierfibroblasten ein Zusammenhang zwischen der 

zirkadianen Uhr und der Autophagie besteht. Dazu wurde der Effekt unterschiedlicher 

Zelldichten vom logarithmischen Wachstum bis zur stationären Phase in NIH3T3-Bmal1-Luc-

Fibroblasten auf die Autophagielevel sowie Expression von Autophagiegenen und Uhrgenen 

untersucht und verglichen. 

Das Zellwachstum reduzierte sich ab einer Zellzahl von 105 Zellen/ cm2 deutlich, parallel 

führte der Wachstumsarrest zu einem signifikanten Anstieg der Proteinlevel von LC3-II, 

einem etablierten Autophagosomformationsmarker (Klionsky, et al. 2012). Die Analyse der 

mRNA Expressionendaten ergab, dass mit dem Übergang von der logarithmischen zur 

stationären Wachstumsphase neben dem Anstieg der Autophagielevel auch eine signifikante 

Hochregulation von verschiedenen Autophagiegenen beobachtet wurde. Dieser Effekt scheint 

genspezifisch zu sein, da der Anstieg in den mRNA Expressionsleveln nicht bei allen 

gemessenen Autophagiegenen beobachtet werden konnte. Auch die mRNA Level bestimmter 

Uhrgene wie Per1, Per2 und Nr1d1 sind beim Übergang in den zellulären Wachstumsarrest 
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signifikant erhöht. Die beobachteten Ergebnisse lassen darauf schließen, dass in 

Säugetierfibroblasten eine Interaktion bzw. Regulation zwischen diesen beiden Prozessen, der 

Autophagie und dem zirkadianen Oszillator, möglich ist.  

Hinzukommend konnte auch für den Transkriptionsfaktor Cebpβ eine durch Wachstumsarrest 

assoziierte Hochregulation gezeigt werden. Cebpβ wird in der Leber für die zirkadiane 

Regulation der autophagischen Genexpression benötigt (Ma, et al. 2011, Ma et al. 2012). Des 

Weiteren übernimmt Cebpβ eine wichtige Rolle im Zellzyklus (Jakobsen et al. 2013) und der 

Differenzierung von Fibroblasten in Adipozyten (Tang et al. 2003) welche auch von der 

Autophagie moduliert werden kann (Singh et al. 2009). In ihrer physiologischen Umgebung, 

der Haut, wachsen dermale Fibroblasten, ähnlich wie Zellen in Zellkultur, bis zum 

Wachstumsarrest. Dabei versuchen sie die Akkumulation von Zellschäden wie fehlgefaltete 

Proteine oder DNA-Schäden mitunter durch die Autophagie zu vermeiden. Es ist bereits 

bekannt, dass das Zellwachstum die Autophagie über verschiedene Signalwege reguliert 

(Neufeld 2012). Diese Signalwege sind unter anderem mit der Zellzyklusphase oder der 

Nährstoffversorgung über den AMPK und den mTor Signalweg verknüpft (Schieke et al. 

2008, Alers et al. 2012). Beide Signalwege (Cao et al. 2011, Khapre et al. 2014) sowie der 

Zellzyklus (Matsuo et al. 2003) werden auch von der zirkadianen Uhr reguliert. Somit ist ein 

Zusammenhang der Regulation beider Prozesse über z.B. AMPK durchaus möglich.  

Die Haut von Säugetieren ist Umwelteinflüssen, wie z.B. UV-Strahlung, meist in besonderer 

Weise ausgesetzt. Ferner kann sich UV-Strahlung ungünstig auf das Altern der Hautzellen 

auswirken. Beschädigte oder falsch gefaltete Proteine sowie Mitochondrien, die in jungen 

Zellen durch das autophagosomale System beseitigt werden, akkumulieren in gealterten 

Zellen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Übergang in den Wachstumsarrest unter 

UVA-Bestrahlung zu einem schwächeren Anstieg der autophagischen Protein- und mRNA 

Level führt als in unbehandelten Zellen. Mehrere Studien zeigten deckungsgleich mit den hier 

vorliegenden Ergebnissen, dass UVA-Strahlung in Hautzellen Autophagie beeinflussen kann, 

beispielsweise führen durch UVA- und UVB-Strahlung verursachte Hautschäden zu einer 

Aktivierung von AMPK in Hautzellen (Cao, et al. 2008). Des Weiteren ist die Autophagie für 

den Abbau von der durch UV-Stress induzierten Akkumulation von hochmolekularen 

Proteinen und Phospholipiden essentiell (Misovic et al. 2013, Zhao et al. 2013). Auch bei 

Fibroblasten, welche auch zirkadiane Muster zeigen, kann es durch UV-Bestrahlung zu 

Proteinoxidation (Sander et al. 2002) und mitochondrialer Dysfunktion (Krutmann et al. 
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2009) kommen, welche durch autophagische Prozesse geklärt werden (Yen et al. 2008, 

Gaddameedhi, et al. 2011).  

 

 

5.1.2 Die zirkadiane Uhr reguliert die Autophagielevel in Fibroblasten 

 

Die hier gewonnenen Ergebnisse konnten zeigen, dass eine Korrelation bei der Regulation der 

zirkadianen Uhr und der Autophagie besteht. Um den Effekt der Regulation der zirkadianen 

Uhr auf die Autophagie in Fibroblasten näher zu charakterisieren, wurden im nächsten Schritt 

die Autophagielevel in konfluenten, synchronisierten NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten 

untersucht. 

Die Analyse zeigte, dass die Proteinlevel von LC3-II oszillatorische Muster mit einer 

Periodenlänge von etwa 24 Stunden aufwiesen. Diese befinden sich in Phase mit dem 

endogenen mRNA Expressionsmuster von Per2 und sind antiphasisch zu endogenem Bmal1. 

Nach dem Knock-down mit einer Bmal1 siRNA waren die NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten 

arrhythmisch. Außerdem verlieren die oszillierenden Autophagielevel unter den Bmal1 

Knock-down Bedingungen ihre Rhythmizität, was darauf hinweist, dass die zirkadiane Uhr in 

murinen Fibroblasten auf die rhythmischen Oszillationen der Autophagie einwirkt. 

Abweichend zu dem oszillierenden LC3-II Proteinlevel erwiesen sich die mRNA 

Expressionsniveaus von Map1/Lc3b und einigen weiteren, im Autophagieprozess involvierten 

Genen, als nicht rhythmisch. Die hier gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 

rhythmischen Autophagielevel in den synchronisierten NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen von einer 

funktionalen zirkadianen Uhr abhängig sind.  

Weitere Untersuchungen zeigten, dass man durch Knock-downs von Uhrgenen wie Per2 und 

Nr1d1 in NIH3T3-Fibroblasten nicht nur die Rhythmizität der Autophagielevel, sondern auch 

die absoluten Autophagielevel reduzieren kann. Nach dem Knock-down von Per2 oder Nr1d1 

sind die LC3-II Proteinlevel reduziert. Auch sind nach dem Per2 und dem Nr1d1 Knock-down 

signifikant verringerte ULK1 Proteinmengen erkennbar. Die Rolle von Per2 im 

Alterungsprozess konnte schon bei Per2 defizienten Mäusen beobachtet werden. So zeigen 

diese Mäuse eine vorzeitige Grauverfärbung ihres Felles während Per1/2 defiziente Tiere 

neben einem beschleunigten Alterungsprozess auch eine deutlich reduzierte Fruchtbarkeit 
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aufwiesen (Lee 2005), welche wiederum durch die Autophagie positiv beeinflusst werden 

kann (Gawriluk et al. 2011) indem die Autophagie den mütterlichen Organismus nach der 

Befruchtung mit zusätzlichen Aminosäuren aus dem Proteinabbau versorgt (Yamamoto et al. 

2014).  

Eine Herunterregulierung von Bmal1 zeigte im Gegensatz zu den Knock-downs mit Per2 und 

Nr1d1 keinen signifikanten Einfluss auf die LC3-II Proteinlevel. Auch die Proteinmengen 

oder die mRNA Expressionslevel von Ulk1 waren nach dem Bmal1 Knock-down nicht 

verringert. Die Analyse des autophagischen Flux ergab jedoch, dass auch Bmal1 einen 

Einfluss auf die Autophagie hat. Da die Proteinlevel von p62, einem Protein welches man zur 

Bestimmung des autophagischen Flux verwenden kann (Bjorkoy, et al. 2009), nach dem 

Bmal1 Knock-down signifikant reduziert waren, reguliert auch Bmal1 die Autophagie. Bei der 

Bestimmung der Genexpressionslevel von Autophagiegenen zeigte sich, dass Bmal1 die 

Autophagie möglicherweise durch einen anderen Mechanismus als Per2 regulieren könnte. 

Dies deuten auch die signifikant gestiegenen Expressionslevel von Ctsl und Irgm1 an, welche 

nur beim Bmal1 Knock-down zu beobachten sind. Somit könnte die Autophagie, anders als 

beim Per2 oder beim Nr1d1 Knock-down, eher über einen transkriptionalen Mechanismus 

reguliert werden. In Kombination mit der starken Korrelation zwischen dem Alter, der 

Autophagie und der Expression des Uhrgens Bmal1 in den humanen primären Fibroblasten 

weisen diese Ergebnisse auch Bmal1 eine Funktion in der Autophagie in Verbindung mit dem 

Alterungsprozess bei Abwesenheit einer funktionellen zirkadianen Uhr zu. Der Verlust von 

Bmal1 führt, im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen mit dem gleichen genetischen Hintergrund, zu 

einer verkürzten Lebensdauer und einem beschleunigten Alterungsprozess (Kondratov et al. 

2006, Nadon 2006). In diesen vorzeitig alternden Bmal1 defizienten Mäusen konnten neben 

Katarakten, Muskelabbau und kleineren Organen auch Defekte im Haarwachstum 

(Kondratov, et al. 2006), einem Biomarker für die Alterung (Harrison et al. 1988), 

nachgewiesen werden. Der Haarwuchs ist ein Prozess, der in hohem Maße von Fibroblasten 

abhängt. Diese sind sowohl für das Haarwachstum als auch für die Haarfollikelbildung 

verantwortlich (Driskell et al. 2013) und gerade die Haarfollikel können durch Rapamycin, 

einen Inhibitor von mTor und somit Autophagiestimulator, moduliert werden (Castilho et al. 

2009). Zusätzlich weisen die vorzeitig alternden Bmal1 defizienten Mäuse verringerte 

Mengen an subkutanem Fett auf (Kondratov, et al. 2006). Dies könnte auf einen 

Differenzierungsdefekt der Fibroblasten zu Adipozyten hinweisen. Es ist bereits publiziert, 

dass Bmal1, wie Nr1d1 auch, sowohl eine wichtige Rolle im Glukosestoffwechsel als auch bei 

der Lipogenese (Rudic, et al. 2004) und der Differenzierung von Fibroblasten in Adipozyten 
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übernehmen (Chawla et al. 1993, Shimba et al. 2005). Auch die Autophagie moduliert die 

Differenzierung der Adipozyten, hauptsächlich um den Anteil an weißem und braunem Fett 

zu regulieren (Singh, et al. 2009), und wirkt regulierend auf metabolische Stoffwechselwege 

ein (Carroll et al. 2014, Roberts et al. 2014). 

Diese Ergebnisse weisen auch darauf hin, dass Ulk1 auf mRNA- oder Proteinebene in die 

mechanistische Regulation der Autophagie involviert sein könnte. So führte der Knock-down 

von Per2 und Nr1d1 in NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten zu signifikant verringerten ULK1 

Proteinmengen außerdem zeigten sich deutlich reduzierte mRNA Expressionslevel für Ulk1 in 

gealterten humanen primären Fibroblasten. In stationären murinen Fibroblasten und in 

Cry1/2-defizienten MEFs hingegen sind die mRNA Expressionslevel für Ulk1 signifikant 

erhöht. Die Unterschiede in der ULK1 Regulation als auch die unterschiedlichen mRNA 

Expressionslevel spiegeln folglich die zelluläre Antwort auf verschiedene Stimuli wie 

Alterungsprozesse bei den humanen Fibroblasten oder genetischen Knock-downs bzw. 

Knockouts des zirkadianen Oszillators wieder, die transkriptionale sowie posttranslationale 

Antworten zur Folge haben können (Ma et al. 2012). Zum einen könnten diese Ergebnisse auf 

eine direkte Regulation von Ulk1 durch die zirkadiane Uhr hinweisen, welche sich auf die 

Autophagie auswirkt. Zum anderen könnte der zirkadiane Oszillator über die Autophagie die 

Regulation von Ulk1 beeinflussen. Für letzteres Modell sprechen Studien, die besagen, dass 

die ULK1 Proteinmenge durch Phosphorylierung und Ubiquitinierung über den mTor 

Signalweg reguliert wird (Kim et al. 2011, Nazio et al. 2013). Weitere Studien konnten 

zeigen, dass Ulk1 durch die Phosphorylierung von AMPK positiv reguliert wird (Egan et al. 

2011, Shang et al. 2011) und somit eine direkte Interaktion zwischen diesen beiden 

Komponenten besteht (Lee et al. 2010). Dennoch bedarf es weiteren Untersuchungen die 

klären, ob hier eine direkte Regulierung von ULK1 über die Autophagie durch einen 

zirkadian-abhängigen Mechanismus vorliegt. 

Wegen seiner Rolle bei der Regulation der Autophagie in der Leber (Ma, et al. 2011) wurde 

auch Cebpβ in diese Analyse einbezogen. Die Autophagie reduziert sich nach dem Knock-

down von Cebpβ deutlich. Dies zeigt die Wichtigkeit dieses Genes bei der Regulierung der 

Autophagie in murinen Fibroblasten auf. Im Gegensatz zu der Situation in der Leber, reguliert 

die zirkadiane Uhr die Autophagie in Fibroblasten nicht über Cebpβ, da durch den Knock-

down von Per2, Nr1d1 oder Bmal1 die Autophagielevel in den NIH3T3-Bmal1-Luc-Zellen 

auch ohne Einflussnahme auf das mRNA Expressionsniveau von Cebpβ vermindert wurden. 

Dass dennoch auch in einigen der hier ermittelten Ergebnissen die mRNA Expressionsmuster 
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parallel zu den gemessenen Autophagieleveln verlaufen, deutet darauf hin, dass Cebpβ für 

mögliche zelluläre metabolische Veränderungen, welche oft mit einer Induktion oder 

Repression der Autophagie einhergehen, empfindlich ist. Erste Berichte, dass die 

Transkription von Cebpβ durch einen Aminosäuremangel induziert werden kann, unterstützen 

diese These (Thiaville et al. 2008). 

 

 

5.2 Cry1/2-defiziente Zellen haben erhöhte Autophagielevel 

 

Um zu bestätigen, dass die zirkadiane Uhr die Autophagie in Fibroblasten reguliert, wurde 

anschließend der Effekt des zirkadianen Oszillators auf die Autophagie in Cry1/2-defizienten 

MEFs untersucht. Wie bereits publiziert resultiert das Nichtvorhandensein von Cry1 und Cry2 

zu einem Verlust der zirkadianen Genexpression (van der Horst, et al. 1999, Ishida, et al. 

2001). Das Fehlen von Cry1 und Cry2 führt zudem zu konstant erhöhten Expressionsniveaus 

von Per1, Per2 und Nr1d1. Es war bereits bekannt, dass in vitro kultivierte SCN Schnitte von 

unter LL Bedingungen gehaltenen Tieren, rhythmische PER2 Oszillationen zeigen, welche 

den Verlust des zirkadianen Oszillators aufgrund des Cry-Knockouts zumindest zum Teil 

revertieren konnten  (Ono et al. 2013). Die mRNA Level von Bmal1 sind in diesen Zellen im 

Gegensatz dazu signifikant reduziert. Zusätzlich sind sowohl die Autophagielevel als auch der 

autophagische Flux signifikant erhöht. Somit weisen Cry1/2 defiziente MEFs deutlich höhere 

Autophagielevel als Wildtyp MEFs auf. Diese Effekte spiegeln sich nicht in einem Anstieg 

der mRNA Expressionslevel von Map1/Lc3b wieder. Außerdem sind die mRNA 

Expressionsniveaus einiger Autophagie assoziierter Gene in den Cry1/2 Knockout Zellen 

signifikant erhöht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Autophagie in Fibroblasten auch 

durch (post-) transkriptionale Mechanismen reguliert werden kann.  

Schlussfolgernd stützt der Cry1/2 Knockout die Ergebnisse in Bezug auf die Regulation von 

Uhrgenen wie Bmal1, Per1, Per2 und Nr1d1 in den gealterten humanen primären 

Fibroblasten, welche gegenläufig zu den Cry1/2 Knockout Zellen sind. Sowohl der 

autophagische Flux als auch die statischen autophagischen Proteinlevel waren in Cry1/2 

defizienten Zellen, verglichen zu der Reduzierung des autophagischen Flux in gealterten 

humanen primären Fibroblasten, signifikant erhöht und zeigten damit gegenteilige Ergebnisse. 
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Zusammengefasst zeigen sowohl das Cry1/2 Knockout Zellsystem als auch die humanen 

primären Fibroblasten eine positive Korrelation der Expressionslevel von Per1, Per2 und 

Nr1d1 mit dem autophagischen Flux während die mRNA Expressionslevel von Bmal1 negativ 

mit der Autophagie korrelieren.  

 

 

5.3 Alterungsprozesse beeinflussen die Expression von Uhrgenen und die 

Autophagie in humanen primären Fibroblasten  

 

Publizierte Studien konnten sowohl eine Verbindung zwischen Alterungsprozessen und 

Autophagie als auch einen Zusammenhang zwischen dem Alter und der zirkadianen Uhr 

nachweisen (Makrides 1983, Kolker, et al. 2003). In dieser Arbeit wurde in humanen 

primären Fibroblasten untersucht, ob der fortschreitende Alterungsprozess in Zusammenhang 

mit der Regulation der Autophagie durch die zirkadiane Uhr stehen könnte. Gerade in 

Fibroblasten könnte dies von Bedeutung sein, da diese externen Umwelteinflüssen, internen 

Stressoren und Zellschäden ausgesetzt sind. Somit stehen sie unter ständiger hoher Belastung 

und sind auch im Alter auf eine funktionale Autophagiemaschinerie angewiesen.  

Aus diesem Grund lag ein besonderes Augenmerk dieser Arbeit darauf, welche 

Auswirkungen die innere Uhr oder bestimmte Funktionen des zirkadianen Oszillators mit 

fortschreitendem Alter auf die Autophagie in menschlichen humanen primären Fibroblasten 

haben könnten und ob Alterungsprozesse diese Auswirkungen beeinflussen. Versuche in 

humanen primären Fibroblasten wiederlegten die Annahme, dass der Verlust der zellulären 

Rhythmizität in diesen Zellen mit veränderten Autophagieleveln in Zusammenhang steht. Die 

zirkadiane Uhr oszilliert selbst im fortgeschrittenen Alter rhythmisch. Sie kann allerdings, 

auch wenn die absoluten mRNA Level der zirkadianen Gene stark verändert vorliegen, durch 

transkriptionale Kompensationsmechanismen immer noch Rhythmizität aufweisen (Dibner, et 

al. 2009). In unsynchronisierten gealterten humanen primären Fibroblasten sind die absoluten 

mRNA Expressionslevel von Bmal1 stark hochreguliert, parallel dazu zeigten viele Gene des 

negativen und stabilisierenden Armes der Rückkopplungsschleife wie Per1, Per2, Cry2 und 

Nr1d1 in gealterten Zellen eine signifikante Reduktion der Expression. Die reduzierten 

mRNA Expressionslevel spiegeln sich auch auf Proteinebene wieder. Weiterhin konnten enge 
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Korrelationen zwischen Alter und den Expressionsleveln von Bmal1, Per1, Per2, Nr1d1 und 

Cry2 festgestellt werden. Analog zu diesen Ergebnissen, wurde bereits in mehreren Fällen 

von altersbedingter Deregulierung von Uhrgenen berichtet (Weinert et al. 2001, Oishi et al. 

2011, Chang, et al. 2013). Da andere Uhrgene wie Clock, Cry1, Rorα und Dbp unter diesen 

Bedingungen keine signifikante Veränderungen aufwiesen, scheinen die veränderten 

zirkadianen Expressionslevel in gealterten humanen primären Fibroblasten genspezifisch zu 

sein und keinen generellen Effekt auf die Transkription von Uhrgenen widerzuspiegeln.  

Übereinstimmend mit publizierten Daten, stehen sowohl die Autophagielevel als auch der 

autophagische Flux signifikant im Zusammenhang mit dem Spenderalter und sind mit 

fortgeschrittenem Alter deutlich reduziert (Zhang, et al. 2008). Aufgrund der biologischen 

Diversität der einzelnen Proben wiesen die Ergebnisse der hier gezeigten Korrelationsanalyse 

innerhalb der jeweiligen Altersgruppe eine relativ hohe Streuung auf. Da die hier verwendeten 

humanen primären Fibroblasten in situ gealtert sind, können sie im jeweiligen Organismus 

verschiedenen Faktoren wie Stress oder unterschiedlichen metabolischen 

Stoffwechselprozessen ausgesetzt gewesen sein. Externe Einflüsse wie UV-Strahlung wurden 

allerdings ausgeschlossen, da diese Hautproben von der unteren, sonnengeschützten Seite der 

weiblichen Brust isoliert wurden. Nach der Entnahme der Proben kann es während der kurzen 

Kultivierungsdauer in der Zellkultur außerdem zu einer selektiven Proliferation der 

Primärzellen gekommen sein; auch dies könnte die Streuung des Datensatzes erklären. Die 

gemessenen Effekte spiegelten sich schließlich auch in einer Reduktion der mRNA 

Expressionslevel von Autophagiegenen, wie Ulk1 und Map1/Lc3b, bei steigendem 

Spenderalter wieder. Des Weiteren ist Bmal1 in humanen primären Fibroblasten sowohl auf 

Protein- als auch auf mRNA Expressionsebene im Alter signifikant erhöht, während Per2 

deutlich reduzierte Level aufweist. Unterstützt werden diese Ergebnisse durch die Resultate 

der Cry1/2 Knockout Ergebnisse, welche sowohl in Bezug auf die Regulation der Uhrgene 

Bmal1 und Per2 als auch in Bezug auf die Autophagielevel gegenläufig sind. Schlussfolgernd 

ergibt sich unter Berücksichtigung der Autophagielevel und der mRNA Expressionslevel der 

Uhrgene eine starke Korrelation zwischen dem Alter, der Autophagie und den Uhrgenen. 

Daher wurde an diesem Punkt die These aufgestellt, dass diese beiden Uhrgene in den 

gealterten humanen primären Fibroblasten zu den reduzierten autophagischen Leveln 

beitragen.  

Ausgehend von dieser These und den reduzierten Autophagieleveln auf Protein- und mRNA 

Ebene in den gealterten humanen primären Fibroblasten, wurden die reduzierten 
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Autophagielevel in gealterten menschlichen Fibroblasten durch eine Erhöhung der 

zirkadianen Genexpression auf das Niveau junger Zellen wieder hergestellt. Neben der 

bestätigten Transfektionseffizienz mittels mRNA Analyse, zeigte die Mikroskopieanalyse, 

dass eine gleichmäßige GFP-Verteilung im Zytoplasma und im Nukleus vorlag während 

PER2-GFP eine ungleichmäßige subzelluläre Verteilung aufwies. Diese spiegelt eventuell die 

verschiedenen Phosphorylierungszustände und deren Einfluss auf die 

Kernlokalisierungsregulation wieder (Yagita et al. 2000), welche für diese Experimente 

jedoch keine Bedeutung hatten. Die Autophagielevel weisen eine signifikante Erhöhung auf, 

dies spiegelt sich auch in einem leichten Anstieg der mRNA Expressionslevel diverser 

Autophagiegene (Map1/Lc3b, Ulk1, Ctsl) wieder. Das erneute Ansteigen des 

Autophagielevels auf das Level der jungen Fibroblasten nach Hochregulierung von nur einem 

der schwächer exprimierten Gene in den gealterten Fibroblasten, Per2, zeigt, dass die 

zirkadiane Uhr eine zentrale Rolle bei der Regulation der Autophagie in gealterten Zellen, 

insbesondere beim Vorliegen einer Deregulierung von spezifischen Uhrgenen, einnimmt. Es 

wurde bereits mehrfach publiziert, dass PER2 Level im Alter reduziert sind (Sellix et al. 2012, 

Duncan et al. 2013). Daten über Rescue-Experimente sind jedoch kaum vorhanden. 

Vergleichsstudien mit Per2 defizienten Mäusen zeigten, dass Mäuse mittleren Alters 

Reproduktionsdefizite, vergleichbar mit denen der gealterten Wildtypgruppe, aufwiesen 

(Pilorz et al. 2008). Diese Reproduktionsdefizite können durch einen reduzierten 

autophagischen Flux, wie er besonders in den Wildtyp Mäusen vorliegt, ausgelöst werden. 

Gerade dieser ist aber für die richtige Entwicklung und das Überleben des Embryos von 

großer Bedeutung (Tsukamoto et al. 2014, Tsukamoto et al. 2014).  

 

 

5.4 Per2 verbindet die zirkadiane Uhr mit dem AMPK Signalweg  

 

Die Autophagie wird, als Reaktion auf diverse Arten von Stress, hochreguliert. (Klionsky, et 

al. 2013). Ein möglicher Auslöser ist akuter Nährstoffmangel, eine Situation bei der der 

Organismus nicht mehr ausreichend mit wichtigen Makromolekülen versorgt wird. Unter 

Nährstoffmangel können sowohl der AMPK als auch der mTor Signalweg, beide durch 

Nährstoffe wie Glukose oder Aminosäuren regulier- und beeinflussbar (Dann, et al. 2007), 
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durch die Phosphorylierung von AMPK und die Inhibition von mTor aktiviert werden, 

wodurch es zu einem Anstieg der Autophagie kommen kann.  

In murinen NIH3T3-Bmal1-Luc-Fibroblasten konnte unter Nährstoffmangel der Anstieg der 

Autophagie durch die gleichzeitige Inhibition von mTor und der Phosphorylierung von 

AMPK beobachtet werden. Die Inhibition des mTor Signalweges zeigte jedoch keine 

Auswirkungen, während die Inhibition der AMPK Aktivität zu einer sichtbaren Reduktion der 

Autophagielevel führte. Ausgehend von diesen Ergebnissen, scheint der AMPK Signalweg 

unter den hier vorliegenden Bedingungen eine wesentlichere Aufgabe bei der Regulation der 

Autophagie einzunehmen.  

Schon bei den humanen primären Fibroblasten fiel die Korrelation zwischen dem Alter, der 

Autophagie und der Expression der Uhrgene Per2 und Bmal1 auf. In NIH3T3-Bmal1-Luc-

Fibroblasten reduzierte sich der Anteil an phosphoryliertem AMPK nur durch einen siRNA 

Knock-down gegen Per2, im Vergleich zu dem Knock-down gegen Bmal1, signifikant. Dies 

ist ein Indiz dafür, dass die zirkadiane Uhr die Autophagie über den AMPK Signalweg 

reguliert. Im Gegensatz zu den signifikant erhöhten AMPK Proteinleveln, spiegeln sich diese 

Effekte nicht in einer signifikanten Erhöhung der mRNA Expressionslevel der katalytischen 

und der regulatorischen AMPK Untereinheiten wieder. Zusätzlich zeigen auch die 

gemessenen AMPK Kinasen keine signifikanten Veränderungen ihrer mRNA 

Expressionslevel. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Funktion von AMPK über 

posttranslationale Modifikationen oder individuelle Untereinheiten reguliert werden muss. 

Die posttranslationale Regulation von AMPK könnte über ULK1 stattfinden, denn es wurde 

gezeigt, dass ULK1 einen Interaktionspartner für alle Untereinheiten von AMPK darstellt 

(Behrends et al. 2010, Lee, et al. 2010) und dass der ULK1 Komplex durch eine direkte 

Phosphorylierung von AMPK aktiviert wird (Egan, et al. 2011, Kim, et al. 2011). Die 

Ergebnisse des Per2 Knock-downs stützen diese These, auch dort konnte beobachtet werden, 

dass die ULK1 Proteinlevel deutlich reduziert waren während die mRNA Expressionslevel 

unverändert blieben.  

AMPK konnte, neben der Interaktion mit ULK1, weitere regulatorische Funktionen im 

Glukose- und Insulinstoffwechselweg (Dann, et al. 2007, Zhang et al. 2012), bei der 

Phosphorylierung von Lipiden (Watt et al. 2006, Ahmadian et al. 2011) und die Interaktion 

mit der zirkadianen Uhr nachgewiesen werden. Dabei reguliert AMPK die Stabilität von 

CRY1, einem zirkadianen Komponenten des negativen Armes der Rückkopplungsschleife 

(Lamia, et al. 2009). Die durch Phosphorylierung erfolgte Regulierung dieses 
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Oszillatorkomponenten führt zu einer Bindung des im Proteinabbau involvierten F-Box 

Proteins FBXL3 an CRY1 und Ubiquitin-vermittelter Degradation (Godinho, et al. 2007, 

Siepka, et al. 2007). Weiterhin konnte AMPK, durch die Phosphorylierung von CK1ε an 

Serin389, mit der zirkadianen Uhr in Verbindung gebracht werden. Diese Phosphorylierung 

resultiert in einer gesteigerten CK1ε Aktivität und führt zu einem Abbau von PER2 (Um et al. 

2007). Eine Studie mit AMPK defizienten Mäusen zeigte einen weiteren wichtigen Aspekt; 

sie konnte belegen, dass AMPK den zirkadianen Oszillator in verschiedenen Geweben in 

unterschiedlichen Ausmaße beeinflussen konnte (Um et al. 2011).  

Aus den bisher publizierten Ergebnissen wurde geschlossen, dass der AMPK Signalweg eine 

zentrale Schnittstelle zwischen der zirkadianen Uhr und der Autophagie darstellt. Aufgrund 

der vorliegenden Daten kann diese Aussage weiter eingegrenzt werden. Komponenten des 

negativen Armes der Rückkopplungsschleife, insbesondere Per2, verknüpfen die zirkadiane 

Uhr über den AMPK Signalweg mit der Autophagie. Dennoch bedarf es weiteren 

Untersuchungen, da der mechanistische Hintergrund nicht eindeutig geklärt werden konnte.  

 

 

5.5 Ausblick 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigten deutliche Indizien für eine 

regulatorische Funktion der zirkadianen Uhr, insbesondere von Per2, auf die Autophagie. 

Allerdings sollten weitere Experimente folgen, um diese Hypothese zu unterstützen. Zunächst 

wären weitere Experimente im Zusammenhang mit Per2 und der mechanistischen 

Wirkungsweise auf AMPK von Bedeutung. Neben der Untersuchung des 

Phosphorylierungsstatus und der AMPK Kinasen sollten auch die zellulären Level von NAD+/ 

NADH und die Enzymaktivität von NAMPT überprüft werden. Aus Veröffentlichungen ist 

bereits bekannt, dass sowohl NAD+ als auch AMPK rhythmisch oszillieren (Lamia, et al. 

2009, Nakahata, et al. 2009, Ramsey, et al. 2009), daher könnten sie als Verbindungsglied 

zwischen dem zirkadianen und den metabolisch regulierten autophagischen Prozessen 

fungieren (Dann, et al. 2007, Alers, et al. 2012).  
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Ein ferner zu untersuchender Aspekt ist die Rolle von Ulk1, weiteren Komponenten und ihrer 

molekularen Interaktionspartner, bevorzugt im zirkadianen Bereich, und deren regulatorische 

Funktion. Erste vielversprechende Beobachtungen geben Hinweise darauf, dass eine 

Interaktion mit oder über Komponenten der zirkadianen Uhr stattfindet. Letztendlich sollte 

auch die Funktion von BMAL1 im Zusammenhang mit Autophagie und Alterungsprozessen 

ermittelt werden. Diese scheint sich, nach ersten Ergebnissen, deutlich von dem 

regulatorischen Per2 Prozess zu unterscheiden. Auch hier bedarf es weiterer Experimente um 

Interaktionspartner und Schnittstellen zwischen der Autophagie und der zirkadianen Uhr zu 

identifizieren.  
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7. Anhang 

7.1 Vektorkarten 

 

 

 

 

Abbildung 7.1: Vektorkarte des verwendeten pMC3-EGFP-cMYC.H-C-Plasmids für die Überexpression von 
GFP in den humanen primären Fibroblasten 

(A) Das Plasmid pMC3-EGFP-cMYC.H-C wurde freundlicherweise vom Institut Prof. Dr. Boege 
(Universitätsklinikum Düsseldorf, Deutschland) zur Verfügung gestellt und diente als Grundlage für den Vektor 
pMC3-hPer2-EGFP-cMYC.H-C (siehe auch Abb. 7.2).  
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Abbildung 7.2: Vektorkarte des verwendeten pMC3-hPer2-EGFP-cMYC.H-C-Plasmids für die 
Überexpression von PER2-GFP in humanen primären Fibroblasten 

(A) Vektorkarte des neu generierten Plasmids, als Grundlage diente das Plasmid pMC3-EGFP-cMYC.H-
C.  
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