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B Zusammenfassung 

 

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Peptiden identifiziert, die die Eigenschaft 

besitzen, in einem energieunabhängigen und somit nicht endozytotischen Prozess über die 

Zellmembran translozieren zu können. Diese Eigenschaft wird auch als Zellpermeabilität 

bezeichnet. Das Neueste in dieser Gruppe von Peptiden ist eine zwölf Aminosäuren 

umfassende Sequenz aus dem Oberflächenprotein des Hepatitis B Virus, das 1999 

identifiziert werden konnte. Dieses sogenannte Translokationsmotif, TLM, ist in der Lage, 

funktionell aktive Proteine und Peptide über Zellmembranen in das Zytoplasma zu 

transportieren und somit diverse Signalkaskaden modifizieren zu können.  

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PreS2-TLM in der Lage ist, verschiedene 

Bereiche aus der Tetramerisierungsdomäne des Tumorsuppressors p53 in Zellen 

transportieren zu können und dort auf die p53 Lokalisation, dessen Aktivität als 

transkriptioneller Aktivator sowie Initiator des Zellzyklusarrest Einfluss zu nehmen. 

 

Hierbei haben sich für verschiedene Bereiche von p53 unterschiedliche Funktionen ergeben. 

So konnte gezeigt werden, daß ein !-helicales Segment aus der p53 

Tetramerisierungsdomäne, TLM-p53tet!, inhibitorisch auf die zytoplasmatisch-nukleäre 

Translokation im Zuge der p53 Aktivierung wirken kann und somit einer Apoptoseinduktion 

oder einem Zellzyklusarrest entgegen wirkt. Hingegen konnte für ein weiteres Konstrukt, 

TLM-p53tet"!, eine Translokationsinduktion, und damit eine Aktivitätssteigerung von p53 

nachgewiesen werden.  

 

Ob durch diese Fusionspeptide p53 tatsächlich auch in einem solchen Maße stabilisiert und 

aktiviert werden kann, daß Zellen in Apoptose versetzt werden können, ist momentan 

Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
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I Abkürzungsverzeichnis 

A   Absorption 

Ag   Antigen 

Ak, Ab   Antikörper, Antibody 

AS   Aminosäure 

ATP   Adenosin-5-triphosphat 

Bisacrylamid N,N'-Methylenbisacrylamid 

Bp   Basenpaare 

BSA   Bovines Serum-Albumin 

CIP   Alkalische Phosphatase 

CMV   Cytomegalovirus 

C-Terminus  Carboxyterminus 

CTP   Cytidin-5'-triphosphat 

Da   Dalton 

DAPI   4',6'-diamidino-2-phenylindole 

hydrochloride 

dATP   Deoxyadenosintriphosphat 

dCTP   Deoxycytidintriphosphat 

ddNTP   Didesoxybukleotidtriphosphat 

dGTP   Deoxyguanosintriphosphat 

DMEM   DULBECCOs Modified 

EAGLE Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonucleic Acid 

dNTP   Desoxyribonukleosid-5'- 

triphosphat 

DTT   Dithiothreitol 

dTTP   Deoxythymidintriphosphat 

E. coli   Escherichia coli 

ECL   Enhanced Chemoluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

FCS, FKS  Fötales Kälberserum 

FLUOS  Fluosrescein 

FPLC  Fluid Protein Liquid 

Chromatographie 

g   Gravitation, Erdbeschleunigung 

GFP   Grün fluoreszierendes Protein 

 

GTP   Guanosin-5'-triphosphat 

HBc   Hepatitis B Core Protein 

HBs   Hepatitis B Surface Protein 

HBV   Hepatitis B Virus 

HEPES   N'-2-Hydroxyethylpiperazin- 

2-ethansulfonsäure 

HPLC high pressure liqiud 

chromatography 

IgG   Immunglobulin-G 

IPTG   Isopropyl-beta- 

Dithiogalactopyranosid 

J  Joule 

LB-Medium  Luria-Bertani-Medium 

LHBs   Large Heptaitis B Surface Protein 

MCS   Multiple Cloning Side 

MHBs   Middle Hepatitis B Surface Protein 

M   molarität 

min   Minuten 

MOPS   3-N-(Morpholino)-propansulfon- 

säure 

mAB   monoklonaler Antikörper 

mRNA   Boten (messanger )-

Ribonukleinsäure 

nm   Nanometer 

NP-40   Nonidet P-40 

N-Terminus  Aminoterminus 

NTP   Ribonukleosid-5'-Triphosphat 

p53  Phosphoprotein 53 

PAGE   Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

PBMC  PBS Phasphat buffered Saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PEG   Polyethylenglycol 

Pi   anorganisches Phosphat 

PKC   Proteinkinase C 

PMSF   Phenymethylsulfonylfluorid 

Pol   Polymerase 

PVDF   Polyvinylendifluorid 
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RNA   Ribonukleinsäure 

rpm   rotations per minute 

rRNA   ribosomale Ribonukleinsäure 

RT   Raumtemperatur 

SDS   Sodiumdodecylsulfat 

SHBs   Small Hepatitis B Surface Protein 

TEMED  N,N,N',N'-

Tetramethylethylendiamin 

TLM   Translokationsmotiv 

Tris   Tris(hydroxymethyl)amino-Methan 

TBS   Tris gepufferte Saline 

tRNA   Transfer Ribonukleinsäure 

U   Unit, Einheit enzymatischer 

Aktivität 

UV   Ultraviolett 

V   Volt 

v/v   volume per volume, 

Volumenprozent 

w/v   weight per volume, 

Gewichtsprozent 

WT Wildtyp 
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C Einleitung 

 

1. Zellpermeable Peptide 

 

1.1. Membranen in der Organisation des Lebens 

 

Eine Kompartimentierung ist unablässig für die Entstehung und Aufrechterhaltung von 

biologischen und physiologischen Prozessen. Die Zelle erreicht dies über die Bildung von 

Membranen, die sie nicht nur von ihrer Umwelt und möglichen toxischen Substanzen trennt, 

sondern die es ihr gleichzeitig ermöglichen, definierte Zellorganellen wie Zellkern oder 

Mitochondrien für spezifische Prozesse abzugrenzen. Der Transport von Substanzen über 

diese Membranen ist hochorganisiert und hochselektiv. Außer H2O und Steroidhormonen 

oder lipophilen Substanzen kann nichts über diese natürliche Grenze gelangen, und ein 

Stofftransport erfordert in der Regel energie- und/oder rezeptorabhängige Prozesse. So 

werden für Ionen beispielsweise Kanäle oder Pumpen, für größere Moleküle Poren oder 

sogar Rezeptoren verwandt.  

Bei der rezeptorvermittelten Endozytose wird in einem ATP–abhängigen Prozess der 

Bindungspartner mit seinem Rezeptor nach Membraneinstülpung internalisiert. Diese 

Rezeptorinternalisierung ist ein Clathrin–vermittelter Vorgang, wobei Clathrin auf der 

Außenseite der Vesikel einen stablien Käfig bildet. Im weiteren Verlauf verschmelzen die 

Vesikel mit den primären Lysosomen. Die Senkung des pH–Wertes löst die Interaktion mit 

Rezeptor und Ligand, der Rezeptor kann recycelt werden und sein Ligand degradiert 

(Smythe and Warren, 1991). 

Zusammenfassend lassen sich folgende Charakteristika der rezeptorvermittelten Endozytose 

festhalten: hohe Selektivität durch Rezeptoren, Energieabhängigkeit durch ATP und 

Sättigbarkeit durch eine begrenzte Anzahl von Rezeptoren. 
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1.2. Zellpermeable Peptide 

 

In den letzten Jahren konnten einige Proteine beschrieben werden, die die ungewöhnliche 

Eigenschaft der Zellpermeabilität besitzen. Nähere Analysen haben innerhalb dieser Proteine 

Peptidsequenzen identifiziert, die diese Eigenschaft vermitteln. Diese Peptide sind teils 

viralen oder eukaryontischen Ursprungs, teils wurden sie synthetisch entsprechend ihrer 

Struktur–Funktionsbeziehung generiert. In Tab. 1 sind exemplarisch einige Peptide 

dargestellt. 

 

Ursprung Peptid Autor 

viral HSV–VP22 

HIV–Tat 

PreS2-TLM (HBV) 

(Elliott and O`Hare, 1997)[ 

(Vivés and al., 1997)  

(Oess and al., 2000) 

eukaryontisch 3. Helix der Antennapedia Homöodomäne                               
 

Penetratin 

h–Region des Kaposi–FGF 

Transportan 

Buforin II 

(Derossi and al., 1994; Lakin and 
al., 1999; Langley et al., 2002) 

(Derossi and al., 1998) 

(Rojas and al., 1996) 

(Pooga et al., 1998) 

(Park et al., 2000) 

synthetisch 

 

!–helicales Modellpeptid 

Signal–Sequenz basierte Peptide 

Transduktions–Peptid 

argininreiche Peptide  

(Oehlke and al., 1998) 

(Morris and al., 1997) 

(Ho and al., 2001) 

(Futaki and al, 2001) 
 
 

Tab. 1: Synopsis zellpermeabler Peptide nach ihrem Ursprug 

HSV: Herpes–Simplex–Virus; HIV: human–immundeficiency–virus; PreS2–TLM:PreS2–Translokationsmotiv; Kaposi–

FGF: Kaposi–Fibroblasten Wachstumsfaktor 
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1.2.1. Helix der Antennapedia-Homöobox 

 

Homöobox–Proteine sind transkriptionell aktive Proteine, die erstmalig in Drosophila 

melanogaster beschrieben wurden. Sie spielen eine essentielle Rolle in der Morphogenese 

und Entwicklung von Organen und Körpersegmenten. Strukturell bildet das Homöobox–

Protein eine 60 Aminosäuren lange DNA-bindende Domäne aus drei !–Helices und einem 

"–Turn zwischen Helix 2 und Helix 3. Phylogenetisch sind diese drei Helices über die 

Speziesgrenzen hinweg hochkonserviert, wobei die dritte Helix die größte 

Sequenzhomologie aufweist. Sie fungiert als Bindestelle an einem TAAT–Motiv in der großen 

Furche der DNA und hierüber als transkriptioneller Aktivator. 

Derossi et al. beschrieben 1994, daß diese 16 Aminosäuren umfassende Helix eine 

amphiphile Struktur ausbildet und in Zellen internalisiert. Diese Internalisierung konnte 

sowohl bei 37°C als auch bei 4°C beobachtet werden, woraus geschlossen wurde, daß der 

diesem Prozeß zugrunde liegende Mechanismus energieunabhängig sein muß (Derossi and 

al., 1996). Die internalisierten Peptide zeigten ein in der gesamten Zelle gleichmäßiges 

Verteilungsmuster ohne Anhalt für Degradation, was auf einen Endozytose–unabhängigen 

Mechanismus hinweist. Mutationsanalysen haben gezeigt, daß die Eigenschaft der 

Zellpermeabilität nicht abhängig von der helicalen Struktur von pAntp ist, wohl aber die 

Fähigkeit zur Ausbildung von pAntp–Dimeren die Zellpermeabilität bedingt. Gleichzeitig 

führen die Punktmutationen W48F und W56F zu einem Verlust der Zellpermeabilität (Drin 

and al., 2001). In einem Modell inserieren die Indolreste der Tryptophane in die 

Zellmembran und induzieren die Bildung von invertierten Mizellen. Außerdem spielen 

Interaktionen mit negativ geladenen Membranbestandteilen wie Phospholipiden, 

Gangliosiden, Glycosamingylykanen und Polysialinsäure eine Rolle bei der Internalisierung (Du 

and al., 1998). 
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1.2.2. Penetratine  

 

Durch Inversion der Primärstruktur von pAntp und Verwendung von D–Aminosäuren konnten 

Derossi et al. struktur– und funktionverwandte Peptide synthetisch herstellen, die ebenso wie 

pAntp die Eigenschaft der Zellpermeabilität besitzen (Derossi and al., 1998; Xie et al., 2001). 

Durch den invertierten Aufbau aus D-Aminosäuren wird zudem eine erhöhte Resistenz 

gegen zelluläre Proteasen und damit gegen einen proteolytischen Abbau dieser Peptide 

erreicht, was sie aus Sicht der Autoren zu einem idealen Werkzeug als Transportsystem 

polarer Moleküle über die Zellmembran macht.  

 

 

1.2.3. HIV-Tat-Protein 

 

Der Transkriptions-aktivierende-Faktor des HI-Virus konnte 1997 als zellpermeables Protein 

identifiziert werden. (Li et al., 2000; Vivés and al., 1997; Xie et al., 2001) Normalerweise 

steuert es die Replikationsgeschwindigkeit von HIV, und muß somit, um optimal aktivieren zu 

können, im Nucleus der infizierten Zelle lokalisiert sein. Die Translokationsfähigkeit wurde 

einer basischen Region (aa48-60) des Tat-Proteins zugeschrieben. Diese bildet anders als 

pAntp keine helikale Struktur aus, sondern scheint aufgrund relativ starker, intramolekularer, 

elektrostatischer Abstoßungen keine bevorzugte Struktur einzunehmen. Durch den Zusatz 

von negativ geladenem Heparin oder Dextransulfaten konnte die Internalisierungsrate 

außerdem weiter gesenkt werden, woraus sich eine Interaktion der basischen Aminosäuren 

mit negativ geladenen Membranbestandteilen herleiten lässt. Außerdem wird ein Teil des 

Tat endozytotisch aufgenommen. Für das Tat-Protein sind inzwischen über zehn 

Anwendungen sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben, welche die energieunabhängige 

Internalisation klar belegen, so z.B für RNAse A oder p27KIP1 (Nagahra and al., 1998). Ein 

zusätzliches NLS (nuclear localization sequence) im N–terminalen Bereich des HIV–Tat führt 

außerdem zu einer Anreicherung im Kern und damit zu einer limitierten Rückverteilung 

internalisierten HIV–Tat (Vivés and al., 1997). Neuere Arbeiten von Vivès zeigen allerdings 

ebenso eine endozytotische Aufnahme von HIV-Tat über eine Interaktion mit Heparin (Vives 

et al., 2003). 
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1.2.4. VP22 

 

VP22 ist ein 38 kDa schweres Strukturprotein aus dem Tegument zwischen Nucleokapsid und 

Hülle des Herpes–Simplex–Virus Typ 1. Es scheint im Replikationszyklus des HS–Virus 

beteiligt zu sein und gilt als Interaktionspartner mit der Kernmatrix (Aints and al., 1999). 

Eine spezifische, zellpermeabilitätsvermittelnde Sequenz konnte bisher nicht identifiziert 

werden, doch führt die Deletion einer prolin–und argininreichen Sequenz im C–Terminus 

des VP22 zu einem Verlust der Transduktionsfähigkeit. Außerdem scheint die Interaktion des 

VP22 mit dem Aktin–Zytoskelett für die Ausbreitung des VP22 von Bedeutung zu sein. Auch 

im Fall des VP22 gilt die Energieunaabhängigkeit, da es effizient bei 4°C transloziert (Elliott 

and O`Hare, 1997). 

Vor allem Versuche mit einem GFP–VP22–Fusionsprotein konnten die Effizienz dieses 

Systems für den intrazellulären Transport von Makromolekülen demonstrieren (Elliott and 

O`Hare, 1999). So wurden nicht nur GFP, sondern auch ein Thymidinkinase–Prodrug–

aktivierendes Enzym (Dilber and al., 1999) und p53 (Phelan and al., 1998) erfolgreich über 

Zellmembranen in das Zytoplasma transportiert. 

 

 

1.2.5. Transportan 

 

Transportan ist ein 27 Aminosäuren langes, chimäres Fusionspeptid. N–terminal besteht es 

aus einem zwölf Aminosäuren langen Anteil des Neuropeptids Galanin und C–terminal aus 

dem Schlangengiftbestandteil Mastoparan, die über die Aminosäure Lysin miteinander 

verknüpft sind (Pooga and al., 1998b). Der Galaninanteil ist ein agonistischer Rezeptorligand 

an Neuronen. Mastoparan besitzt Gs–Protein–aktivierende Eigenschaften. Pooga et al. konnten 

belegen, daß auch Transportan energieunabhängig in Zellen transloziert, es aber im 

Gegensatz zum VP22 nicht mit Zytoskelettbestandteilen interagiert. Es ist gleichmäßig über 

das Zyto– und Nucleoplasma verteilt, wobei es sich an membranösen Strukturen anzureichern 

scheint (Pooga and al., 1998a). 
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1.2.6. h–Region des Kaposi–FGF 

 

Die hydrophobe (h–)Region des Kaposi–FGF konnte von Rojas et al. als zellpermeabel 

identifiziert werden (Rojas and al., 1996). Aus dieser Region leitet sich eine Vielzahl von 

„model amphipathic peptides, „MAP“ Peptiden ab, von denen eines in seiner Primärstruktur 

in Tab. 2 dargestellt ist. Es wird angenommen, daß die Internalisierung durch eine starke 

hydrophobe Interaktion des K–FGF mit den Lipiden der Zellmembran vermittelt wird. 

 

1.2.7. Buforin II 

 

Das im Magen der in Asien vorkommenden Kröte Bufo Bufo gargarizans Peptid wurde 2000 

als zellpermeables Peptid identifiziert (Park et al., 2000). Auch hier spielt eine !-helicale, 

prolinreiche Region im Buforin die entscheidende Rolle bezüglich der Zellpermeabilität. 

Nach Mutation dieser prolinreichen Sequenz ist die Translokation über die Zellmembran 

nicht mehr möglich, auch hier scheint die Struktur-Funktions-Beziehung !-

Helix/Zellpermeabilität Bestätigung zu finden. 

 

 

1.2.8. PreS2–TLM aus HBV 

 

Innerhalb der PreS2–Region des HBV konnte von Stefanie Oeß ein 

zellpermeabilitätvermittelndes Motiv identifiziert werden (Oess and al., 2000). Wie oben 

erwähnt, ist die PreS2–Region struktureller Bestandteil des MHBs und LHBs des Hepatitis–B–

Virus, wobei es erst nach proteolytischem Verdau auf der Oberfläche intakter Viren 

präsentiert wird. Ursprünglich als Negativkontrolle im Rahmen eines Versuchs mit pAntp–

gekoppeltem PreS, bei dem dessen Rolle als transkriptioneller Aktivator untersucht werden 

sollte, verwandt, fiel auf, daß sowohl das PreS alleine wie auch das pAntp-PreS in Zellen 

internalisieren. Wie für das pAntp-PreS war diese Translokation auch für das PreS 

energieunabhängig, erfolgte bei 4°C und war nicht zellspezifisch, da sich sowohl in 293–, 

HepG2– und Kalluszellkulturen von Lupinus albus eine suffiziente und schnelle Translokation 

fand (Oess, 2000). 
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Ausgehend von der Überlegung, daß wie im pAntp eine !–Helix diese Eigenschaft 

vermittelt, (Berlose, 1996) konnte im PreS2 ein Bereich im N–Terminus mit eben einer 

solchen Struktur identifiziert und durch CD–spektroskopische Untersuchungen bestätigt 

werden. So bilden die Aminosäuren 41 bis 52 eine solche !–helicale, amphiphatische 

Struktur (Abb. 1). 

 

Die Abhängigkeit der Zellpermeabilität von der Sekundärstruktur konnte durch eine 3S–

Mutante belegt werden, da diese nicht mehr in der Lage war, durch Zellmembranen in das 

Innere zu translozieren. Diese sollen, ähnlich wie pAntp auch, unter nativen wie 

denaturierenden Bedingungen Di– und Tetramere ausbilden (Oess and al., 2000). 

Mithilfe des PreS2–TLM konnten bisher Grb2 als ein Bindungspartner des TNFR identifiziert 

werden (Hildt and al., 1999). Versuche, eine zellpermeable Cytosindeaminase zur 

verbesserten Chemotherapie tumoröser Zellen zu entwickeln, waren in vitro erfolgreich 

(Hillemann et al., 2005). Ausgehend von gentechnisch hergestellten, zellpermeablen Core–

Partikeln aufbauend auf dem HBV konnte gezeigt werden, daß diese Partikel in der Lage 

sind, DNA in einem energieunabhängigen Prozeß in Zellen zu transfizieren (Brandenburg and 

al., 2001; Brandenburg et al., 2005). Ebenso konnten für eine zellpermeable Variante des Hbx, 

TLM-Hbx, oncogen Eigenschaften belegt werden (Hafner et al., 2003) 

In neuesten Arbeiten konnte die Bedeutung des PreS2-TLM für die Infektion des Hepatitis B 

Virus belegt werden. Nach der, durch einen bisher unbekannten Rezeptor vermittelten 

Endozytose, werden die virushaltigen Endosomen mit zellulären Lysosomen verschmolzen 

!

Abb. 1: 
Computersimulierte Darstellung des 
PreS2-TLM; hydrophobe Amino-säuren 
sind in blau, hydrophile in rot dargestellt, 
grün-gestrichelt die intramolekularen H-
Brücken. Aus dieser Darstellung wird die 
entsprechende Anordnung der Amino-
säureseitenketten gut ersichtlich. 
 
Primärsequenz: 
PLSSIFSRIGDP 
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und die Oberflächenproteine LHBs proteolytisch gespalten. Hierbei kommt es zu einer 

Freilegung des PreS2-TLM an die Virusoberfläche. Diese sind nun in der Lage, aus dem 

Lysosom in das Zytoplasma in einem energieunabhängigen Prozess zu entweichen. 

Modifizierte Viren, bei denen die PreS2-Domäne in eine nicht zellpermeable mutiert wurde, 

lassen sich im Zytoplasma von infizierten Hepatozyten nicht nachweisen (Stoeckl et al., 2006). 

 

 

1.3. Internalisationsmechanismus 

 

Aus den oben aufgeführten Peptiden und den strukturellen Gegebenheiten lassen sich drei 

mögliche Prinzipien des Internalisationsmechanismus direkt ableiten.  

Erstes Prinzip ist eine amphiphatische, !–helicale Sekundärstruktur, bei der sich hydrophile 

und hydrophobe Aminosäuren auf je einer Seite entlang der Längsachse der Helix des 

Peptides ausrichten (Fischer and al., 2000). Auf diese Weise wird eine, auch unter 

denaturierenden Bedingungen stabile Di–, Tetra– oder sogar Multimerisierung der Peptide 

vermittelt. Diese gilt als Grundvoraussetzung für die Bildung einer Pore in der Zellmembran. 

Es wird angenommen, daß anfusionierte Makromoleküle wie andere Peptide, Proteine oder 

Nukleinsäuren in dieser Pore über die Zellmembran geschleust werden.  

Als zweites Prinzip gilt eine hohe Hydrophobizität, die eine gute Interaktion mit Lipiden der 

Zellmembran ermöglicht, und kationisch geladenen Seitenketten der Peptide, die eine 

elektrostatische Interaktion mit negativ geladenen Phospholipiden der Zellmembran 

ausbilden. In der Folge kommt es zur Ausbildung invertierter Micellen, in deren Inneren 

hydrophile Moleküle über die Zellmembran ins Zytoplasma translozieren können. Inwieweit 

eine Helix zur Ausbildung von Di– oder Multimeren bei der Ausbildung invertierter Mizellen 

strukturell notwendig ist, ist nicht sicher geklärt (Joliot and Prochiantz, 2004; Magzoub and al., 

2001). 

Als drittes Prinzip bliebe schließlich die einfache Endozytose nach Bindung an 

rezeptorähnliche Strukturen der Zellmembran mit anschließender Freisetzung des 

Endosomeninhaltes in das Zytoplasma, wie er für argininreiche und das HIV-TAT-Protein 

mittels Bindung an Proteoglykane und Heparansulfate beschrieben wurde (Nakase et al., 

2004). 
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In Abhängiigkeit des anfusionierten Moleküls, der Umgebungsbedingungen und des Zelltyps 

ist es ebenso denkbar, daß ein und dasselbe Peptid mittels unterschiedlicher  

Internalisationsmechanismen die Zellmembran überwindet (Joliot and Prochiantz, 2004). 

Tab. 2 zeigt eine Reihe von zellpermeablen Peptiden mit ihrem jeweiligen, postulierten 

Internalisationsmechanismus. 

 

Peptid Sequenz Sekundär-
struktur 

Internalisierungs- 

mechanismus 

Pantp/Penetratine ERQIKIWFQNRRMKWKK !–Helix Ausbildung invertierter 
Micellen 

HIV-Tat GRKKRRNRRR n. n. b. Ausbildung invertierter 
Micellen 

Macropinozytose 

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL !–Helix Ausbiildung invertierter 
Micellen 

VP22 n. n. b. n. n. b. Endozytose 

H–Region K–FGF AAVALLPAVLLALLAAP n. n. b. hydrophobe Interaktion 

Buforin II TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK !-Helix. Porenbildung ? 

MAP (model 
amphipathic peptide) 

KLALKLALKLAKAALKLA !–Helix Ausbildung invertierter 
Micellen 

PreS2–TLM PLSSISFRIGDP !–Helix Dimerisierung 

Ausbildung invertierter 
Micellen? 

 

Tab. 2: Syopsis zellpermeabler Peptide mit Primärstruktur und Internalisierungsmechanismus 
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2. p53 

 

2.1.!Der Tumorsuppressor p53 

 

Erstmalig wurde p53 als ein in die Tumorentstehung involviertes Protein 1978 beschrieben 

(Deleo and al., 1978). Glaubte man zuerst noch, es würde sich um einen Tumorpromotor 

handeln, so konnte bald gezeigt werden, daß p53 eine gänzlich entgegengesetzte Funktion 

zukommt, nämlich die eines zentralen Induktors von Zellzyklusarrest und Apoptose, dem 

programmierten Zelltod (Gottlieb and al., 1998). Eine weitere Bedeutung hat p53 dadurch 

erlangt, daß etwa die Hälfte aller menschlichen Tumoren p53 durch Mutationen in seiner 

Aktivität als Tumorsuppressor stark eingeschränkt ist, so zum Beispiel vor allem bei diversen 

Colon-, aber auch Lungen-, Hirn- und Weichteiltumoren (Hollstein and al., 1991). 

In den letzten Jahren konnte für p53 nicht nur eine Zellzyklus arrettierende oder Apoptose 

induzierende Aktivität, sondern auch eine Bedeutung im Alterungsprozeß (Schmitt and al., 

2002) und der Differenzierung von Zellen (Gadea and al., 2002) nachgewiesen werden. 

 

 

2.1.1. Struktur des p53 

 

p53, ein 393 Aminosäuren langes, zytoplasmatisch lokalisiertes Phosphoprotein. Es läßt sich 

funktionellin vier Bereiche gliedern (Abb. 2) (Wang and al., 1994). 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des p53 Tumorsuppressors.  

Für die Funktion essentielle Domänen sind hervorgehoben und zusammen mit ihren Amionosäurepositionen 

dargestellt. Zur näheren Erklärung siehe Text. 

 

Transaktivierung  DNA-Bindung Tetramerisierung Regulierung 

1            41  102                                                                   292  326           355 363                         393 
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2.1.1.1. Der N–Terminus 

 

N-terminal findet sich die transaktivierende Domäne, an die bei Inaktivität von p53 Hdm2 

gebunden ist und damit dessen Aktivität als transkriptioneller Aktivator unterdrückt 

(Momand and al., 2000). Desweiteren finden sich hier einige Phosphorylierungsstellen, deren 

Bedeutungen weiter unter aufgeführt werden (Buschmann and al., 2000a). 

 

 

2.1.1.2. Die DNA-bindende Domäne 

 

Sie umfaßt die Aminosäuren 102 bis 292 (Wang and al., 1993). Hierin finden sich 

bezeichnenderweise die häufigsten Mutationen im p53, und zwar R273C und R248W, die 

eine stabile Interaktion des p53 mit DNA verhindern (Pavletich and al., 1993). In seiner 

Tertiärstruktur bildet p53 in diesem Bereich ein Helix-Loop-Helix-Motiv aus, dessen Schleife 

in der kleinen Furche der helicalen DNA zu liegen kommt. Über die beiden angrenzenden 

Helices wird dann ein stabile Bindung des p53 an DNA ermöglicht (McLure and al., 1998). In 

Abb. 3 ist die Interaktion dreier p53 mit DNA in ihrer Quartärstruktur dargestellt. 

Abb. 3: p53 bindet an DNA 

Darstellung von DNA-bindendem p53 als Stereobild; DNA-Helix blaugrau; a-Helices magenta, b-Faltblätter gelb. 

Das Bild wurde mit RasMol 2.6. und Daten aus der Brookhaven Datenbank errechnet. 
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2.1.1.3. Die Tetramerisierungsdomäne 

 

Die Tetramerisierungsdomäne umfasst die Aminosäuren 326 bis 355 (Sturzbecher and al., 

1992). In ihrer Sekundärstruktur bildet dieser Bereich ein !-Faltblatt (aa 326-333) und eine 

sich anschließende "-Helix (aa 335-355). Kommt es zur p53-Aktivierung, so bildet sich, wie 

Ultrastrukturanalysen gezeigt haben, durch die Zusammenlagerung zweier !-Faltblätter ein 

p53-Dimer. In einem zweiten Schritt bildet sich aus der Interaktion zweier solcher Dimere in 

Vermittlung durch die "-Helices ein p53–Tetramer (Jeffrey and al., 1995). Erst dieses 

Tetramer gewährleistet eine ausreichende Stabilität des p53-DNA-Komplexes zur 

Transaktivierung spezifischer, p53-abhängiger downstream-gelegener Gene 

(Balagurumoorthy and al., 1995), (Steger and al., 1994). 

Mutationen der Tetramerisierungsdomäne sind deshalb auch mit einer verminderten 

Aktivität und in der Folge mit einer größeren Wahrscheinlichkeit der malignen Entartung 

betroffener Zellen verbunden. Ein Tetramer der Tetramerisierungsdomäne ist in Abb. 4 

dargestellt. 

 

Abb. 4: Darstellung des Tetramers in zwei Perspektiven 

Links zur Verdeutlichung der Interaktion zwischen den "–Helices, rechts um 90° nach vorne gekippt zur Darstellung 

der !–Faltblatt–Interaktion. (Jeffrey and al., 1995) "–Helices in rot, !–Faltblätter in gelb. Die Bilder wurden mit 

RasMol 2.6 und der Brookhaven Datenbank erstellt. 
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2.1.1.4. Der C–Terminus 

 

Auch im C–Terminus von p53 (aa 363-393) finden sich eine Reihe von Tyrosin- und Serin-

/Threoninseitenketten, an denen p53 durch verschiedene Kinasen phosphoryliert werden 

kann (Chiarugi and al., 1998). Außerdem spielen hier Lysinseitenketten zur Acetylierung (Gu 

and al., 1997) und Ubiquitinierung (Buschmann and al., 2000b) eine nicht unerhebliche Rolle. 

Zudem kann die DNA-Bindungsaktivität von p53 durch Antikörper, welche den C-Terminus 

maskieren, stark erhöht werden. 

 

 

2.2. Aktivierung von p53 

 

Doppelstrangbrüche der DNA sind in der Aktivierung von p53 der zentrale Auslöser. Hierbei 

kommt der Phosphorylierung von p53 durch ATM (Khanna and al., 1998), welches wiederum 

durch Chk2 phosphoryliert wird (Canman et al., 1998), in der Aktivierungskasakade von p53 

die initiale Bedeutung zu. In dieser Kaskade werden an verschiedenen Seitenketten, vor 

allem in N-terminalen Bereich von p53, Phosphatgruppen kovalent an p53 geknüpft und 

führen so zu einer Inhibition der Hdm2-abhängigen Ubiquitinierung des p53 (Momand and 

al., 2000). 

 

 

2.3. Vermittlung p53-abhängiger Prozesse 

 

p53 übt modulatorische Aktivität grundsätzlich über seine Funktion als transkriptioneller 

Aktivator aus. Nach Bindung an ein hochkonserviertes DNA-Motiv können gezielt 

Effektorproteine transkribiert werden, die dann ihrerseits zu einer spezifischen Antwort 

führen (s.u.). Es lassen sich drei Arten der p53-Antwort charakterisieren, die zu einer Inhibition 

der möglichen Tumorprogression führen 
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2.3.1. p53 und Antiangiogenese 

 

Tumoren sind in ihrem Wachstum von einer adäquaten Versorgung mit Nährstoffen und 

Sauerstoff abhängig. Über eine Induktion von Maspin und anderen antiangiogenetischen 

Faktoren wird in Tumorzellen gezielt die Neubildung von Gefäßsystemen verhindert. 

Hierunter kommt es einerseits zu einer Reduktion der Tumorgröße, andererseits wird die 

Wahrscheinlichkeit einer hämatogenen Metastasierung kleiner, da Tumorzellen bei 

reduzierter oder gar fehlender Gefäßinnervation weniger gut den Zellverband verlassen und 

Metastasen  ausbilden können (Zou et al., 2000). 

 

 

2.3.2. p53 und Zellzyklusarrest 

 

Wie auch in der Apoptose, so spielt p53 auch im Zellzyklusarrest eine Schlüsselrolle. Erreicht 

wird dieser Effekt über die p53-abhängige Induktion einiger Effektorproteine, die für die 

jeweiligen Übergänge im Zellzyklus entscheidende Rollen spielen. 

Der normale Zellzyklus läßt sich in vier Abschnitte gliedern, die als G0/G1, S-, G2– und M-Phase 

bezeichnet werden. In der G0/G1-Phase ruht die Zelle, es findet keine Synthese von DNA statt. 

Der DNA-Gehalt der Zelle ist mit einem doppelten Chromosomensatz normal. In der S-Phase 

wird DNA synthetisiert und der Chromosomensatz verdoppelt. Nach einer kurzen Ruhephase, 

G2, kommt es in der schließlich zur Zellteilung und zur Reduktion des DNA-Gehaltes auf den 

normalen, doppelten Satz. Der Übergang zwischen diesen einzelnen Phasen ist präzise über 

sogenannte CDKs (cyclin dependant kinases), und Cycline reguliert.  

Die Aktvierung von p53 führt über eine Induktion von p21WAF/CIP1, einem CDK-Inhibitor, zu 

einem Block des G1/S-, beziehungsweise des G2/M–Übergangs (Weizman and al., 1995). 

Ebenso können die p53-abhängigen Proteine GADD45 (Xiao et al., 2000) , Reprimo (Ohki et 

al., 2000) und 14–3–3! durch p53 induziert werden und über ihre nachgeschalteten 

Signalkaskaden zu einem Block im Replikationsyklus der Zelle führen (Hermeking and al., 

1997). Für 14–3–3! wurde in diesem Zusammenhang eine Sequestrierung des cyclin B1–

CDK1 außerhalb des Zellkerns beschrieben, so daß dieser nicht an seinen Wirkort gelangen 

kann. Eine Progression des Zellzyklus in die M-Phase wird somit verhindert. 
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Ein weiterer Mechanismus besteht in der Induktion der Ribonucleotidreductase, ein Enzym, 

das in der Synthese von DNA–Bausteinen eine entscheidende Rolle spielt. Über dessen 

Induktion werden der Zelle nach sublethaler DNA-Schädigung vermehrt 

Deoxyribonucleotide zur Verfügung gestellt, so daß ein Exzisions-Repair der DNA ermöglicht 

wird (Tanaka and al., 2000). 

 

 

2.3.3. p53 und Apoptose 

 

Beim programmierten Zelltod spielen eine Vielzahl von Mechanismen eine entscheidende 

Rolle. In allen diesen Fällen besitzt p53 als Vermittler eine zentrale Bedeutung.  

Apoptose ist grundsätzlich von Nekrose zu unterscheiden. Zytomorphologisch kommt es bei 

Apoptose zu einer Ausbildung von sogenannten apoptotic bodies. Gleichzeitig wird der Kern 

fragmentiert, das Chromatin des Zellkerns kondensiert und die DNA in charakteristischer 

Weise denaturiert (Hacker, 2000). An der Außenmembran der Mitochondrien kommt es Bax-

vermittelt zu einer Zerstörung derselben und in der Folge zu einem Zusammenbruch des 

elektrochemischen Potentials, so daß letztlich kein neues ATP zur Energieversorgung 

zellulärer Prozesse nachgebildet werden kann (Karbowski and Youle, 2003). Einmal 

eingeschlagen, führt dieser Weg unweigerlich zum endgültigen Untergang der Zelle. p53 

vermittelt seine apoptoseinduzierende Aktivität über eine Vielzahl von Mediatoren, von 

denen einige exemplarisch in Tab. 3 mit ihrer jeweiligen Funktion dargestellt sind. 



Einleitung  23! !

 

Effekt Gen Funktion 

Antiangiogenese TSP1 

BAI1 

 

MASPIN 

GD–AIF 

Inhibition von MMP-9 (Dameron et al., 1994) 

inhibiert FGF-abhängige Neovaskularisation (Ohiro and al., 
2002) 

Serin-Protease-Inhibitor (Zou et al., 2000) 

 

Zellzyklusarrest p21 

GADD45 

14–3–3!!

Reprimo 

CDK-Inhibitor (Weizman and al., 1995) 

Cdc2-Aktivator (Xiao et al., 2000) 

cyclin B1-CDK2-Inhibitor (Hermeking and al., 1997) 

Cdc2-Inhibitor (Ohki et al., 2000) 

Apoptose AIF 

Scotin 

PERP 

Noxa 

KILLER/DR5 

p53AIP1 

 

Fas 

Bax 

PIDD 

ROS 

Bax-Aktivator (Ohiro and al., 2002) 

Caspase-Aktivator (Bourdon et al., 2002) 

Integrinsignaling? (Ihrie et al., 2003) 

Caspase-9-Aktivator (Oda and al., 2000) 

FADD-Rekrutierung (Takimoto and al., 2000) 

Cytochrom-c-Freisetzung (Matsuda and al, 2002; Oda et al., 
2000) 

Caspase-8/-3-Aktivator (Li et al., 2003) 

Caspase-9-Aktivator (Wu and Deng, 2002) 

Death-domain? (Lin and al., 2000) 

DNA-und Proteinschädigung (Gottlieb and al., 2002) 

!

Tab. 3: p53-abhängig induzierte Mediatoren der Apoptose (Vogelstein et al., 2000; Vousden, 2000)
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2.4. Modifikationen von p53 

 

2.4.1. Kernimport 

 

Um seine Aktivität als transkriptioneller Aktivator entwickeln zu können, muss p53 an seinen 

Wirkort in den Zellkern gelangen. Dieses p53-shuttling ist sehr fein reguliert und benötigt 

sowohl die zelluläre Kernimport– und Exportmaschinerie wie auch spezifische NLS (nuclear 

localization sequense) und NES (nuclear export signal) innerhalb des p53 (Vousden, 2000). 

Vermittelt wird der Import über ein C-terminal gelegenes, bipartites NLS (Lys305/306) (Liang 

and al., 1999) und CSD (cytoplasmic sequestration domain: Aminosäuren 326-355). Über eine 

Interaktion mit Dynein am Microtubulussystem der Zelle wird p53 zum Nucleus transportiert 

und über Importin-!!in den Kern geschleust (Giannakakou and al., 2000). Dort kommt es über 

eine Interaktion mit F-Actin zu einer p53-Sequestrierung und über die Bindung an DNA zur 

transkriptionellen Aktivierung p53–downstream gelegener Gene (Okorokov et al., 2002). 

 

 

2.4.2. Kernexport und Degradierung 

 

Der Export von p53 aus dem Kern ebenso ein von mehreren Prozessen abhängiger Vorgang: 

Sowohl N– als auch C–terminal findet sich jeweils ein NES (nuclear export signal) Bisherige 

Modelle gehen davon aus, daß das nNES (nNES: aa 11–27: EPPLSQEFSDLWKLLP) durch 

Phosphorylierung an Ser15 maskiert wird (Zhang and al., 2001). Ähnliches gilt für das cNES 

(cNES: aa 340–351: MFRELNEALELK), welches über Tetramerisierung maskiert wird und damit 

p53 am Expot hindert (Stommel and al., 1999). Ein zweiter Mechanismus besteht im 

proteasomalen Abbau von p53. HDM2 ist normalerweise in einem stabilen Komplex mit p53 

zytoplasmatisch verbunden. Zum einen wird dadurch die Transkriptionsaktivator–Domäne 

von p53 verdeckt, zum anderen kann nun HDM2 als Ubiquitin–Ligase p53 ubiquitinieren. 

Entsprechend ubiquitiniertes p53 wird dem Proteasomkomplex zugeführt und dort 

degradiert (Gottlieb and al., 2002; Haupt and al., 1997). Von großer Bedeutung ist außerdem, 

daß Hdm2 p53-abhängig induziert wird. P53 bildet mit HDM2 somit eine negative 

Rückkopplungsschleife (Barak et al., 1993). 
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2.4.3. Prosttranslationale Modifikationen von p53 

 

Die p53-Aktivierung ist eng mit einer Reihe von posttranslationalen Modifikationen verknüpft, 

die letztlich zu einer Hemmung des p53-Abbaus und zu einer Stabilisierung des p53-

Proteins führen. Außerdem kommt es nach entsprechender Modifikation zu Interaktionen mit 

mehreren, für die Transkriptionsaktivität wichtigen Cofaktoren (Xing et al., 2001). Neben der 

schon oben erwähnten Inhibiton der Ubiquitinierung spielen vor allem Phosphorylierung-

Dephosphorylierung, Acetylierung-Deacetylierung und Ubiquitinierung bzw. Sumoylierung 

eine entscheidende Rolle (Appella, 2001) Je nach Art der Zellschädigung kommt es zu einem 

bestimmtem Muster der p53-Modifikationen, die dann auch in unterschiedlichen 

Expressionsmustern p53-abhängiger Gene ihren Niederschlag finden. So konnte 

beispielsweise für UV-Schädigung oder Streß eine Phosphorylierung von p53 über ATR oder 

CK2 (Takai et al., 2002) , für DNA-Strangbrüche hingegen Phosphorylierungen über ATM bzw. 

DNA-PK nachgewiesen werden (Canman et al., 1998). Eine Übersicht der Modifikationen an 

p53 findet sich in Tab. 4. 

Modifikation Aminosäure Enzym Position  Literatur 

Acetylierung 

 

Lysin PCAF 

p300/CRB 

320 

382 

(Liu et al., 1999) 

(Dornan et al., 2003) 

Deacetylierung Lysin SIRT1 376 (Langley et al., 2002) 

Phosphorylierung Serin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Threonin 

ATM 

ATR 

Chk2 

CK1 

CK2 

DNA-PK 

HIPK2 

hSpt16 

p34cdc2 

p38MAPK 

Plk3 

SSRP1 

CK1 

15, 37, 46 

15 

20 

6, 9 

386, 389, 392 

15, 37, 39 

46 

392 

315 

20, 33, 46 

20 

392 

18 

(Canman and al., 1998) 

(Lakin and al., 1999) 

(Hirao and al., 2000) 

(Dumaz et al., 1999) 

(Keller and al., 2001) 

(Abraham et al., 1999) 

(Wang et al., 2001) 

(Keller and al., 2001) 

(Wagner et al., 1998) 

(Kishi et al., 2001) 

(Xie et al., 2001) 

(Keller and al., 2001) 

(Dumaz et al., 1999) 

Dephosphorylierung Serin Cdc14A/B 315 (Li et al., 2000) 

Ubiquitinierung Lysin HDM2 370, 372, 373, 381, 
382, 386 

(Haupt and al., 1997; Momand 
and al., 2000) 

Deubiquitinierung Lysin HAUSP  (Li and al., 2002) 

SUMOylierung Lysin Ubc9 386 (Buschmann and al., 2000b) 

Tab. 4: Synopsis postranslationaler Modifikationen von p53 

!
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2.4.4. p53 Tetramerisierung 

 

Ein wichtiger Schritt, um eine optimale Bindung von p53 an DNA zu ermöglichen, liegt in 

der schrittweisen Tetramerisierung von p53. 1998 konnten McLure et al. zeigen, daß p53 an 

die Sequenz 5´-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPyPuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3` bindet und die 

Tetramerstruktur des p53 diesen Komplex stabilisiert (McLure and al., 1998). Zudem konnten 

Hong et al. die  Aminosäuren 339-346 innerhalb der Tetramerisierungsdomäne als die 

minimale p53-repression-domaine identifizieren (Hong and al., 2001). Eine schematische 

Darstellung der p53-Aktivierung zeigt Abb. 5 

Abb. 5: Schematische Darstellung der p53-Aktivierung 

Nach der Aktivierung von p53 kommt es durch die Vermittlung verschiedener Kinasen (hier 

CK, ATR, DNA-PK, ATM, ChK2, CAK) zu Modifikationen von p53. Nach der Lösung des mdm2-

p53-Komplexes, Anlagerung von p300 und Tetramerisierung wirkt p53 als transkriptioneller 

Aktivator im Kern und initiiert die Translation verschiedener, in die Regulation des Zellzyklus 

oder der Apoptose involvierter Proteine. Zur Übersicht siehe Vogelstein et. al. (Vogelstein et 
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2.4.5. Inaktivierung von p53 durch virale Proteine 
 
Neben dem HDM2 und anderen zellulären Proteinen sind einige virale Proteinemit p53-

inhibierenden Eigenschaften bekannt. So konnte kürzlich für das NS5A des Hepatisis–C–Virus 

eine Inhibition von p53 nachgewiesen werden (Lan and al., 2002). Aus der Gruppe der 

Herpesviridae gilt dies analog für das E6–Protein des HP–Virus (Scheffner et al., 1993). 

Evolutionsbiologisch stellt dies für das Virus in infizierten Zellen einen Mechanismus dar, 

zellulären Kontrollmechanismen zu entgehen und eine optimale Vervielfältigung des viralen 

Genoms zu gewährleisten. Inwieweit diese Mechanismen in der Oncogenese von 

virusinduzierten Tumoren eine Rolle spielen ist beispielsweise für das E6 eindrucksvoll 

belegt, da Papillome im Genitaltrakt, die E6 exprimieren, eine deutlich höhere Onkogenität 

aufweisen.  
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D Ergebnisse 

 

1.1. Charakterisierung der Konstrukte 

 

1.1.1. PreS2–TLM–p53tet!  (MW 2,34 kDa) 

 

Dieses Konstrukt besteht aus dem PreS2–TLM (PLSSIFSRIGDP) und dem !–Faltblatt der 

Tetramerisierungsdomäne von p53. Diese Sequenz umfasst nur acht Aminosäuren (EYFTLQIR, 

AS 326-333) und vermittelt unter physiologischen Bedingungen die Dimerisierung zweier 

p53–Monomere. Ligiert wurde dieses Konstrukt über eine BamH1/HindIII–Schnittstelle. 

 

1.1.2. PreS2–TLM–p53tet"  (MW 3,98 kDa) 

 

bezeichnet ein Fusionspeptid aus dem PreS2–TLM und dem "–helikalen Teil der p53–

Tetramerisierungsdomäne. Im p53 umfasst dieser die Aminosäuren 334-355 

(GRERFEMFRELNEALELKDAQAG). Dieser Bereich vermittelt die Tetramerisierung zweier p53-

Dimere. Ligiert wurde dieses Konstrukt über eine BamH1/BamH1–Schnittstelle. 

 

1.1.3. PreS2–TLM–p53tet!"  (MW 5,03 kDa) 

 

umfasst als Fusionspeptid die TLM–Sequenz sowie die gesamte p53–

Tetramerisierungsdomäne (Aminosäuren 326-355). Auch dieses Peptid wurde über eine 

BamH1/HindIII-Schnittstelle in die entsprechenden Plasmide ligiert. 

 

Die für die p53-spezifischen Peptide kodierenden Sequenzen wurden mittels PCR generiert. 

Als Template für die PCR diente das kommerziell erhältliche Plasmid p53wt der Fa. 

Stratagene, welches f+rein komplettes Wildtyp p53 kodiert. Die Sequenzen des PreS2–TLM 

wurden mittels eines 5`–Überhanges am forward–Primer in das PCR–Endprodukt eingeführt.
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1.2. Generierung eukaryotischer Expressionsplasmide 

 

Zur Generierung von TLM–p53tet!,  TLM–p53tet"  und TLM–p53tet!"-stabil 

exprimierender Zellinien wurden die über PCR-amplifizierten p53-spezifischen DNA–

Fragmente über eine BglII/BamH1–Schnittstelle bzw. BglII/HindIII in den eukaryotischen 

Expressionsvektor pCDNA3.1(–) ligiert. Unter der Kontrolle des CMV-Promotors erlaubt 

dieser eine starke Expression in Säugerzellen. Abb. 6 zeigt den Aufbau des 

Expressionskonstrukts. 

 

 

2. Reporter-Gen-Assay zum Nachweis der Modulation der p53–Aktivität 

 

Nach Kotransfektion von MCF–7–Zellen mit einem für das entsprechende Fusionspeptid 

kodiereneden, auf dem eukaryotischen Expressinsplasmid pCDNA3.1(-) aufbauenden Plasmid 

und einem kommerziell erhältlichen, für die Glühwürmchen–Luciferase–kodierenden 

Reporterplasmid (p53luc) wurden die transfizierten MCF–7–Zellen für 24 h inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit einer Dosis von 20J/cm2 UV–bestrahlt. Mittels des von 

der Fa. Roche kommerziell erhältlichen Luciferase–Reporter–Kits wurden die Zellen 

anschließend aufbereitet und die Luciferase–Aktivität mittels eines Luminometers quantitativ 

bestimmt. Die abgegebene Lichtmenge korreliert hierbei mit der Gesamtmenge an 

induziertem p53, so daß direkte Aussagen über die p53–Aktivität gemacht werden können. 

TLMp53–tetx 

PCMV polyA 

Abb. 6: Schematische Darstellung der PreS2-TLM-Sequenz im pCDNA3.1(-) 

PCMV: CMV-Promotor; polyA: Polyadenylierungs-Sequenz; TLM-p53tetx: entsprechende, aus dem  

pQe8/9 abgeleitete Inserts. rot: BamH1/START; Blau: 6His-tag; gelb: Spacer GGG GGG; grün: PreS2-TLM; orange:  

p53-tet-Untereinheit (!, ", !"); rot::BamH1/HindIII/STOP 
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2.1. UV–induzierte p53–Aktivität in MCF–7–Zellen 

 

Um zu verifizieren, daß p53 UV–abhängig als transkriptioneller Aktivator fungiert, wurden 

MCF–7–Zellen mit p53luc transfiziert und UV–Licht mit einer Energie von 20J/m2 ausgesetzt 

(Abb. 7). 

 

Abb. 7: Luciferaseaktivität nach UV-Bestrahlung 

Zur Ermittlung einer optimalen UV-Dosis wurden in einer Versuchsreihe MCF-7-Zellen mit verschiedenen UV-Dosen 

bestrahlt und die p53-abhängige Luciferase bestimmt; Ordinate: UV-Dosis in J/m2; Abszisse: Luciferaseaktivität als 

Funktion der Photonenemission. Die Balken zeigen die Standardabweichung. 
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2.2. Untersuchung des Einflusses der Fusionspeptide auf die p53–abhängig induzierte 

Luciferase–Aktivität 

 

2.2.1. TLM–p53tet!  und TLM-p53tet!"  in unbestrahlten MCF–7–Zellen. 

 

Wie in Material und Methoden beschrieben, wurden die für das entsprechende 

Fusionspeptid kodierenden Plasmid im Verhältnis 1:1 mit p53luc in MCF–7–Zellen transfiziert 

und 24 Stunden inkubiert. Bei der anschließenden Analyse im Luminometer zeigte sich 

interessanterweise ein Anstieg der Luciferase–Aktivität, was aufgrund der Spezifität des 

Systems darauf schließen läßt, daß diese beiden Peptide in der Lage sind, Aktivität des 

Wildtyp–p53 in MCF–7–Zellen ohne adäquaten DNA–Schaden zu induzieren (Abb. 8). 

 

Abb. 8: TLM-p53tet!"  und TLM-p53tet!  induzieren Luciferaseaktivität in unbestrahlten Zellen  

Ordinate: transfizierte Plasmide; Abszisse: Luciferaseaktivität; pCDNA: Leervektor; LucR: Luciferase-Reporter-

Plasmid; pCDNA-TLM-p53tet!"; tet!: pCDNA-TLM-p53tet!; Als Negativkontrolle diente der Leervektor. Besonders 

TLM-p53tet! zeigt eine deutliche Aktivitätssteigerung der unter p53-Kontrolle induzierten Luciferaseaktivität, was 

indirekt für eine Aktivierung von p53 spricht. Die Balken zeigen die Standardabweichung. 
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2.2.2. TLM–p53tet!  und TLM-p53tet!"  in bestrahlten MCF–7–Zellen 

 

Konnte für unbestrahlte Zellen eine Steigerung der p53–Aktivität nachgewiesen werden, so 

ergaben sich für bestrahlte Zellen, die mit dem entsprechenden Peptid inkubiert wurden, 

unterschiedliche physiologische Effekte. Das TLM-p53tet!" zeigt keine Modulation von p53. 

Hier wird wie in den mit dem Leervektor transfiziereten Zellen eine physiologische 

Aktivbierung von p53 erreicht. Anders verhält sich das TLM-p53tet!. In Anwesenheit dieses 

Peptides scheint es zu einer Hemmung p53-abhängiger Prozesse kommen. (Abb. 9). 

 

Abb. 9: Luciferase-Aktivität 8h nach UV-Bestrahlung in TLM-p53tet!"  und TLM-p53tet!-transfizierten 

Zellen 

Ordinate: transfizierte Plasmide; Abszisse: Luciferaseaktivität; pCDNA: Leervektor; LucR: Luciferase-Reporter-

Plasmid; tet!": pCDNA-TLM-p53tet!"; tetß: pCDNA-TLM-p53tet!; Die Transkription von Luciferase wird nach 

Bestrahlung initiert. Die mit pCDNA-TLM-p53tet! transfizierten Zellen zeigen ein erniedrigtes Niveau der 

Luciferaseaktivität. Die Balken zeigen die Standardabweichung. 
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2.2.3. TLM–p53tet!  in unbestrahlten MCF–7–Zellen 

 

Analog zu den wie oben beschrieben durchgeführten Experimenten zeigt eine 

Kotransfektion von pCDNA–TLM-p53tet! mit p53luc in unbestrahlten Zellen keine Erhöhung 

Luciferase–Aktivität (Abb. 10). 

 

Abb. 10: Luciferase-Aktivität in unbestrahlten, TLM-p53tet!" transfizierten Zellen 

Ordinate: transfizierte Plasmide; Abszisse: Luciferaseaktivität; pCDNA: Leervektor; LucR: Luciferase-Reporter-

Plasmid; tet!: pCDNA-TLM-p53tet!; TLM-p53tet! hat keinen Einfluß auf die p53-Aktivität in unbestrahlten Zellen. 

Die Balken zeigen die Standardabweichung. 
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2.2.4. TLM–p53tet!  in bestrahlten Zellen 
 

Experimente aus der gleichen Versuchsreihe mit UV-bestrahlten Zellen nach Transfektion mit 

pCDNA–TLM-p53tet! zeigten eine nahezu vollständige Inhibition der Luciferase–Expression. 

Wie in Abb. 6 ersichtlich blieb die Luciferase–Aktivität auf ähnlichem Niveau wie in 

unbestrahlten Zellen. Durch diese Ergebnisse können dem TLM-p53tet! eindeutig p53–

inhibierende Eigenschaften zugewiesen werden. (Abb. 11) 

 

Abb. 11: Inhibition von p53 nach Bestrahlung in TLM-p53tet!-transfizierten Zellen 

Ordinate: transfizierte Plasmide; Abszisse: Luciferaseaktivität; pCDNA: Leervektor; LucR: Luciferase-Reporter-

Plasmid; tet!: pCDNA-TLM-p53tet!; In TLM-p53tet!-transfizierten Zellen ist die p53-Aktivität nach Bestrahlung 

nahezu vollständig inhibiert. Die Luciferase-Aktivität überschreitet die des Kontrollwertes LucR nicht. Somit zeigt das 

TLM-p53tet! eindeutig inhibitorische Eigenschaften. Die Balken zeigen die Standardabweichung.
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3. Zellzyklusanalysen zur Funktionalität der Fusionspeptide 

 

3.1. UV–Bestrahlung induziert Zellzyklusarrest in MCF–7–Zellen 

 

Um die in den Luciferase–Experimenten gewonnen Daten durch weitere Experimente 

belegen zu können,wurden die Einflüsse der TLM-p53tetx auf Einzelzellebene untersucht. 

Funktionell bot sich die Analyse der zellzyklusarretierende Eigenschaften des p53 an. Diese 

erfolgt in der Durchflußzytometrie. Über die Anfärbung der DNA mit interkalierenden 

Substanzen wie zum Beispiel Ethydiumbromid oder Propidiumiodid, die in kurzwelligem 

Licht als DNA–Interkalat–Komplex Licht emittieren, kann der DNA–Gehalt in der einzelnen 

Zelle semiquantitativ bestimmt werden. 

Normalerweise durchlaufen Zellen während der Verdopplung ihrer DNA drei Phasen: G0G1–, 

S– und G2/M–Phase. In der G0G1–Phase liegt in den Zellen die DNA in einfacher Form vor. In 

der S–Phase (S=Synthese) wird DNA synthetisiert und verdoppelt. In der G2/M–Phase 

kommmt es schließlich nach Verdopplung der DNA zur Mitose. Hierbei wird auf beide Zellen 

ein kompletter, doppelter Chromosomensatz–Satz verteilt. 

Nach Fixierung und Permeabilisierung von MCF–7–Zellen wurden diese mit Propidiumiodid 

inkubiert wie in Material und Methoden beschrieben und in der Durchflußzytometrie auf 

ihren DNA–Gehalt analysiert (Abb. 12). 
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Abb. 12: Gating von MCF-7-Zellen im FACS-Scan 

oben: MCF-Z-Zellen im forward und side-scatter zur Indentifikation einer Einzelzellanalyse 

zugänglicher Zellen (R1).unten: Fluoreszenz nach PI-Färbung (Ordinate) gegen sideward-

scatter (Abszisse) zur Bestimmung des DNA-Gehaltes einzelner Zellen. Die hier ausgewählte 

Zellpopulation (R2) wird im weiteren analysiert.  

 
   Zellzahl Prozent 
Totale Zellzahl: 40.000  100% 
R1:   32.535  81,34% 
R2:   20.403  51,01 
 
 
 
Um eine möglichst große Population von MCF–7–Zellen in der S– oder G2/M–Phase 

untersuchen zu können, wurde diese über 24 Stunden mit einem modifizierten Medium 

inkubiert, welches nur 0,5% FCS und kein Insulin enthält. Unter diesen Bedingungen 

sychronisiert ein Großteil der Zellen in der G1–Phase. Anschließend wurden die Zellen 

entweder mit dem Kontroll-Plasmid pCDNA3.1(-) oder der entsprechenden pCDNA–TLM–

p53tet–Variante transfiziert und weitere 8 Stunden inkubiert. Nach Wechseln des Mediums 

auf 10% FCS–RPMI–Medium mit Insulin wurde ein Teil der Zellen entweder UV–bestrahlt 

oder nicht und weitere 27 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Aufarbeitung der Proben 

erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.  

R1

R2
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3.2.  Zellzyklusinhibition durch UV–Bestrahlung in MCF–7–Zellen 

 

Wie in Abb. 13 gezeigt, werden MCF–7–Zellen durch UV–Bestrahlung in ihrem Zellzyklus 

inhibiert. Es kommt zu einer Verschiebung der Zellenpopulation in die G0/G1-Phase von 38,35 

% in unbestrahlten (violett) Zellen zu 66,05 % in bestrahlten (rot), (Ratio 1,73), eine Reduktion 

der in der G2/M-Phase befindlichen Zellen (10,87 % vs. 28,7 %) und ein Rückgang der Zellen 

in S-Phase (21,93 % vs. 38,68 %). 

 

unbestrahlte Zellen    bestrahlte Zellen 
Total  21.451 100 %   Total  28.261 100% 
Go/G1  8.227 38,35 %%  Go/G1  18.666 66,05% 
S  7.010 32,68 %   S  6.199 21,93% 
G2/M  6.165 28,7 %   G2/M  3.073 10,87 

 

Abb. 13: UV-Bestrahlung führt zu einem Arrest von MCF-7-Zellen im Zellzyklus 

Histogramm-Darstellung des DNA-Gehaltes (Ordinate: Fluoreszenzintensität; Abszisse: absolute Zellzahl) von MCF-

7-Zellen ohne und nach Bestrahlung; links: exponentiell wachsende MCF-7-Zellen; rechts: 27 h nach Bestrahlung; 

M1: G0/G1-Phase, einfacher DNA-Gehalt; M2: S-Phase; M3: G2/M-Phase, doppelter DNA-Gehalt. Es zeigt sich ein 

Block des Zellzyklus mit deutlicher Verschiebung der Zellpopulation zur G0/G1-Phase hin (38,35% vs. 66.05%) 

 

M1

M2

M3

M1

M2

M3
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3.3. TLM–p53tet!  inhibiert Zellzyklusarrest in bestrahlten MCF–7–Zellen 

 

Die Einleitung des Zellzyklusarrestes ist eine der hochkonservierten Aufgaben von p53. Über 

eine Vielzahl zellulärer Proteine wird dieser nach genotoxischen Schädigungen induziert, bis 

zelluläre Reparaturmechanismen die Integrität der DNA soweit hergstellt haben, daß eine 

fehlerlose DNA–Duplikation möglich ist. 

Die mit dem entsprechenden pCDNA3.1(–) Konstrukt transfizierten MCF–7–Zellen wurden 

wie oben beschrieben auf ihren Zellzyklusstatus hin untersucht. Es zeigte sich im Vergleich zu 

mit einem Kontrollplasmid transfizierten Zellen, daß das TLM–p53tet! eindeutig in der Lage 

ist, den UV–induzierten Arrest des  Zellzyklus in der G1– und am Ende der S–Phase 

aufzuheben. Diese TLM-p53tet!-produzierenden MCF–7–Zellen zeigten ein den 

unbestrahlten Zellen ähnliches Verteilungsmuster über alle Zellzyklen. Dies belegt zum einen 

die p53–Abhängigkeit des Zellzyklusarrest in MCF–7–Zellen, als auch die inhibitorischen 

Eigenschaften des TLM–p53tet! auf p53. (Abb.14) 

 

 

 

 

 

 

 

 Zellzahl  Prozent 
Total 22.930  100 % 
G0/G1 10.902  47,54 % 
S 6.682  29,14 % 
G2/M 5.071  22,12 % 

 

 

 

 

Abb. 14: Block des Zellzyklusarrestes in Anwesenheit von TLM-p53tet!  

M1: G0/G1-Phase, einfacher DNA-Gehalt; M2: S-Phase; M3: G2/M-Phase, doppelter DNA-Gehalt; Es zeigt sich eine 

nahezu identisches Histogramm wie bei unbestrahlten Zellen. Der Arrest in der G0/G1- und G2/M-Phase ist 

aufgehoben. Die hier analysierten Zellen verhalten sich wie nichtbestrahlte und teilen sich vermehrt. 

 

M1

M2

M3
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Abb. 15 verdeutlicht die inhibitorischen Eigenschaften des TLM-p53tet!. In dessen 

Anwesenheit reduziert sich die Anzahl der Zellen in der G0/G1-Phase von 66,05 % auf 47,45 %, 

wobei gleichzeitig der Anteil der Zellen in S- und G2/M-Phase steigt (21,93 % vs. 29,14 % in 

der S-Phase und 10,87 % vs. 22,12 % in der G2/M-Phase).  

 

 

 

Abb. 15: Überlagerung der Histogramme aus Abb. 13 und 14  

violett: unbestrahlte Zellen; rot: bestrahlte Zellen; grün: bestrahlte Zellen in Anwesenheit des TLM-p53tet! zur 

Verdeutlichung der inhibitorischen Eigenschaften auf den Arrest des Zellzyklus. Es kommt zu einer deutliche 

Verschiebung der Zellpopulationen von der G0/G1-Phase zur S- und G2/M-Phase. 
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4. Generierung TLM–p53tetx stabil exprimierender Zelllinien 

 

Aufbauend auf MCF–7–Zellen und dem entsprechenden pCDNA3.1(–) Plasmid wurden für 

alle drei Konstrukte stabil exprimierende Zelllinien generiert. Da das pCDNA-Plasmid für ein 

Resistenzgen gegenüber G418, einem dem Neomycin strukturverwandten Inhibitor der 

Proteinbiosynthese, kodiert, können unter Zusatz von G418 in das Nährmedium solche Zellen 

selektiert werden, die theoretisch für das TLM–p53tetx kodieren. Ein Nachweis der 

erfolgreichen Transfektion wurde mittels RT–PCR und Immunfluorszenzen erbracht.  

 

Bei der RT–PCR wird in einem ersten Schritt die Gesamt–RNA einer Zelle isoliert (s. Material 

und Methoden) und anschließend die mRNA mit einem Oligo-dT–Primer und einer reversen 

Transkriptase in DNA umgeschrieben. Die so erhaltene DNA wird nun mittels zweier, für das 

gesuchte DNA–Fragment spezifischer Primer in einer PCR amplifiziert, das PCR–Produkt auf 

einem Agarosegel aufgetragen und mit einem Größenstandard verglichen. Abb. 16 zeigt die 

für die entsprechenden Fusionspeptide kodierenden Banden auf einem 2,5%–igen 

Agarosegel. 

 

 

Abb. 16: RT-PCR der stabilen Zelllinien 

von links nach rechts: TLM-p535tet!, TLM-p53tet", TLM-p53tet!"; M: Marker; neg.: Negativkontrolle; pos: 

Positivkontrolle; tetx: entsprechendes PCR-Produkt nach rt-PCR; Die Pfeile indizieren die entsprechenden DNA-

Fragmente. 

       M           pos.        
t t!

  M   pos.   neg.  tet"  neg.           M         neg.       pos.         
t t! t t!



Ergebnisse  41  

Um die Genprodukte nachzuweisen wurden außerdem Immunfluoreszenzen angefertigt, die 

eine gleichmäßige Verteilung der Fusionspeptide in stabil transfizierten MCF–7–Zellen 

zeigen. (Abb. 17) 

 

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis des TLM-p53tetx in stabil exprimierenden Zelllinien 

In allen Zellen zeigt sich eine stabile und kontinuierliche Proteinexpression. Die entsprechenden Fusionspeptide 

sind im Zytoplasma lokalisiert und zeigen eine perinukleäre Lokalisation, wobei die Kerne vollständig ausgespart 

werden. Die Detektion erfolgte primär mit einem 6His-spezifischen Antikörper, sekundär mit einem Cy3-

gekoppeltem Antikörper bei 100-facher Vergrößerung. 

 

In stabil transfizierten Zelllinien zeigen alle drei Peptide eine streng zytoplasmatische 

Lokalisation.. 

MCF-7 

MCF-7TLM-tet! MCF-7TLM-tet!" 

MCF-7TLM-tet" 
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5. Herstellung rekombinanter Fusionspeptide 

 

5.1. Subklonierung der TLM-p53tex-DNA Sequenzen 

Aufbauend auf den bereits vorliegenden, eukaryontischen Expressionsplasmiden wurde nach 

Umklonierung in pQe-Vektoren der Fa. Qiagen prokaryontische Expressionssysteme 

gewonnen. Diese erlauben zum einen die kontrollierte Expression unter Kontrolle des lac–

Operons bei Anwesenheit von IPTG, zum anderen können so hergestellte Proteine durch 

einen 6His–tag mittels Affinitätschromatografie sowohl unter denaturierenden als auch 

nativen Bedingungen gereinigt und konzentriert werden. Zur Amplifizierung des jeweiligen 

Plasmides in E. coli steht ein Ampicillin–Resistenzgen zur Verfügung (Abb. 18). Alle so 

generierten Plasmide wurden mittels Sequenzanalyse auf ihre Richtigkeit hin überprüft. 

 

 

 

5.2. Isolierung rekombinanter Proteine nach Induktion 

 

Die so erhaltenen, eubakteriellen Expressionsplasmide wurden in M15pRep4 respektive 

DH5! transfiziert. M15pRep4 bieten im Vergleich zu DH5! den Vorteil, über das zusätzliche  

Plasmid pRep4 zu verfügen, welches für einen lac–Repressor kodiert. Dadurch wird die 

Expression erst nach Zugabe von IPTG, einem Lactose–Analogon, ermöglicht. Bei Fehlen 

dieses Repressorplasmides ist eine theoretische, unbeabsichtigte Expression möglich, die sich 

auf das Wachstumsverhalten in der  Inkubationsphase hemmend auswirken kann. 

Nach Inkubation bis zu einer OD600 von 0,8 und Induktion der entsprechenden 

Bakterienkulturen in 1 l LB–Medium wurden die Zellen mittels eines denaturierenden Puffers 

ATG 

6His-tag 

MCS 

Spacer 

PreS2-TLM 

p53–tetx 

STOP 

Abb 18: Schematische Darstellung der pQe-Konstrukte 

Schematische Darstellung der Konstrukte im pQe8–Plasmid der Fa. Qiagen. Die Sequenz für das TLM-p53tet! 

wurde über eine BamH1/BamH1–Schnittstelle, die von TLM–p53tet" und TLM-p53tet"! über eine Bamh1/HindIII-

Schnittstelle in den Vector ligiert. Als Spacer diente eine GGG GGG-Sequenz. ATG: Startcodon; 6His–tag: 6-Histidin-

tag; MCS: multiple cloning site; p53–tetx: entsprechende Tetramerisierungssubdomäne aus p53. 
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lysiert und die in den sogenannten inclusion bodies gelegenen, exprimierten Fusionspeptide 

mittels Ultraschall aufgeschlossen. Anschließend erfolgte die Reinigung des 

Proteingemisches zur Isolierung der durch den 6His–tag markierten Proteine über das 

Äcta!–System der Fa. AmershamPharmacia mittels NiNTA–Säulen unter denaturierenden 

Bedingungen. Nach SDS–PAGE zur Identifikation der die Fusionspeptide enthaltenen 

Fraktionen wurden diese zusammengeführt und in einem zweiten Schritt über eine MonoS–

Ionentauschersäule weiter gereinigt und konzentriert. Abbildung 19 zeigt die Elutionsprofile 

der NiNTA und der MonoS–Reinigung unter denaturierenden Bedingungen. 

Abb. 19: Elutionsprofile der 
NiNTA und MonoS-
Chromatographie am Beispiel 
des TLM-p53tet"  

oben: NiNTA-Elutionsprofil; unten 
MonoS-Elutionsprofil. In blau 
dargestellt die Absorption bei 
280 nm, ein für aromatische 
Aminosäuren charakteristisches 
Absorptionsmaximum. Die so 
identifizierten Fraktionen wurden 
anschließend zu-sammengeführt 
und hinsichtlich ihres 
Proteingehaltes mittels 
Westernblot und SDS-PAGE 
analysiert 
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Abb. 20: Elutionsfraktionen der NiNTA und MonoS-Säulen 

TLM-p53tet!; A: Coomassie-gefärbte SDS-PAGE (20%-Gel) nach affinitätschromatografischer Aufreinigung an 

NiNTA; B: MonoS-Eluate; Western-Blot-Analyse der durch SDS-PAGE identifizierten, die TLM-p53tet! enthaltenden 

Fraktionen (s. Nummerierung) mittels eines 6His-spezifischen Antikörpers. Das Fusionspeptid liegt auch unter den 

stark denaturierenden Bedingen mit 6 Molar Harnstoff als Di- und Tetramere vorliegen (1-9: Fraktionen des Eluats; 

M: LMW 755-Marker, AmershamPharmacia. Die Zahlen beziehen sich auf das Molekulargweicht der 

Markerproteine) 

 

 

Experimentell wurde versucht, in einem dritten Reinigungsschritt die Fusionsproteine über 

eine reversed–phase–Säule in größerer Reinheit zu isolieren. Das Prinzip dieser 

chromatografischen Methode besteht in der Interaktion hydrophober 

Aminosäureseitenketten mit der hydrophoben Matrix der Säule. Von der Säule eluiert 

werden die Peptide gegen einen Gradienten von 80 % Aceton und 0,1 % Trifluoracetat. 

Probleme bereiteten hier extreme Flußdrücke, die die Spezifikationen der Säule 

überschritten, da die zu eluierenden Fusionspeptide in der Säule ausfielen. Aus diesem 

Grund wurde im weiteren experimentellen Setting auf diesen Schritt verzichtet. 

Die Renaturierung der über die Affinitäts– und Ionentauscherchromatografie aufgereinigten  

Fusionspeptide erfolgte über eine Desalting–Säule (Fa. AmershamPharmacia) 

beziehungsweise mittels Dialyse gegen ein physiologisches Puffersystem, in der Regel PBS 

mit einem 10%–igen Glycerolzusatz. 
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6,5 kDa 
3,5 kDa 
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  1     2    3    4   5    6    7    8    9    M                                        4        5         6          7          8          M 
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5.3. Physiologische Eigenschaften der rekombinanten Fusionspeptide 

 

5.3.1. Zellpermeabilität von TLM-p53tet! , TLM-p53tet"  und TLM-p53tet!"   

 

Um die zellpermeablen Eigenschaften der so gereinigten Peptide nachzuweisen, wurden 

MCF–7 und 293–Zellen über verschiedene Zeiträume mit den entsprechenden Konstrukten 

in 2 !Molarer Konzentration inkubiert, dreifach mit PBS gewaschen, die Zellen lysiert oder in 

100 %-igem, eiskalten Ethanol fixiert. Die Zelllysate wurden nach reduzierender SDS–PAGE 

auf Nitrozellulosemembranen übertragen und die Peptide über einen kommerziell 

erhältlichen 6His–Antikörper detektiert. Abbildung 21 zeigt am Beispiel des TLM-tet" die 

schnelle Internalisierung in 293–Zellen.  

 

 

 

5.3.2. Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Zellpermeabilität 

 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen wurde versucht, mittels des oben genannten Antikörpers 

die Peptide in der indirekten Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen. Wegen des hohen 

unspezifischen Hintergrundes in der Immunfluoreszenz mußte allerdings auf ein anderes 

System zur Markierung der Peptide ausgewichen werden. 

 

   1        2       3        4      5     –   M      

Abb. 21: Internalisierung von TLM-p53teta 

Internalisation von TLM-p53teta 10 (1), 30 (2), 60 (3), 90 (4) und 120 (5) min. nach Inkubation mit 2 mM TLM-

p53teta. Negativkontrolle (-), Marker (M), Positivkontolle (+); Die Western-blot-Analyse von Gesamtzelllysaten 

(293-Zellen) erfolgte mit einem 6His-spezifischen Antikörper. Der Pfeil idiziert das Peptid. 
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5.3.3. Fluorescein–Markierung  

 

Nach Renaturierung der Peptide in einem amingruppenfreien Puffersystem (s. Material und 

Methoden) wurden die Peptide unter Lichtabschluß  bei Raumtemperatur mit einer 

verdünnten NHS–Fluorescein–Lösung entsprechend den Angaben des Herstellers inkubiert. 

Das nichtkonjugierte Fluorescein wurde durch Dialyse über Nacht aus der Lösung entfernt. 

Die so markierten Peptide wurden analog zu den Lyse–Internalisationsversuchen in einer 

Endkonzentration von 2 !Molar in den Überstand der auf Objektträgern kultivierten Zellen 

gegeben, 20 Minuten inkubiert und die Zellen anschließend drei Mal mit eiskaltem PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in eiskaltem, 100%–igem Ethanol fixiert und 

fluoreszenzmikroskopisch unter Anregung mit kurzwelligem Licht (!=488 nm) untersucht. 

Für alle drei Peptide zeigte sich bereits nach kurzer Inkubation eine Internalisierung (Abb. 

22).  

 

Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Zellpermeabilität  

Unter Anregung mit !=488 nm detektierte Fluoreszenz FLUOS-markierter Fusionspeptide (20-fache 

Vergrößerung); A: FLUOS-TLM-p53tet"; B: FLUOS-TLM-p53tet#; C: FLUOS-TLM-p53tet"#. D und E:  FLUOS-

Hintergrund im Durchlicht und unter Anregung; Pfeil: Zellpopulation im Durchlichtbild 

In allen Experimenten zeigt sich bereits nach 20 min. eine schnelle Internalisierung aller Fusionspeptide mit 

perinukleärer Anreicherung. 

A B C 

D E 
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5.3.4 Kolokalisation von Fusionspeptiden und p53 

 

Um eine mögliche Interaktion der Fusionspeptide mit p53 nachzuweisen, wurden 

Fluorescein-gekopplete Peptide eingesetzt und gegen fluoreszenzmarkiertes p53 

doppelbelichtet. Sowohl unter grüner als auch blauer Anregung zeigte sich eine 

Kolokalisation aller Fusionspeptide (Abb. 23). 

 

Abb. 23: Immunfluoreszenzanalysen der FLUOS-markierten Fusionspeptide in Kolokalisation mit p53 in 

1000-facher Vergrößerung  

A-C: TLM-p53tet!; D-F: TLM-p53tet"; G-I: TLM-p53tet!"; A, D, G: DO-1 (p53-spezifischer Antikörper); B, E, H: 

FLUOS-markiertes TLM-p53tet!; C, F, I: Doppelbelichtung. Bei enger räumlicher Nähe im Sinne einer Interaktion 

kommt es zu einer Überlagerung beider Signale und zu einer gelben Fluoreszenz. Für alle drei Fusionspeptide 

können Interaktionen mit p53 nachgewiesen werden. Im Falle des TLM-p53tet" findet sich ein perinukleäres Signal, 

im Falle des TLM-p53tet!" und des TLM-p53tet! zeigt sich eine deutlich stärkere Kernfärbung, was auf eine 

Translokation dieser Konstrukte in den Kern während des Internalisierungsvorganges hindeutet. 

D E F 

A B C 

G H I 
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6. Einfluß der Fusionspeptide auf die Funktionalität von p53 

 

6.1. Induktion und Translokation von p53 in UV-bestrahlten Zellen 

 

Um die p53–Induktion in MCF–7–Zellen zu untersuchen, wurden diese einer UV–Strahlung 

von 20J/cm2 ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der UV-Bestrahlung wurden 

Zelllysate gewonnen und diese nach SDS–PAGE einer Analyse durch Western Blot auf p53 

unterworfen. Anschließend wurden indirekte, immunfluoreszenzmikroskopische 

Untersuchungen und sowohl zelluläre als auch nucleäre Lysate mittels Western Blot Analysen 

durchgeführt. Wie in Abbildung 24 und 25 gezeigt, steigt die Gesamtmenge von p53 nach 

UV–Bestrahlung in den Zellen an, was auf eine erhöhte Autoinduktion zurückzuführen ist, 

ebenso transloziert p53 in den Nucleus, um dort als transkriptioneller Aktivator seine 

zellzyklusarretierenden beziehungsweise proapoptotischen Eigenschaften ausbilden zu 

können.  

Abb. 24: p53-Kinetik nach UV-Bestrahlung 

A: unbestrahlte MCF-7-Zellen; B: 1 h post UV (20 J/m2); C: 2 h post UV; D: 4 h post UV. (100-fache Vergrößerung). 

Im Rahmen der Bestrahlung kommt es sowohl zu einem deutlichen Shift des anfänglich zytoplasmatisch 

lokalisierten p53 in den Kern, als auch zu einem Anstieg der Gesamtmenge von p53. 

A B C D 
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Abb. 25: Western-Blot-Nachweis von p53 in bestrahlten MCF-7-Zellen 

Western-Blot-Analsye auf p53 mittels eines spezifischen Antikörpers (DO-1). Bahn 1-4 Kernlysate, Bahn 6-9 

Gesamtzelllysate; 1,6: UV negativ; 2,7: 30 min.; 3,8: 60 min; 4,9: 120 min post UV (20 J/m2); Es zeigt sich sowohl im 

Kern als auch in den Gesamtlysaten ein Anstieg der p53-Menge. 

 

 

6.2. TLM–p53tet!  inhibiert die p53–Translokation in den Nucleus nach UV–Bestrahlung 

und vermindert einen Anstieg des kernlokalisierten p53 in MCF–7–Zellen. 

 

MCF–7–Zellen wurden für zehn Minuten mit TLM–p53tet! inkubiert und anschließend UV–

bestrahlt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, Gesamt- und 

Nucleuslysate gewonnen und diese in Western Blot Analysen auf p53 untersucht. Zeigt sich in 

der Kontrolle sowohl in den Gesamt– als auch in den Nucleuslysaten ein Anstieg des p53, so 

ist dieser in den mit TLM–p53tet! vorinkubierten Zellen deutlich reduziert, wie in Abb. 27 

ersichtlich. Allerdings scheint die Inhibition nicht vollständig zu sein, da ein Teil des 

detektierten p53 nach wie vor in Kernlysaten nachweisbar ist. 

Immunfluoreszenzanalysen zeigen in Abb. 26 an einer einzelnen Zelle die Retention des p53 

in doppelt belichteten Bildern. Die grünfluoreszierenden, mit fluorescein markierten Peptide 

interagieren auch nach 120 Minuten noch mit zellulärem p53 nach UV–Bestrahlung und 

verhindern effektiv die Translokation in den Nucleus. Die Peptide TLM–p53tet"! und TLM–

p53tet" zeigen diesen Effekt in bestrahlten MCF–7–Zellen nicht (Abb. 28). 

 

 

     1     2      3      4     5     6      7     8     9   

Kernlysat Gesamtzelllysat 
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Abb. 26: Inhibition der p53-Kerntranslokation nach Bestrahlung in Anwesenheit von TLM-p53tet!  

A: FLUOS-markiertes TLM-p53tet!; B: DO-1 (p53-spezifischer Antikörper); C: Doppelbelichtung; Auffallend ist die 

nahezu vollständige Retention von p53 4 h nach UV-Bestrahlung im Zytoplasma bei ausgespartem Kern. In der 

Doppelfluoreszenz kommt es zu einer deutlichen Gelbfluoreszenz, was für eine Kolokalisation des TLM-p53tet! mit 

p53 spricht. (100-fache Vergrößerung) 

 

 

Abb. 27: Inhibition der p53 Translokation in den Nuclues 

Gesamt- und Kernlysate bestrahlter und unbestrahlter MCF-7-Zellen, vorinkubiert mit 2 µM TLM–p53tet!. 1: 20 

min. nach Inkubation; 2: 60 min. nach Inkubation; 3: 120 min. nach Inkubation. Im Vergleich zu Abb. 10 zeigt sich 

eine Reduktion des nukleären p53-Gehaltes nach Bestrahlung, die Gesamtmenge an p53 steigt in den 

Gesamtzelllysaten nur wenig an. 

A B C 

Gesamtlysate 
UV negativ UV 20 J/m2 
   1          2         3          4         5          6 

Kernlysate 
UV negativ UV 20 J/m2 
 1        2         3              4           5       6 
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6.3. TLM–p53tet!"  induziert p53–Translokation vom Zytoplasma in den Nucleus in 

unbestrahlten Zellen. 

 

Analog zu den oben beschriebenen Versuchen wurden MCF–7–Zellen mit TLM–p53tet!" 

inkubiert, bestrahlt oder nicht, subzelluläre Lysate gewonnen und diese auf p53 im Western 

Blot anaylsiert. Für das TLM–p535tet!" zeigte sich eine spontane p53–Translokation in den 

Nucleus ca. 120 bis 240 Minuten nach Inkubation ohne DNA–Schädigung (Abb. 28). Ein 

Nachweis dieser Eigenschaften gelang mittel FACS-Analyse nicht. 

 

 

Abb. 28: Nachweis der p53-Menge und -Lokalisation in mit TLM-p53tet!"  inkubierten Zellen 

1-5: Gesamtzelllysate; 7-11: nukleäre Lysate; 6: Postivkontrolle; 1,7:10 Minuten nach Inkubation; 2,8: 30 Minuten 

nach Inkubation; 3,9: 60 Minuten nach Inkubation; 4,10: 120 Minuten nach Inkubation; 5,11: 240 Minuten nach 

Inkubation. Es zeigt sich eine Anstieg der Gesamtmenge an p53 in mit TLM-p53tet!" inkubierten Zellen, der dem 

nach Bestrahlung vergleichbar ist. Ebenso kommt es zu einer Kernlokalisation von p53. 

 

        1     2      3      4     5               6      7       8      9     10     11 

UV, 20J/m2 

UV, TLM-p53tet!" 

TLM-p53tet!" 
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E Diskussion 

 

Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Charakterisierung zellpermeabler 

Fusionspeptide, aufbauend auf dem PreS2-TLM aus dem HBV und den verschiedenen 

Untereinheiten der p53-Tetramerisierungsdomäne. Zum einen galt es, das TLM in seinen 

zellpermeablen Eigenschaften weiter zu charakterisieren, zum anderen p53 in seiner 

Physiologie hinsichtlich Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion differenziert untersuchen zu 

können und mögliche modulatorische Eigenschaften der Peptide auf p53 näher zu 

bestimmen. 

Das TLM hat keinen Einfluß auf die direkte Infektion von Hepatozyten, die zellpermeablen 

Eigenschaften sind aber essentiell für die Freisetzung endozytotisch aufgenommener Viren in 

die Zellen. So wird das TLM nach proteolytischer Spaltung in den primären Lysosomen aus 

den großen und mittleren Oberflächenproteinen der HB-Viren freigetzt und ermöglicht so 

die Translokation der HBV in das Zytoplasma (Stoeckl et al., 2006). 

 

 

1. Generierung zellpermeabler Fusionspeptide 

 

Für alle Fusionspeptide konnten in dieser Arbeit ihre Induzierbarkeit in einem 

prokaryontischen Expressionssystem aufbauend auf E. Coil nachgewiesen und diese in 

weiteren Schritten, sowohl nativ wie auch unter denaturierenden Bedingungen, belegt 

werden. 

In den anschließend durchgeführten Nachweisen mittels SDS-PAGE wurde ersichtlich, daß 

die Fusionspeptide außerdem als Mono-, Di- und Tetramere vorliegen, eine Eigenschaft, die 

laut den bisher postulierten Internalisationsmodellen essentiell für die Translokation über die 

Zellmembran in das Zytoplasma ist. Es ist sehr wahrscheinlich, daß es über eine 

intermolekulare Interaktion zwischen TLM-Peptiden zur Ausbildung invertierter Mizellen 

kommt, die in ihrer hydrophilen Kavität die fusionierten Anteile der in dieser Arbeit 

untersuchten Tetramerisierungsdomänen enthalten. Nach außen werden die hydrophoben 

Anteile der amphiphatischen Helix präsentiert. Diese könnten über eine Interaktion mit 

geladenen Phospholipiden und den hydrophoben Seitenketten der Fettsäuren in der 
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Zellmembran ein Durchschleusen über die ansonsten für polare oder größere Moleküle 

undurchlässige Zellmembran vermitteln. Die Zellmembran scheint außerdem während des 

Translokationsvorganges nicht in ihrer Integrität und Funktionalität gestört zu werden, da 

auch nach acht Stunden post incubationem vitale Zellen zu beobachten sind. 
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2. Nachweis der Internalisation 

 

Für alle Fusionspeptide gelang ein Nachweis der Internalisation sowohl in der indirekten und 

direkten Fluoreszenzmikroskopie, als auch im Westernblot. Dieser Prozeß ist innerhalb von 

Minuten abgeschlossen. Arbeiten, die ein fehlerhaftes experimentelles Setting und einen 

energieabhängigen Internalistaionsmechanismus für das HIV-Tat und Polyarginine anstatt der 

Zellpermeabilität postulieren (Richard et al., 2003), weisen zurecht auf die Möglichkeit der 

Endozytose hinsichtlich der Aufnahme dieser Peptide hin. Sie lassen allerdings außer acht, 

dass die intramolekulare Ladungsverteilung des TLM weniger positiv ist als die der 

Polyarginine, zudem gibt es inzwischen sichere Belege für die endozytotische Aufnahme von 

HIV-Tat (Vives et al., 2003). Für das TLM sind bisher zahlreiche Anwendungen beschrieben, 

die Effizienz und Anwendbarkeit zellpermeabler Peptide aufbauend auf dem TLM allein 

oder in Fusion mit funktionell relevanten Proteinfragmenten klar belegen. (Brandenburg et 

al., 2005; Hafner et al., 2003; Hillemann et al., 2005; Oess and Hildt, 2000; Stoeckl et al., 2006). 

Außerdem schließen die unterschiedlichen Verteilungsmuster der TLM-p53tetx innerhalb 

der Zellkompartimente ein Artefakt, wie es Richard et al. durch Interaktion mit negativ 

geladenen Phospholipiden auf der Zelloberfläche oder mit Nucleinsäuren im Kern 

beschreiben, aus.  

 

Alle Fusionspeptide lassen sich intrazellulär nachweisen. In der Folge zeigt sich eine 

Abnahme der Fusionspetid-Konzentration. Prinzipiell können für diese Beobachtung zwei 

Mechanismen zugurnde gelegt werden. Zum einen kommt es sicherlich innerhalb des 

Zytoplasmas zur Degradation der Peptide durch zelluläre Proteasen. Ebenso ist eine Evasion 

der Fusionspeptide auch aus der Zelle heraus denkbar, da die Zellpermeabilität des TLM 

erhalten bleibt. Welcher dieser beiden Effekte letztlich verantwortlich ist, muss durch 

weitere Untersuchungen belegt werden.   

Es ist ebenso möglich, daß der Konzentrationsabnahme der Fusionspeptide durch eine 

Sequestrierung derselben im Zyto- oder Nucleoplasma entgegengewirkt wird. 

 

In den hier beschriebenen Experimenten zeigen die TLM-p53tetx jeweils ein 

unterschiedliches, intrazelluläres Verteilungsmuster nach Inkubation mit Fluorescein-
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markierten Peptiden: Das TLM-p53tet! ist perinukleär, TLM-p53tet" und TLM-p53tet"! 

sogar nucleär lokalisiert. Alle drei Peptide scheinen mit zellulärem wtp53 zu interagieren, 

wie durch Doppelfluoreszenzen belegt werden konnte. 

Diese Verteilungsmuster ist eine mögliche Erklärung für die Eigenschaften der TLM-p53tetx 

auf die physiologischen Funktionen von p53. 

Bei Analysen der nach Gesamt- und Kernlysat aufgearbeiteten Proben konnte außerdem 

gezeigt werden, dass das TLM-p53tet! fast ausschließlich im Zytoplasma und nicht im Kern 

nachzuweisen war. Dies deckt sich mit den später gemachten Beobachtungen der Interaktion 

mit p53 und der Inhibition p53-abhängiger Wirkungen in bestrahlten Zellen. 

Für das TLM-p53tet" und das TLM-p53tet"! wurde in den Doppelfluoreszenzen eine 

Kernlokalisation im Komplex mit p53 nachgewiesen. Dieses Ergebnis deckt sich zumindest 

für das TLM-p53tet"! mit einem Anstieg der nukleären p53-Konzentration. 

 
 
3. Modulation von  p53 

 

Eine aktivierende Eigenschaft ließ sich im Luciferase-Assay für das TLM-p53tet"! nachweisen, 

nicht jedoch für das TLM-p53tet". Hier zeigen die Experimente widersprüchliche 

Ergebnisse: Zum einen eine Aktivierung in unbestrahlten, in bestrahlten Zellen hingegen 

eine dem TLM-p53tet! analoge Hemmung. Abb. 29 fasst die Experimente des Luciferase-

Assays zusammen. 
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Abb. 29: Eigenschaften der Peptide PreS2-TLM-tetx auf bestrahlte und unbestrahlte MCF-7-Zellen 

Nach Transfektion zeigt sich im Luciferaseassay eine komplette Inhibition der p5-Aktivität in bestrahlten Zellen. Die 

Peptide TLM-p535tet! und TLM-p53tet!" scheinen p53-Aktivität in unbestrahlten Zellen zu induzieren. TLM-

p535tet! zeigt in bestrahlten Zellen auch einen inhibitorischenn Effekt bezüglich p53-abhängiger Genexpression. 

Die Balken zeigen die Standardabweichung. 

 

Die scheinbare Aktivierung von p53 durch TLM-p535tet! und TLM-p53tet!" in nicht 

bestrahlten Zellen konnte allerdings nicht verifiziert werden. Gegen eine p53-Aktivierung 

spricht, daß sich aufbauend aus allen drei Peptiden stabile Zelllinien etablieren ließen. Dies 

wäre aufgrund der erwarteten, gesteigerten und damit möglicherweise proapoptotischen 

oder zellzyklusarretierenden Aktivität von p53 in den TLM-p535tet! und TLM-p53tet!" 

exprimierenden Zelllinien, nur schwer denkbar, da auch diese Zelllinien ein normales 

Wachstum unter selektierenden Bedingungen zeigen. Möglicherweise spielt die 

unterschiedliche Lokalisation von p53 in stabil transfizierten Zelllinien eine entscheidende 

Rolle. Hier sind die Fusionspeptide streng perinukleär lokalisiert, wohingegen Zellen, die mit 

den Peptiden kurzzeitig inkubiert wurden, für das TLM-p535tet! und TLM-p53tet!" eine 

nukleäre Lokalisation zeigen. Eine Erklärung wäre, daß es unter den Bedingungen eines 

selektionierenden Mediums und einer Aktivierung zellprotektiver Prozesse zu einem 

Shuttling der Peptide aus dem Kern in das Zytoplasma kommt und damit eine p53-

Aktivierung verhindert würde. 
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3.1. Einflüsse des TLM-p53tet!  auf die p53-abhängige, physiologische Antwort UV-
geschädigter Zellen. 
 

In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, daß MCF-7-Zellen in Abhängigkeit der 

Strahlendosis mit einer p53-Aktivierung und Zellzyklusarrest reagieren. Dies ist deshalb 

notwenig, um die durch UV-Strahlung induzierte, onkogene Verknüpfung der DNA über 

Reparationsmechanismen rückgängig zu machen und ein funktionell und strukturell intaktes 

Genom in der Zelle wiederherzustellen. Hierurch wird eine suffiziente Replikation und 

Transkription gewährleistet. Abb. 30 zeigt die prozentualen Anteile der in den verschieden 

Phasen des Zellzyklus befindlichen Zellen. 

  

Abb. 30: Zellzyklusanalysen von MCF-7-Zellen mit und ohne Bestrahlung in An- und Abwesenheit des 

PreS2-TLM-p53tet!  

In Anwesenheit des PreS-TLM-p53tet! kommt es zu einem Block des Zellzyklusarrest nach UV-Bestrahlung im 

Vergleich mit bestrahlten Zellen. 
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Es konnte gezeigt werden, dass es in Anwesenheit des TLM-p53tet! zu einer verminderten 

Aktivierung von p53 kommt. Die Daten aus dem Luciferase-Assay belegen dies. Die zur 

Gesamtaktivität der Luciferase proportionale p53-Aktivität reduziert sich in Anwesenheit des 

inhibitorischen Peptids auf den Wert der unbestrahlten Kontrolle, was für eine fast 

vollständige Hemmung von p53 spricht. 

Ein möglicher Ansatz zur Erklärung der inhibitorischen Eigenschaften der !-Untereinheit der 

Tetramerisierungsdomäne besteht in der kompetitiven Inhibition eben dieser 

Tetramerisierung. Zusätzlich mag dieser Mechanismus über eine Sequestrierung des p53-

TLM-p53tet!-Komplexes im Zytoplasma eine suffiziente Translokation von p53 in den Kern, 

also an seinen Wirkort, verhindern, wie in Abb. 31 dargestellt. 

 

 

 
 
 
Abb. 31: Möglicher Mechanismus der p53-Inhibition durch TLM-p53tet!  

TLM-p53tet! verhindert über eine kompetitive Hemmung die zur transkriptionellen Aktivierung notwendige 

Tetramerisierung vierer p53 und die Translokation über Kernporen in den Nucleus. Eine Aktivierung p53-

abhängiger proapoptotischer oder zellzyklusarretierender Prozesse wird hierdurch unterdrückt. (orange: TLM-

p53tet!; cyan: DNA; blau: p53, grün: Veränderungen an p53: Phosphorylierung, Acetylierung) 
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Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen die prinzipielle Möglichkeit, mit zellpermeblen 

Peptiden p53 in seiner Aktivität zu modulieren.  

Bereits in einigen vorherigen Arbeiten wurde dieses System gewählt, da p53 ein sehr gut 

charakterisiertes System darstellt mit für die Zelle lebensnotwendigen Eigenschaften (Hupp 

et al., 1992; Selivanova and al., 1998). Aus klinischer Sicht wäre gerade eine Aktivierung von 

p53 auf diesem Wege interessant. Selivanova et al. gelang es bereits 1999, mutiertes und 

damit nicht funktionelles p53 mittels eines zellpermeablen Peptides aus dem HIV-Tat und 

der c-terminalen, regulatorischen Domäne von p53 zu aktivieren und in entsprechenden 

Tumorzellen Wildtypaktivität mit Apoptose zu induzieren. Dies stellt eine Möglichkeit dar, in 

Zellen mit intakten Genom eine gezielte, nicht toxische Aktivierung von p53 und damit einen 

Tumorzelluntergang zu erreichen.  

 

Eine Aktivierung konnte in der hier vorliegenden Arbeit mit den von uns generierten 

Peptiden nicht sicher nachgewiesen werden, auch wenn sich initial Hinweise in der 

Lokalisation von p53 und in der Steigerung der Luciferaseaktivität ergaben. Die fehlende p53 

Translokation und das normale Wachstumsverhalten von MCF-7TLM-tet! und MCF-7TLM-p53tet!" 

schließen eine Induktion von p53 im Sinne einer Aopotoseeinleitung allerdings aus. 

Inwieweit diese die Teilungsgeschwindigkeit und damit den Zellzyklus beeinflussen, muss 

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
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F Ausblick 

 

1. Zellpermeable Peptide als neues Werkzeug in Biochemie und Medizin  

 

1. 1. Zellpermeable Peptide in der biochemischen Forschung 

 

Zellpermeable Peptide sind in der biochemischen Forschung ein in den letzten Jahren 

zunehmend an Bedeutung gewinnendes Werkzeug. Die Zellmembran stellt eine für polare 

Stoffe unüberwindliche Barriere dar. Zellpermeable Peptide bieten die Möglichkeit, unter 

Erhaltung der Membranintegrität gezielt in zelluläre Prozesse eingreifen zu können und 

beispielsweise Signalkaskaden zu modulieren (Joliot and Prochiantz, 2004). Eindrucksvoll 

konnte dies bereits durch Oess und Hildt in der Originalarbeit zum PreS2-TLM gezeigt 

werden. Hier wurde Grb2 als neuer Bindungspartner für TNFR identifiziert (Oess and al., 

2000). Neuere Experimente mit einem zellpermeablen Hbx aus HBV haben zur 

Entschlüsselung der nachgeschalteten Signalkaskaden geführt (Hafner et al., 2003). Schließlich 

zeigen Ergebnisse aus dieser Arbeit eindeutig, daß p53 in seiner Aktivität moduliert werden 

kann. Von diesen Ergebnissen ausgehend könnten weitere, p53-abhängige Prozesse 

identifiziert werden, ohne massiv in die genomische Integrität wie zum Beispiel in Knock-

out-Mäusen einzugreifen. 

 

Für die Forschung sind zellpermeable Peptide einfach, günstig und in ausreichender Menge 

und Reinheit über Induktionskulturen in pro- oder eukaryontischen Expressionssystemen und 

anschließender Aufreinigung über säulenchromatografische Verfahren zu gewinnen. In der 

Anwendung sind sie nicht auf bestimmte Zellen oder Spezies beschränkt, da keine 

Rezeptoren und Endozytose für die erfolgreiche Internalisation der Peptide notwendig sind. 

Außerdem wird die Zellmembran nicht in ihrer Integrität verletzt, und die Zelle bleibt als 

vitales System erhalten (Saar et al., 2005). 

 

Ein weiterer Vorteil liegt in der hohen Effizienz hinsichtlich des prozentualen Anteils der 

erreichten Zellen. Zieht man zum Vergleich liposomale oder die Calciumphosphat-Methode 

zur Transfektion hinzu, zeigt sich bei zellpermeablen Peptiden eine sehr viel höhere 
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Aufnahmerate der zellpermeablen Peptide, da nahezu alle Zellen durch diese Peptide 

erreicht werden. Diese liegt in den hier durchgeführten Experimenten bei nahezu 100%, 

wobei eine Transfektion mittels liposomalen Vektoren eine maximale Transfektionsrate von 

15% zeigte. 

Ein weitere Vorteil liegt in der Einführung eines Peptides oder eines Proteins, ohne auf den 

zellulären Translationsapparat zurückgreifen zu müssen. Mechanismen für eine ineffektive 

Expression auch nach erfolgreicher Transfektion werden hierdurch umgangen, und Peptide 

oder Proteine können direkt in ihren Effekten auf Signalkaskaden, Zellteilung, 

Zelldifferenzierung etc. beobachtet werden. 

 

Nachteilig bleibt hier die nicht andauernde Wirkung der zellpermeablen Peptide, da diese 

zum einen aus der Zelle, genauso wie sie internalisiert worden sind, wieder hinausgelangen 

können, zum anderen werden diese Peptide zügig degradiert und damit in ihrer Funktion 

wirkungslos. 

 

 

1. 2. Zellpermeable Peptide in der medizinischen Anwendung 

 

Die Zellmembran stellt ebenso wie in der biochemisch-medizinischen Forschung in der 

Therapie von Erkrankungen nach wie vor die Barriere schlechthin dar, funktionell relevante 

DNA oder Proteine oder Proteinfragmente an ihren Wirkort im Karyo- oder Zytoplasma zu 

bringen. In den letzten Jahren wurden vor allem Methoden sowohl in vitro als auch in vivo 

entwickelt, um mittels Gentherapie bei bisher nicht heilbaren Erkrankungen wie zum 

Beispiel Mukoviszidose, schweren, kombinierten Immundefekten oder Tumoren neue, 

kurative Therapien zu entwickeln (Edelstein et al., 2004). Ähnliches wurde für 

Tumorerkrankungen versucht, die bisher einer Chemotherapie nicht zugänglich waren. 

Hierbei wurde auf die bisher vorliegenden Möglichkeiten zurückgegriffen, dies mittels 

gentechnologisch veränderten Viren, in den meisten Fällen veränderte Adeno- oder 

Retroviren, die das zu therapierende Gen tragen, zu erreichen. Einige Therapieansätze 

zeigten zumindest einen Teilerfolg, wobei die zeitlich limitierte Expression der durch 

Gentherapie eingeführten DNA einen dauerhaften Therapiererfolg bei chronischen 
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Erkrankungen nicht ermöglicht (Grieger and Samulski, 2005). Außerdem zeigten sich die 

veränderten Viren in einige Fällen als so immunstimulatorisch und in der Folge toxisch, daß 

diese Versuche abgebrochen werden mussten (Horstmann et al., 2005). 

 

Ein weiteres Problem besteht außerdem in der häufig fehlenden Zellspezifität der 

verwendeten Vektoren. Für Adenoviren konnte beispielsweise neben einer Infektion von 

respiratorischem Epithel auch eine Infektion von Leberzellen nachgewiesen werden. 

 

Die in anderen Therapieansätzen verwendeten Retroviren bieten den Vorteil, selektiv Zellen 

der hämatopoetischen Linie zu infizieren, und sie integrieren die in ihnen enthaltene DNA 

stabil in das Genom der infizierten Zelle. Dies hat den unbedingten Vorteil einer stabilen 

Expression, birgt aber die große Gefahr einer unkontrollierten Integration der Fremd-DNA 

an Genorten, die selbst wiederum für Promotoren, Suppressoren, Onko- oder Antionkogene 

kodieren und damit als „Nebenwirkung“ eine erneute Tumorprogression auslösen können. 

Bisher ist es nicht gelungen, eine gezielte und ortsgenaue Integration zu erreichen (Gonin et 

al., 2005). 

 

Zellpermeable Peptide sind möglicherweise eine weitere Option in neuen, experimentell-

therapeutischen Ansätzen. Im Prinzip erreichen zellpermeable Peptide alle Zellen und sind 

so primär nicht zell- oder tumorspezifisch. Es bietet sich jedoch die Möglichkeit, über 

anfusionierte Peptide, Proteine oder Nucleotide, die in den betroffenen Zellen veränderten 

Funktionen gezielt zu modulieren. So wäre beispielsweise denkbar, in Tumorzellen, die 

aufgrund einer Überexpression von p53 nicht apoptotisch, sondern mit einem verlängerten 

Zellzyklus und einer daraus resultierenden, verbesserten Fähigkeit der DNA-Raparation und 

Zellteilung, reagieren, p53 mit TLM-p53tet! zu inhibieren. Dadurch könnten andere, 

proapoptotische Signalkaskaden, die im Rahmen einer genomischen Instabilität oder einem 

abweichenden Chromosomensatz zu einer Apoptoseinduktion führen, aktiviert und einer 

Tumorprogression Einhalt geboten werden. Andere Zellen wären von diesem Effekt nicht 

betroffen, da in diesen p53 zwar als zytoplasmatisches Protein vorliegt, es aber in der Regel 

nicht aktiviert ist. 
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Die kontinuierliche Degradation der Peptide ermöglicht außerdem einen nur temporären 

Effekt und böte dadurch eine gute Steuerbarkeit der erwünschten und weniger 

unerwünschte Effekte im Sinne von Nebenwirkungen. Zellpermeable Fusionspeptide 

könnten auf diese Wiese wie Antibiotika oder Chemotherapeutika temporär eingesetzt 

werden. 

 

Bezüglich der Imunogenität und einer hieraus resultierenden Antikörperbildung ist für das 

TLM bisher wenig bekannt. Experimente zur Herstellung TLM-spezifischer Antikörper zeigten 

eine nur geringe Immunigenität, da die hierfür verwendeten Kaninchen mehrfach mit hohen 

Konzentrationen von TLM stimuliert werden mussten, um eine ausreichende 

Antikörperantwort zu induzieren. So könnten in einer möglichen Therapie überschießende 

Immunreaktionen, wie sie für den adenoviralen Gentransfer beschrieben worden sind, 

ausbleiben. 

 

In der Anwendung deutlich schwieriger, aufwändiger und teurer wäre die Therapie 

chronischer Erkrankungen wie beispielsweise der Mukoviszidose oder Stoffwechseldefekten, 

da eine dauerhafte Modifikation der pathologischen Prozesse nur durch kontinuierliche 

Gaben der Fusionspeptide möglich wäre. Eine stabile Expression oder eine Veränderung des 

Genoms wie bei den stabil in das Genom integrierenden Retroviren, ist in diesem Verfahren 

nicht möglich. 

 

Die Unabhängigkeit von Promotoren und zusätzlicher, zellfremder DNA bietet den Vorteil 

einer deutlich geringeren Beeinflussung DNA-abhängiger Prozesse in der Zelle. 
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G Material und Methoden 

I. Material 

I.1. Geräte 

1.1. Elektrophorese und Blotsysteme 

Horizontal-Elektrophorese-System   AmershamPharmacia Biotech 

GNA 100 und 200 mit EPS 301   Hoefer (Schweden) 

Vertikale Elektrophorese Systeme   AmershamPharmacia Biotech 

SE 260 und 600 mit EPS 301   Hoefer (Schweden)  

Semi-Dry-Blotkammer  Semiphor    AmershamPharmacia Biotech 

Multiphor II  mit EPS 301    Hoefer (Schweden) 

 

1.2. Chromatographiegeräte und -Säulen 

Äcta Explorer     AmershamPharmacia Biotech (Schweden) 

Äcta Purifier     AmershamPharmacia Biotech 

Ettan LC      AmershamPharmacia Biotech 

Affinitätschromatographiesäule Nickel NTA  Qiagen (Hilden) 

Ionentauschersäule MonoS   AmershamPharmacia Biotech 

Reversed phase Säule C18    AmershamPharmacia Biotech 

Gelfiltrationssäule    AmershamPharmacia Biotech 

Leersäule HR5/5     AmersahmPharmacia Biotech 

 

1.3. Zentrifugen und Rotoren 

Tischzentrifugen     Biofuge fresco, Haereus 

Untertischzentrifugen    Minifuge 2, Haereus 

Kühlzentrifuge      Superspeed RC 5B mit Zentrifugenrotor  

HB4, GS3, SM24, SS34; Sorvall 

Ultrazentrifuge     L8 mit Ti50 Rotor, Beckman 

Zentrifugenkonentrator    Speedvac concentrator SV 100H, Savant 

 

1.4. Mikroskope 

Lichtmikroskop     Diavert, Leitz (Wetzlar) 

Fluoreszenz-Mikroskop    DM RBE, Leitz (Wetzlar) 

Fluoreszenz-Mikroskop-Photoeinrichtung  Leica (Solms) 

 

1.5. Sonstige Geräte 

Brutschränke     Heraeus (Osterode) 

Entwicklermaschine     AGFA Curix 60 Aqua (Köln) 
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FACS      Becton Dickinson FACScalibur 

Geltrockner     AmershamPharmacia 

E max precision mikroplate reader   Molecular devices (USA) 

Thermo-Cycler PTC-100    MJ Research (USA) 

Thermomixer compact    Eppendorf (Hamburg) 

Inkubationsschüttler    Unitron HT-Infors (Bottmingen, Schweiz) 

Wasserbad     GFL (Burgwedel) 

pH-Meter 765 Calimatic    Knick (Berlin) 

Homogenisator Sonoplus HD 2070   Bandelin (Berlin) 

Spektrometer     AmershamPharmacia 

Sterilwerkbank     Haereus 

Tischschüttler     Duormax 1030 (Heidolph) 

Universalwaage     Sartorius (Göttingen) 

Feinwaage 1608 MP    Sartorius (Göttingen) 

Photometer Ultraspec 3300 pro   AmershamPharmacia Biotech (Freiburg) 

 

1.6. Hardware      

PC      Apple G3, Apple G4, Siemens Nixdorf PIII 

Flachbettscanner     AGFA 

Diascanner     Nikon 

Drucker      HP Deskjet, HP Laserjet 

 

1.7. Spezielle Software 

ModFit Zellzyklusanalyse-Software   Freeware 

CellQuest FACS-Software    Becton Dickenson (Boston) 

RasWin/RasMol     Freeware 

 

1.8. Verwendete Kits 

 QIAprep Spin Miniprep Kit    Qiagen (Hilden) 

 QIAprep Maxi Kit     Qiagen 

 QIAquick gel extraction  Kit   Qiagen 

 Qiaquick PCR purification Kit   Qiagen 

 ECL 1 & 2 Substrat    AmershamPharmacia Biotech (Schweden) 

 Hybond ECL-Filme    AmershamPharmacia Biotech 

 Luciferase gene reporter assay   Roche (Mannheim) 



Material und Methoden 66  

I.2. Biologica 

2.1. Bakterienstämme und Zellkulturen 

!

2.1.1. Bakterienstämme 

E. coli DH5!      GIBCO BRL 

E. coli M15pRep4     Qiagen 

 

2.1.2. Eukaryontische Zelllinien 

293-Zellen     humane, embryonale Nierenzelllinie 

MCF-7      humane Mammacarcinom-Zelllinie 

HepG2      humane Hepatoblastom-Zelllinie 

SaOs-2      humane Sarcom-Zelllinie 

Alle eukaryontischen Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen, 38124 Braunschweig, bezogen. 

 

2.2. Zellkulturmedien und -zusätze 

DMEM (Dulbecco`s modified eagle medium) Sigma (Deisenhofen) 

RPMI-1640     Sigma  

McCoy`s 5A     Sigma  

FCS (fötales Kälberserum)    PAA (Österreich) 

Natriumpyruvat     Sigma 

Trypsin-Lösung     Sigma  

Accutase     PAA 

Penicillin-Streptoycin-Lösung   Sigma  

Gentamycin-Lösung    Sigma 

bovines Insulin     Sigma 

 

2.3. Enzyme 

!

2.3.1. Restriktionsendonucleasen Typ II 

BamH1      Roche (Mannheim) 

EcoR2      Roche 

HindIII      Roche 

NcoI      Roche 

 

2.3.2. DNA-Polymerasen 

Taq-DNA-Polymerase    Roche 

Advantage2-Polymerase    Clontech 
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2.3.3. Sonstige Enzyme 

T4-DNA-Ligase     Roche 

Proteinase K     Roche 

M-MLV-reverse Transkriptase   Promega 

Ribonuclease A     Sigma 

DNase      Roche 

Aprotinin     Sigma 

Alkalische Phosphatase    Roche 

 

2.4. Primäre Antikörper 

anti-6His-tag     Qiagen, Chemicon 

anti-p53-Antikörper 

  Do-1     Santa Cruz Biotechnologies 

  Ab-246     Calbiochem 

  Ab-1     Calbiochem 

  S392     Santa Cruz Biotechnologies 

  S15     Santa Cruz Biotechnologies 

anti-p21      Santa Cruz Biotechnologies 

anti-GADD45     Santa Cruz Biotechnologies 

anti-mdm2     Santa Cruz Biotechnologies 

anti-14-3-3!     Santa Cruz Biotechnologies 

anti-PARP     Santa Cruz Biotechnologies 

 

2.5. Konjugierte Antikörper 

goat anti-mouse Ig Peroxydase konjugiert  AmershamPharmacia Biotech 

rabbit anti-goat Ig Peroxydase konjugiert  Jackson Immuno-Research 

Cy3-konjugierter goat anti-mouse Ig   Jackson Immuno-research 

Cy3-konjugierter donkey anti-rabbit Ig  Jackson Immuno-research 

Cy2-konjugierter goat anti-mouse Ig   Jackson Immuno-Research 

Cy2-konjugierter donkey anti-mouse Ig  Jackson immuno-Research 

 

2.6. Oligonucleotide 

Die Oligonucleotide wurden von den Firmen MWG, Ebersberg, und TIB-Molbiol, Berlin, synthetisiert. 

Die Restriktionsenzymschnittstellen sind unterstrichen, die für den PreS2-TLM-Überhang kodierenden 

Sequenzen kursiv. 

PreS2-TLM-teta-f  5`-GGG GGA TCC ATG CCT CTG TCC TCG ATC TTC TCA CGC ATC GGG GAC CCT 

    GGG CGT GAG CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG-3` 

PreS2-TLM-tetb-f  5`-GGG GGA TCC ATG CCT CTG TCC TCG ATC TTC TCA CAC ATC GGG GAC CCT 

    GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG-3` 
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PreS2-TLM-teta-b  5`-GGG GGA TCC TCA CCC AGC CTG GGC ATC-3` 

PreS2-TLM-tetb-b  5`-CCC GGA TCC TCA ACG GAT CTG AAG GGT GAA ATA TTC AGG GTC CCC 

    GAT GCG TGA GAA GAT CGA GGA CAG AGG CAT GGA TCC CCC-3` 

 

2.7. Plasmide 

2.7.1. eubakterielle Expressionsplasmide 

pQe8, pQe9, pQe60    Qiagen (Hilden) 

 

2.7.2.eukaryontische Expressionsplasmide 

pCDNA3.1(-)     Clontech 

pEGFP-N1     Clontech 

pLuc      Stratagene 

 

2.8. Längenstandards 

 LMW-Marker     AmershamPharmacia Biotech 

Rainbow marker RPN 755/756   AmershamPharmacia Biotech 

Multimarker     Novex 

DNA Längenstandard X    Roche (Mannheim)  

DNA Längenstandard 50 bp/100 bp  Roche

 

I.3. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

3.1. Chemikalien 

Acetonitril     Fluka 

Acrylamid/Bisacrylamid (29%/1% w/v)-Lösung Roth 

Adenosintriphosphat    Roche 

!-Aminocapronsäure    Sigma 

Aminosäuren, nichtessentielle (100x)  Sigma 

Ammoni umacetat    Fluka 

Ampicillin     Roth 

Bradford-Reagenz    Roth 

a-Butanol     Merck 

Borsäure      Fluka 

Bromphenolblau     Sigma 

bovines Rinderserum Fraction V   Sigma 

Chloroform (Trichlormethan)   Merck 

Coomassie Brilliant Blue R250   Fluka 

Desoxytriphosphate (dATP, dCTP, dGTP,   Roche 

dTTP), PCR-grade 
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1,4 Dithiothreitol (DTT)    Sigma 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)   Merck 

Eisessig      Fluka 

Ethanol      Roth 

Ethidiumbromid     Sigma 

G418      PAA 

D-Glucose     Merck 

Glycin      Merck 

Glycerol      Roth 

Guanidinhydrochlorid    Sigma 

Harnstoff     Sigma 

HEPES (4(2-Hydroxyethyl)-l-piperazinethan-  Merck 

sulfonsäure) 

Imidazol      Merck 

IPTG (Isopropyl-!-thiogalactosid)   Roth 

Lithimchlorid     Merck 

2-Mercaptoethanol    Sigma 

Methanol     Roth 

Milchpulver (0,1% Fett)    Fluka 

MOPS (3-(N-Morpholin)-propansulfonsäure  Fluka 

NHS-Fluorescein     Roche 

NP40 (nonidet P40)    Sigma 

Orthovanadat (Na-Salz)    Fluka 

Phenol      Roth 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)   Sigma 

Propidiumiodid     Sigma 

Protein A/G-Sepharose    Santa Cruz Biotechnologies 

SDS (Na-Dodekylsulfat)    Fluka 

TEMED (N,N,N,N-Tetramethylenethylendiamid) Fluka 

Tris      Sigma 

Tris-HCl      Sigma 

Triton-X-100     Sigma 

Trizol®      Calbiochem 

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitolmonolaurat) Sigma
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3.2. Verbrauchsmaterialien 

Einmalpipetten     Fischer Laborbedarf 

Hybond N+ Membran    AmershamPharmacia Biotech 

Hybond P Membran    AmershamPharmacia Biotech 

Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF)   pharmacist's Biotech 

Einmalobjektträger    Fischer Laborbedarf 

Zellschaber     Fischer Laborbedarf 

Zellkulturflaschen     Fischer Laborbedarf 

Ultrazentrifugenröhrchen (Polyallomer)  Beckman (USA) 

Filterpapier 3 MM    Whatman 

 

 

I.4. Lösungen und Puffersysteme 

4.1. Ampicillin-Stammlösung (1000x) 

5g Ampicillin 

ad 50 ml aqua bidest 

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C 

 

4.2. Anodenpuffer I für Western-Blot-Analyse 

300 mMol Tris 

20 % (v/v) Methanol 

vor Gebrauch entgasen 

 

4.3. Anodenpuffer II für Western-Blot-Analyse 

25 mM Tris 

20 % (v/v) Methanol 

vor Gebrauch entgasen 

 

4.4. Coomassie-Färbelösung für 

Polyacrylamidgele 

0,8 g Coomassie brilliant blue R250 

200 ml Methanol 

200 ml aqua bidest. 

40 ml Eisessig 

ad 500 ml mit aqua bidest 

sterilfiltrieren, Lagerung bei –20°C 

 

 

4.5. DNA-Färbelösung für FACS-Analyse 

PBS 

0,1% Triton X-100 

2mM EDTA 

50 U/ml RNase 

50 !g/ml Propidiumiodid 

 

4.6. Dialysepuffer für Proteinrenaturierung 

140 mM NaCl 

10 mM HEPES, pH 7,5 

 

4.7. Dignam A 

10 mM HEPES pH 7,9 

1,5 mM MgCl2 

10 mM  KCl 

0,5 mM DTT 

0,5 mM PMSF 

 

4.8. Dignam C 

20 mM HEPES 

25 % Glycerol 

420 mM NaCl 

1,5 mM MgCl2 

0,2 mM EDTA 

0,5 mM DTT 
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0,5 mM PMSF 

 

4.9. Dignam D 

20 mM HEPES 

25 % Glycerol 

100 mM KCl 

0,2 mM EDTA 

0,5 mM DTT 

0,5 mM PMSF 

 

4.10. Entfärbelösung nach Coomassiefärbung 

25 % Methanol 

10 % Eisessig 

65 % aqua dest. 

 

4.11. Entwicklerlösung für Silberfärbung (SDS-

PAGE) 

2,5 % Na2CO3 (6,6 % NaCO3x10 H2O) 

120 !l Formaldehyd 37 % 

ad 100 ml aqua bidest 

 

4.12. Fixierlösung für FACS-Analyse 

70 % Methanol 4°C 

30 % PBS 

 

4.13. Fixierlösung für Silberfärbung 

30 % Ethanol 

10 % Eisessig 

60 % aqua dest. 

 

4.14. IPTG-Stammlösung (1000x) 

238 mg IPTG 

ad 10 ml aqua bidest. 

sterilfiltrieren. Lagerung bei –20°C 

 

4.15. Kanamycin-Stammlösung (1000x) 

1,25 g Kanamycinsulfat 

ad 50 ml aqua bidest. 

sterilfiltrieren, Lagerung bei –20°C 

4.16. Kathodenpuffer für die Western-Blot-

Analyse 

40 mM !-Aminocapronsäure 

20 % Methanol 

vor Gebrauch entgasen 

 

4.17. Keimbilder für Silberfärbung (SDS-PAGE) 

0,1 % AgNO3 

40 !l Formaldehyd 37 % 

ad 100 ml aqua bidest. 

 

4.18. Konditionierer für Silberfärbung (SDS-

PAGE) 

0,4 M NaAcetat pH 6,0 

30 % Ethanol 

2 % Glutaraledehyd 

200 mg Na2S2O3x5H2O 

ad 100 ml aqua bidest. 

 

4.19. Kopplungspuffer für FLUOS-Markierung 

140 mM NaCl 

10 mM HEPES pH 7,5 

 

4.20. Laufpuffer für die SDS-PAGE (10x) 

30,28 g Tris 

144 g Glycin 

10 g SDS 

0,1 g NaN3 

ad 1000 ml aqua bidest. 

 

4.21. LB-Agarplatten 

15 g Bactoagar 

1 L LB-Medium 

autoklavieren, nach abkühlen auf 50°C mit dem 

jeweiligen Antibiotikum versetzen und die Platten 

sofort gießen. 
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4.22. LB-Medium 

10 g Bactotryptone 

5 g Bacto-Yeast-Extrakt 

5 g NaCl 

in 1l aqua dest. lösen und autoklavieren; 

entsprechendes Antibiotikum kurz vor Gebrauch 

zusetzen. 

 

4.23. Lysispuffer für die Immunpräzipitation 

1 % (v/v) Triton-X-100 

20 mM Tris-HCl pH 8,0 

137 mM NaCl 

2 mM EDTA 

1 mM PMSF 

0,15 U/ml Aprotinin 

1mM Orthovanadat 

 

4.24. Lysispuffer für Luciferase-reporter-Gene-

Assay (5x) 

1,25 % Nonidet P-40 

 

4.25. Penicillin-Streptomycin-Stammlösung für 

Zellkultur 

5 g Streptomycin 

2,99 g Penicillin 

ad 500 ml PBS 

serilfiltrieren, Lagerung bei –20°C 

 

4.26. phosphate buffered saline (PBS, 10x) 

400g NaCl 

10 g KCl 

57,5 g Na2HPO4x2H2O 

10 g KH2PO4 

in 3 l aqua bidest. lösen, autoklavieren, und mit 

autoklaviertem aqua bidest. auf 5 l auffüllen. 

 

4.27. PBS-T 

1000 ml PBS 

500 !l Tween 20 

4.28. Probenpuffer für die SDS-PAGE 

(reduzierend) 

0,2 M Tris-HCl ph 6,8 

6 % SDS 

20 % Glycerol 

10 % DTT 

0,1 mg/ml Bromphenolblau 

0,1 mg/ml Orange G 

aliquotiert bei –20°C lagern 

 

4.29. Puffer für die Säulenchromatographie 

4.29.1. Puffer A zur Lyse für Ni2+-NTA-

Affinitätschromatographie, pH 8,0 

6 M Guanidin-HCl 

10 mM Tris-HCl 

100 mM NaPi 

10 mM 2-Mercaptoethanol 

 

4.29.2. Laufpuffer B für die Ni2+-NTA-

Affinitätschromatographie pH 8,0 

6 M Harnstoff 

10 mM Tris-HCl 

100 mM NaPi 

10 mM 2-Mercatoethanol 

 

4.29.3. Laufpuffer C für die Ni2+-NTA-

Affinitätschromatographie, pH 6,3 

6 M Harnstoff 

10 mM Tris-HCl 

100 mM NaPi 

10 mM 2-Mercatoethanol 

 

4.29.4. Laufpuffer D für die Ni2+-NTA-

Affinitätschromatographie, pH 6,3 

6 M Harnstoff 

10 mM Tris-HCl 

100 mM NaPi 

10 mM 2-Mercatoethanol 

250 mM Imidazol 
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4.29.5. Laufpuffer A für die MonoS-Säule 

(denat.), pH 6,0 

6 M Harnstoff 

40 mM NaPi, pH 6,0 

10 mM 2-Mercaptoethanol 

2 % Ethanol 

 

4.29.6. Laufpuffer B für die MonoS-Säule 

(denat.), pH 6,0 

6 M Harnstoff 

40 mM NaPi, pH 6,0 

10 mM 2-Mercaptoethanol 

2 % Ethanol 

1 M NaCl 

 

4.29.7. Laufpuffer für die Gelfiltration 

PBS 

vor Gebrauch entgasen 

 

4.29.8. Laufpuffer A für die reversed-phase-

Chromatografie 

80 % Acetonitril 

20 % H2O 

 

4.29.9. Laufpuffer B für die reversed-phase-

Chromatografie 

80 % Acetonitril 

20 % H2O 

0,1 % Trifluoracetat 

 

4.30. Qiagen Puffer P1 

50 mM Tris-HCl pH 8,0 

10 mM EDTA 

vor Gebrauch RNase zusetzen 

 

4.31. Qiagen Puffer P2 

0,2 M NaOH 

1 % SDS 

 

4.32. Qiagen Puffer P3 

2,55 M KAcetat pH 4,8 

 

4.34. Qiagen Puffer QBT 

750 mM NaCl 

50 mM MOPS pH 7,0 

15 % Ethanol 

0,15 % Triton-X-100 

 

4.35. Qiagen Puffer QC 

1 M NaCl 

50 mM MOPS pH 7,0 

15 % Ethanool 

 

4.36. Qiagen Puffer QC 

1,25 M NaCl 

50 mM MOPS ph 8,2 

15 % Ethanol 

 

4.37. Sammelgelpuffer (4x) für SDS-PAGE 

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 

0,4 % SDS 

0,1 % NaN3 

 

4.38. Stripping-Puffer 

100 mM 2-Mercatoethanol 

2 % SDS 

62,5 mM Tris-HCl pH 6,7 

 

4.39. TBE-Puffer (5x) 

500 mM Tris 

415 mM Borsäure 

5 mM EDTA 

bei Raumtemperatur lagern 

 

4.40. TE-Puffer 

10 mM Tris-HCl pH 8,0 

1 mM EDTA, autoklavieren 
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4.41. TFB-Puffer 1 

100 mM Rubidiumchlorid 

50 mM Manganchlorid 

30 mM Kaliumacetat 

10 mM Calciumchlorid 

15 % Glycerol 

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C 

 

4.42. TFB-Puffer 2 

10 mM MOPS pH 8,0 

10 mM Rubidiumchlorid 

75 mM Calciumchlorid 

15 % Glycerol 

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C 

 

4.43. Trenngelpuffer für SDS-Page (4x) 

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 

0,4 % SDS 

0,01 % NaN3 

 

4.44. Waschpuffer 1 für Immunpräzipitation 

500 mM LiCl 

100 mM Tris-HCl pH 7,4 

 

4.45. Waschpuffer 2 für Immunpräzipitation 

100 mM Tris-HCl pH 7,4 

 

I.5. Zellkulturmedien 

5.1. Wachstumsmedium für MCF-7-Zellen 

RPMI 1640 Medium 

10 % FCS 

5 ml NEAA 

5 ml Natriumpyruvat 

10 !g/ml bovines Insulin 

5 ml Penicillin-Streptomycin-Stammlösung 

 

5.2. Minimalmedium für MCF-7-Zellen 

RPMI 1640 Medium 

0,5 % FCS 

5 ml NEAA 

5 ml Natriumpyruvat 

5 ml Penicillin-Streptomycin-Stammlösung 

 

5.3. Wachstumsmedium für 293-Zellen 

Dulbecco´s modified eagle medium 

10 % FCS 

5 ml Natriumpyruvat 

5 ml Penicillin-Streptomycin-Stammlösung 

 

5.4. Wachstumsmedium für SaOs-2-Zellen 

McCoy´s 5A  Medium 

15 % FCS 

5 ml Natriumpyruvat 

5 ml Penicillin-Streptomycin-Stammlösung 
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II. Methoden 

 

II.1. Molekularbiologische Methoden 

1.1. Konzentrationsbestimmung von Nucleinsäuren 

Die Extinktion der Nucleinsäuren kann photometrisch bei 260 nm bestimmt werden. Hierbei entspricht eine 

Extinktion von 1 einer Konzentration von 50 !g/ml dsDNA bzw. 35 !g/ml ssDNA oder RNA. Das Verhältnis der bei 

260 und 280 nm gemessenen Extinktionen sollte  zwischen 1,8 und 2,0 liegen, da hier  eine hohe Reinheit 

gewährleistet wird. 

 

1.2. Phenol/Chloroformextraktion von Nucleinsäuren 

Um Proteine aus wässrigen DNA-Lösungen zu entfernen, wird die Probe ein bis zwei Mal mit je einem Volumen 

Phenol/Chloroform inkubiert und die hierbei in der alliphatischen Phase ausgefallenen Proteine vorsichtig entfernt.  

Phenolreste werden anschließend mit einmaligem Zugeben von Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. 

 

1.3. Fällung von Nucleinsäuren 

Zur Reinigung und Konzentrierung können Nucleinsäuren unter Hochsalzbedingungen mit 2 M Ammoniumacetat 

oder 0,8 M Lithiumchlorid mit 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol oder 0,7 Volumina Isopopanol gefällt werden. Bei 

geringen Mengen oder kurzen Fragmenten von Nucleinsäuren wird zuerst zwanzig Minuten bei 4°C inkubiert, 

bevor bei 30.000  g über 30 Minuten zentrifugiert wird. Nach Verwerfen des Überstandes  wird mit 70 %-igem 

Ethanol zum Entfernen von Salzresten gewaschen und anschließend in aqua bidest. resuspendiert. 

 

1.4. Agarose-Gelelektrophorese 

Nucleinsäurefragmente können in horizontalen, 0,6-2,3 %igen Gelen in ihre Größen zwischen  0,05 und 20 kbp durch 

Elektrophorese aufgetrennt werden. Nach dem Schmelzen der Agarose in Laufpuffer werden vor dem Gießen des 

Gels 5 !g Ethidiumbromid/100 ml Gel zugesetzt. Die Auftrennung der verschiedenen Nucleinsäurefragmente 

erfolgt mit einer Feldstärke von 2-10 V/cm. Anschließend können die Fragmente mittels eine UV-Lampe im Gel 

sichtbar gemacht werden. 

 

1.5. DNA-Fragmentisolierung aus präparativen Agarosegelen 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente im Agarosegel wird unter UV-Licht mit einem Skalpell die 

zu isolierende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und nach Überführung in ein Eppendorf-Gefäß mit dem 

dreifachen Volumen QC-Puffer (Qiagen) aufgelöst. Nach Versetzen mit dem gleichen Volumen Isopropanol wird die 

Lösung auf eine Qiagen-Säule gegeben und durch Zentrifugieren auf der Säule immobilisiert. Anschließend wird 

zwei Mal mit je 750 !l Puffer PE  bei 10.000 g für eine Minute zentrifugiert und die gereinigte DNA danach mit 50-

100 !l ddH2O aus der Säule in ein sauberes Eppendorfgefäß eluiert. 
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1.6. Restriktionsverdau 

Doppelsträngige DNA kann mittels prokaryontischen Restriktionsenzymen geschnitten werden. Die 

Inkubationsbedingungen wurden entsprechend der Herstellerangaben gewählt. Die zur vollständigen Spaltung 

benötigte Enzymmenge läßt sich nach der folgenden Formel berechnen: 

!"#$% & !!'"()*! " #
+,-".//0/1221" 3240%.5! "
+,-".//0/1221" 6"017/! "

!
8401"94471 6"017/! "
8401"94471 3240%.5! "

 

 

Der Volumenanteil des Enzyms sollte hierbei nicht größer als zehn Prozent sein. 

 

1.7. DNA-Ligation 

Die Ligase des Phagen T4 katalysiert in einer ATP-abhängigen Reaktion die kovalente Verknüpfung der 5`-

Phosphatgruppe des einen DNA-Moleküls  mit der 3`-OH–Gruppe des anderen. Die Ligation erfolgt bei einem 

dreifach molaren Überschuß des zu klonierenden Fragments gegenüber dem Vektor. Die Inkubation erfolgt in zwei 

Schritten: 30 Minuten bei 4°C, anschließend über mindestens drei Stunden bei 16°C. Die Insertmenge berechnet 

sich nach der folgenden Formel: 

!"#$"! %#&"'( #$! " #
!"#$"!)"*(+' #$! "!,-&"#.--'"! %#&"'( ! "

,-&"#.--'"!)"*(+'
 

 

 

1.8. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit Hilfe der PCR kann in einem zyklischen, von einer DNA-Polymerase katalysiertem Prozeß ein DNA-Fragment 

selektiv amplifiziert werden. Eine Standard-PCR hat ein Volumen zwischen 50 und 100 !l. 10 ng (bei Plasmiden) bis 

2 !g (bei chromosomaler DNA) Template werden mit je 300 pmol Hin- und Rückprimern, je 20 nMol dNTPs 

(Endkonzentration 200 µM) und ddHd2O. auf ein Endvolumen von 50 bis 100 !l gebracht. Nach Zugabe des 

entsprechenden Puffers und 0,5 U einer DNA-Polymerase werden in einem Heizblock 25 bis 30 Zyklen gefahren, 

wobei ab dem zweiten Zyklus das zwischen den beiden Primern liegende DNA-Fragment amplifiziert wird. Eine 

Zyklenfolge ist unten dargestellt. 

  Denaturierung  3 min  95 °C 

  Denaturierung  30 s  95 °C 

  Annealing  1 min  55 °C  

  Elongation  45 s – 1 min 68 °C  

 

30 Zyklen 
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1.9. PCR zur Herstellung klonierbarer Fragmente 

Um gezielt DNA mit definierten Schnittstellen generieren zu können, werden jeweils an den Primern die 

gewünschten Schnittstellen an 5`-Position eingeführt. Zusätzlich können so Start- oder Stopcodons in die zu 

klonierenden DNA-Abschnitte eingeführt werden. Idealerweise sollten die künstlich eingeführten Schnittstellen im 

Template selbst nicht vorkommen. Um eine höhere Effizienz des anschließenden Restriktionverdaus zu erreichen, 

wurde außerdem vor den Schnittstellen ein Basentriplett eingeführt. 

 

1.10. PCR vermittelte Klonierung des TLM 

Die DNA-Sequenz des PreS2-TLM wurde als ein 5`-Überhang an den Vorwärts-Primer des zu klonierenden 

Fragmentes und mittels anschließender PCR in die Clon-DNA integriert. 

 

1.11. rt-PCR 

Die rt-PCR (reverse Transcriptase-PCR) ermöglicht es, die gesamte RNA einer Zelle in DNA umzuschreiben und in 

einem zweiten Schritt mittels PCR gezielt DNA-Fragmente aus dem erhaltenen DNA-Pool zu amplifizieren. Hierzu 

wird nach Isolierung der gesamten mRNA mit Trizol® nach den Angaben des Herstellers isoliert. Anschließend wird 

mittels eines Oligo-T-Primers und der Reversen Transkriptase des murinen Myelozyten–Leukämie–Virus (MMLV) 

über eine Stunde bei 37°C diese in DNA umgeschrieben. Aus diesem gesamten DNA–Pool ist es nun möglich, 

mittels einfacher PCR die gesuchte DNA als Amplifikat zu identifizieren, wobei die Primer, die schon zur Clonierung 

des DNA–Fragmentes dienten, als Vorwärts– und Rückwärtsprimer verwendet werden. 

 

1.12. Sequenzanalyse klonierter DNA 

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach einer modifizierten Form der Strangabbruchmethode nach Sanger. Anstelle 

von radioaktiv markierten Dideoxynucleotiden werden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte 

Nucleotide verwendet. Dadurch kann die Reaktion in einem PCR-Ansatz durchgeführt werden. Zu 250-300 ng des zu 

sequenzierenden Plasmids werden 0,5 µl Primer (10 µM) und 2 µl (Premix) Applied Biosystems, AmpliTaq FS 

BigDyeTerminator) gegeben und auf 10 µl Gesamtvolumen mit H2o dd aufgefüllt. Die PCR-Reaktion erfolgt nach 

folgendem Zyklusschema: 

 

  Denaturierung  96 °C  30 s 

  Annealing  55°C  15 s  30 Zyklen 

  Elongation  60 °C  4 min 

 

1.13. Herstellung kompetenter E. coli 

800 ml LB-Medium werden mit 10 ml einer Übernachtkultur DH5! angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5 im 

Schüttler inkubiert. Nach steriler Abzentrifugation und Verwerfen des Überstandes werden die Bakterien in 50 ml 

eiskaltem TFB1 resuspendiert und 90 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend wird im vorgekühlten Rotor 

abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die Bakterien in 15 bis 20 ml TFB2 resuspendiert. Die Suspension 

wird in Eppendorfgefäßen aliquotiert und in einer Kältemischung aus Ethanol und CO2 schockgefroren. Die 

Lagerung der Zellen erfolgt bei –70°C. Kompetente M15pRep4 werden nach dem gleichen Protokoll hergestellt mit 
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dem Unterschied, daß dem LB-Medium Kanamycin in einer Konzentration von 25µg/ml zugesetzt wird. 

 

1.14. Transformation von kompetenten E. coli 

Die eisgekühlte DNA-Lösung (Plasmid oder Ligationsansatz) wird mit 100 !l Suspension kompetenter Zellen 

versetzt und 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgt ein Hitzeschock bei 42°C für genau 90 Sekunden. 

Nach 5 Minuten Inkubation auf Eis werden 600 !l antibiotikafreies LB-Medium in die Suspension zugegeben und 

bei 37°C für 90 Minuten unter Schütteln inkubiert. Anschließend werden die Bakterien auf einer mit dem 

entsprechenden Selektionsantibiotikum vorbehandelten LB-Agar-Platte ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

bebrütet. 

 

1.15. Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 

1.15.1. Im analytischen Maßstab 

Die Schnellpräparation erfolgt nach dem Protokoll von Doly (1979): Nach Inkubation der zu untersuchenden Klone in 

2 ml LB-Medium wird 2 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 100 !l 

Puffer P1 resuspendiert. Anschließend werden 100 !l Puffer P2 zugegeben und die Suspension für 5 Minuten bei 

4°C inkubiert. Das Stoppen der Lyse erfolgt mit 100 !l Puffer P3. Beim nachfolgenden Zentrifugieren mit 14.000 

rpm bei 4 °C über 15 Minuten werden die chromosomale DNA, Zelltrümmer und Membranreste sedimentiert. Im 

Überstand vorhandene Proteine werden vor der DNA-Fällung durch Phenol denaturiert und ausgefällt (s.o.) Die 

extrahierte Plasmid-DNA kann anschließend einem Restriktionsverdau bzw. einer Sequenzanalyse unterworfen 

werden. Alternativ wurde das MiniPrep-System der Firma Qiagen verwendet und die DNA nach Immobilisation auf 

einer Silikasäule eluiert. 

 

1.15.2. Im präparativen Maßstab 

Zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA wurden Anionentauschersäulen der Fa. Qiagen verwandt. Eine 

Übernachtkultur E. coli (500-1000 ml) mit dem zu isolierenden Plasmid wird 20 Minuten bei 4°C und 5000 rpm 

abzentrifugiert und das Pellet anschließend in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse werden 10 ml Puffer P2 unter 

Schwenken zugegeben und  die Suspension für 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Der Stop der Lyse erfolgt mit 10 ml 

Puffer P3 und Inkubation für 10 Minuten bei 4°C. Anschließend werden  20 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C 

Zelltrümmer und Membranbestandteile abzentrifugiert und der Überstand auf die mit 15 ml QBT äquilibrierten 

Säulen gegeben. Zum Entfernen von Proteinen und RNA wird anschließend zwei Mal mit 15 ml QC gewaschen. 

Anschließend erfolgt die Elution der DNA mit 15 ml Puffer QF. Durch die Zugabe von 0,7 Volumenanteilen 

Isopropanol wird die DNA anschließend gefällt und kann nach Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C für 30 

Minuten, Verwerfen des Überstandes und vorsichtigem Waschen mit Ethanol in 500 ml ddH2O. aufgenommen 

werden. Die Lagerung der isolierten DNA erfolgt bei –20°C. 

.
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II.2. Zellbiologische Methoden 

2.1. Kultivierung von Säugerzellen 

Die in dieser Arbeit verwandten Säugerzellen wurden in dem entsprehenden Medium bei 37°C, 5% CO2 und 90%–

iger Luftfeuchtigkeit gehalten. Haben die Zellen eine ausreichende Dichte erreicht, werden sie mit sterilem PBS 

gewaschen und anschließend drei bis fünf Minuten mit einer Trypsin/EDTA–Lösung inkubiert. Die für die 

Bodenhaftung der Zellen verantwortlichen Proteine werden proteolytisch gespalten, so daß die Zellen mit leichten 

Klopfen gegen die Flasche vom Boden abgelöst werden können. Nach Stoppen der Trypsinreaktion mit mindestens 

der doppelten Menge Wachstumsmedium können die Zellen neu in die entsprechenden 

Flaschen/Objektträger/Petrischalen ausgelegt werden 

 

2.2. Zytosolpräparation aus eukaryontischen Zellen 

Die Zellen werden durch Trypsinieren geerntet und nach zweimaligem Waschen in eiskaltem PBS und 

vollständigem Entfernen des PBS in drei Volumina Dignam A resuspendiert und anschließend für 30 Minuten bei 

4°C inkubiert. Durch die geringe Osmolariät des Puffers schwellen die Zellen stark an, wohingegen die Zellkerne 

durch die im Puffer enthaltenen Mg2+–Ionen stabilisiert werden. Die so angeschwollenen Zellen können nun leicht 

durch Scherkräfte geöffnet werden. Hierzu wird die Suspension vorsichtig in eine Spritze aufgezogen und durch 

fünfmaliges, schnelles Ausspritzen durch eine 27G–Nadel (0,7*30 mm) geöffnet. Anschließend wird bei 20.000 g 

zentrifugiert und dadurch nicht geöffnete Zellen, Lysosomen und Membrantrümmer abgetrennt. Nach Angleichen 

der Proteinkonzentrationen kann das so erhaltene Zytosol weiter analysiert werden. 

 

2.3. Kernpräparation aus eukaryontischen Zellen 

Die Präparation der Kerne folgt analog zur Zytosolpräparation mit Dignam A. Nach Auspressen der Zellen wird die 

Suspension zur Präzipitation der Kerne bei 14.000 g für 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wird das 

Pellet in 1,5 Volumina (bezogen auf das ursprüngliche Zellvolumen) mit Dignam C resuspendiert. Durch die hohe 

Osmolarität dieses Puffers kommt es nun zur Lyse der Kerne. Diese wird für mindestens 30 Minuten bei 4°C, am 

Besten auf einem rotierendem Rad, durchgeführt. Durch eine letzte Zentrifugation bei 14.000 g für 5 Minuten bei 

4°C werden Kerntrümmer und Kernmembranreste pelletiert. Anschließend kann optional gegen Dignam D 

dialysiert werden, um die hohe Na+–Konzentration gegen eine dem inneren Zellmilieu entsprechende K+–

Konzentration auszutauschen. Werden die Extrakte nicht sofort verwendet, können sie in flüssigem N2 

schockgefroren und bei –70°C gelagert werden. 

 

2.4. Triton X–100– Gesamtzelllysate für die Immuncopräzipitation 

Nach zweimaligem Waschen der Zellen einer 6–cm–Schale werden diese mit 600 !l Lysepuffer versetzt und mit 

einem Zellschaber geerntet, in ein Eppendorfgefäß überführt und 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach 

Zentrifugation  für 15 Minuten bei 14.000 g und 4°C kann der Überstand direkt zur Präzipitation eingesetzt werden. 
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2.5. Konzentrationsbestimmung von Proteinen und Peptiden 

2.5.1. Methode nach Bradford 

Binden Proteine an Coomassie Brilliant Blue G250, so verschiebt dich dessen Absorptionsspektrum von 465 nach 

595 nm (Bradford, 1976). Ein ml Bradfordreagenz, 1:5 verdünnt, wird in einer Küvette  mit 3 !l der Probe vermischt 

und die Extinktion bei 595 nm innerhalb einer Stunde gemessen. Die so gemessen Proben können anschließend in 

ihren Konzentrationen angeglichen werden. Die Methode nach Bradford eignet sich nicht zur 

Konzentrationsbestimmung in Anwesenheit von Detergenzien. Außerdem variiert die Sensitivität je nach Protein 

(Bradford, 1976). 

 

2.5.2. Näherungsweise Bestimmung der Protein- oder Peptidkonzentration mit Hilfe der Extinktion 

aromatischer Aminosäuren.  

Tryptophan, wie auch etwas schwächer Tyrosin und Phenylalanin, absorbieren bei 280 nm. Da der 

Extinktionkoeffizient (EK) dieser Aminosäurenn bekannt ist, kann bei bekannter Primärstruktur ein theoretischer EK 

errechnet werden. Da sich der EK  aromatischer Aminosäuren aber in Abhängigkeit der Umgebung ändert, ist diese 

Methode nur unter denaturierenden Bedingungen aussagekräftig, wobei eine Extiktion von 1 einer 

Proteinkonzentration von 1 mg/ml entspricht.  

 

2.6. Polyacrylamidgelelekrtophorese SDS-PAGE 

Die SDS-PAGE wird nach dem Verfahren von Lämmli durchgeführt. Die Elektrophoresen werden in Vertikalgelen in 

der Hoefer–Minigelkammer sowie der Hoefer–Gelkammer durchgeführt. Proteine größer 20 kDa werden 

elektrochemisch  nach dem Verfahren von Lämmli aufgetrennt, wobei die Trennkapazität des Gels der Größe des 

Proteins angepasst wird. 

Trenngele 7,5% 10% 12% 15% 20% 
AA/Bis 10 ml 13,3 ml 16 ml 20 ml 26,7 ml 
4xTG–Puffer 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 
H2O 20 ml 17,7 ml 14 ml 10 ml 3,3 ml 
Volgesamt 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 

 
Sammelgel 5% 
AA/Bis 4 ml 
4xSG–Puffer 5 ml 
H2O 11 ml 
Volgesamt 20 ml 

 

Zur hochauflösenden Trennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht kleiner 20 kDa werden modifizierte 

16%–ige Schägger–Gele (Tricin–Gele)verwendet (Schagger and von Jagow). Die höhere Auflösung kommt durch 

die Diskontinuität von Kathoden– und Anodenpuffer sowie durch die Verwendung von Tricin als Folgeion zustande.  

 Trenngel Sammelgel 
AA/Bis 16,7 ml 2,7 ml 
3x Gelpuffer 10,0 ml 6,6 ml 
H2O 3,3 ml 10,7 ml 
Volgesamt 30 ml 20 ml 
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Die Proteinproben werden im Verhältnis 4:1 mit SDS–Probenpuffer versetzt und anschließend bei 95°C für zwei 

Minuten denaturiert. Das Einlaufen der Proben erfolgt sowohl bei den Lämmli– als auch bei den Schägger–Gelen 

bei 20mA für 15 Minuten, danach wird die  Stromstärke auf 40 mA erhöht und die Spannung bei 200 V begrenzt. 

(Schägger–Gele 150 V). Durch Wasserkühlung wird eine Erwärmung der Gele verhindert. Neben den Proben wird 

ein Größenstandard zur Molekulargewichtsbestimmung mit auf das Gel aufgetragen. 

 

2.7. Coomassie–Färbung von SDS–PAGE–Gelen 

Zum Nachweis von Proteinmengen größer 30 ng werden die Acrylamidgele für 20 Minuten in einer 0,1%–igen 

Coomassie–Lösung bei 55°C gleichzeitig fixiert und gefärbt. Die Entfärbung des Hintergrundes erfolgt mittels der 

entsprechenden Entfärbelösung.  

 

2.8. Elektrotransfer von Proteinen 

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrozellulose– oder PVDF–Membranen erfolgt nach 

dem „semi–dry–Verfahren“ in einem diskontinuierlichen Puffersystem bei einer konstanten Feldstärke von 0,95 

mA/cm2 Membranfläche über zwei Stunden. Der semi–dry–blot“ ist wie folgt aufgebaut: 

 

Der Nachweis der Proteine auf der Membran erfolgt mittels Ponceaurot oder Coomassie Brilliant Blue. Ponceau hat 

den Vorteil, daß gefärbte Membranen mit H2O wieder entfärbt werden können. 

 
2.9. Induktionskultur von M15pRep4 oder DH5!  

Bei den verwandten Expressionsplasmiden der pQE–Familie erfolgt die Proteinexpression unter der Kontrolle des 

lac–I–Repressors, der vom Stamm M15 konstitutiv gebildet wird (codiert auf dem Plasmid pRep4). Erst durch die 

Zugabe von IPTG, einem Galactose–Analogon, erfolgt die Expression des gewünschten Proteins. 

Vorgewärmtes LB–Medium (ca. 800 ml versetzt mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum: bei M15pRep4 

Ampicillin und Kanamycin, bei DH5! nur Ampicillin) wird mit einer Übernachtkultur angeimpft. Die Inkubation 

erfolgt bei 37°C bis zum Bereich des exponentiellen Wachstums bei einer OD600von 0,8 bis 1,0. Ist diese erreicht, so 

wird mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) die Proteinexpression induziert. Nach zwei Stunden wird die Suspension 

zentrifugiert (3000 rpm; 20 min.; 4°C), das Pellet mit eiskaltem PBS gewaschen und nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt  bei -70°C eingefroren. 

 

Kathode 

4 Filterpapiere in 
Anodenpuffer 1 

2 Filterpapiere in 
Anodenpuffer 2

6 Filterpapiere in 
Kathodenpuffer

SDS-Gel 

Membran 

Anode
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2.10. Reinigung von Proteinen mittels säulenchromatographischer Methoden 

Säulenchromatografische Trennungen werden über FPLC–oder HPLC-Säulen durchgeführt. Dabei wird das Eluat 

kontinuierlich mit einem Durchflußphotometer!gemessen und die Extinktion mittels eines Schreibers aufgezeichnet. 

Das Eluat wird in Fraktionen zwischen 0,5 bis 1 ml gesammelt. 

 

2.10.1. Ni2+–NTA–Affinitätschromatographie 

Proteine, die mit Hilfe des pQE–Systems generiert werden, können an Ni2+–NTA–Säulen aufgereinigt und 

konzentriert werden. Ein über den Vektor N– oder C–terminal an das Protein eingeführter 6–His–tag erlaubt eine 

pH–abhängige Interaktion mit den auf der Säule immobilisierten, chelatierten Ni2+–Ionen. Hierbei werden die 

beiden freien Koordinationsstellen am Ni2+–Atom mit den freien Elektronenpaaren der Histidine besetzt. Durch 

repetetives Aneinanderreihen der Histidine kann diese Bindung verstärkt werden. Unspezifisch gebundene 

Proteine können bei einem pH 6,3 von der Säule eluiert werden, da dies dem isoelektrischen Punkt des Histidins 

entspricht, so daß das 6–His–getaggte Protein statistisch immer über drei Histidine mit der Matrix der Säule 

interagiert. Die kompetitive Verdrängung erfolgt mit hohen Konzentrationen von Imidazol bei einem pH 6,3. Das 

Laden der Probe auf die Säule erfolgt mit Puffer B, bis die Extinktion (gemessen bei 215 bzw. 280 nm) wieder einen 

Basiswert erreicht, der Reinigungsschritt mit Puffer C. Eluiert wird das gebundene Protein mittels eines Gradienten 

Puffer C/Puffer D über 10 Säulenvolumina. Nach Reequilibrierung mit Puffer B kann die Säule wieder verwendet 

werden.  

 

2.10.2. MonoS–Ionenaustauscherchromatographie 

Die MonoS-Säule ist eine Kationentauschersäule, wobei das „S“ für die Tauschergruppe, ein negativ geladenes 

Sulfonsäurepolymer, steht. Das denaturierte und im Falle einer vorausgegangenen Ni2+–NTA–Chromatografie 

gereinigte Protein wird 1:5 mit MonoS Puffer A versetzt, auf die mit Puffer A equilibrierte Säule immobilisiert und 

bis zum Erreichen einer Basislinie der Extinktionsmessung gespült. Anschließend erfolgt die Elution mit Hilfe eines 

linearen Gradienten Puffer A/Puffer B über zehn Säulenvolumina. Hierbei kompetitieren die in Puffer B enthaltenen 

NaCl–Ionen mit dem auf der Säule gebundenen Protein und verdrängen es schließlich aus seiner Bindung mit der 

Säulenmatrix. Die Detektion erfolgt bei 215 bzw. 280 nm, das Eluat wird ebenfalls fraktioniert gesammelt. 

 

2.10.3. reversed–phase–Chromatographie 

Reversed–phase–Säulen ermöglichen die Aufreinigung kleiner Proteinmengen mittels ihres Hydrophilie–Profiles. 

Die Matrix der Säule ist ein hydophobes Kohlenwasserstoff-Polymer. In Puffer A gelöstes Protein wird aufgrund 

seiner hydrophoben Eigenschaften auf der Säule immobilisiert und anschließend mittels eines Gradienten Puffer 

A/Puffer B eluiert. Da verschiedene Proteine verschiedene Hydrophobizitätsprofile haben, können Proteine 

hochselektiv und hochreinst isoliert werden. Das in Puffer B enthaltene Trifluoracetat wirkt hierbei als Polarisator. 

 

2.10.4. Entsalzung von Proteinlösungen mittels Gelfiltration 

Zur raschen Abtrennung störender, niedermolekularer Pufferbestandteile erfolgt eine Ausschlußchromatographie 

auf HiTrap–Fertigsäulen (Pharmacia). Die niedermolekularen Bestandteile „verlaufen“ sich in der Säulenmatrix und 

werden somit später als Proteine, die die Säule fast ungehindert passieren, ausgewaschen. Die maximale Kapazität 
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einer Säule beträgt 1 ml. Das Eluat wird in Fraktionen von 1 ml gesammelt. 

 

2.11. Immunpräzipitation 

Immunpräzipitationen werden zur Anreicherung von Proteinen aus Zelllysaten und zur Untersuchung von Protein–

Protein–Interaktionen durchgeführt. 

Die Zelllysatgewinnung erfolgt wie oben beschrieben. Nach Abzentrifugieren unlöslicher Membran– oder 

Zellbestandteile wird der Überstand mit 10 !l Protein–A/G–Sepharose versetzt und 30 Minuten unter Schütteln bei 

4°C inkubiert. Hierdurch werden unspezifisch an Protein–A/G–Sepharose bindende Moleküle aus dem Überstand 

entfernt. Nach Zentrifugation (13.000 g; 5 min; 4°C) und Überführen des Überstandes in eine neues Reaktionsgefäß 

wird dieser mit 1 !g Antikörper versetzt und für mindestens 30 Minuten bei 4°C unter ständigem Schütteln 

inkubiert. Nach Zusetzten von 30 !l Protein–A/G–Sepharose und erneuter Inkubation unter Schütteln für 30 

Minuten bei 4°C wird die Sepharose durch Zentrifugation sedimentiert und zweimal mit WB 1 und einmal mit WB 2 

gewaschen. Nach einer letzten Zentrifugation wird die Sepharose mit SDS–PAGE–Probenpuffer versetzt, 

aufgekocht und in der SDS-PAGE analysiert. 

 

2.12.  Markierung rekombinant hergestellter Proteine mittels NHS-Fluorescein. 

NHS-Fluorescein ist ein dem FITC verwandter Fluoreszenzfarbstoff. In seiner aktivierten Form als N-hexa-succimid 

kann es über ein primäres Amin direkt an den N-terminus beziehungsweise Lysinseitenketten von Proteinen 

gekoppelt werden. In einem geeigneten Puffer (7,0<pH<9,0; kein primäres  Amin als Pufferion) wird die NHS-

Fluorescein-Stammlösung mit dem zu koppelnden Protein für zwei Stunden bei 25° im Dunkeln inkubiert. 

Anschließend erfolgt die Abtrennung des ungekoppelten Fluoresceins mittels Dialyse oder Gelfiltration. Das 

markierte Protein bleibt bei 4° im Dunkeln etwa eine Woche stabil. 
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II 3. Histologische und immunhistochemische Untersuchungen 

3.1. Indirekte Immunfluoreszenz von Vertebratenzellen. 

105 Zellen werden auf einen Objektträger ausgelegt. Bei einer Konfluenz von 60% werden die Zellen mit den zu 

charakterisierenden zellpermeablen Peptiden inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen in 

eiskaltem, 70%–igem Methanol für 20 Minuten fixiert. Anschließend werden die Zellen 10 Minuten mit PBST 

permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen werden mit einer 10%–igen FCS–Lösung abgeblockt. Alle weiteren 

Schritte erfolgen wegen der Gefahr des Antrocknens der Antikörper in einer feuchten Kammer. Anschließend erfolgt 

die Inkubation mit dem ersten Antikörper für mindestens 30 Minuten. Dieser wird in einer Verdünnung von 1:500 

bis 1:2000 in 10% FCS eingesetzt. Nach dieser Inkubation wird vier Mal à 10 Minuten mit PBST gewaschen, bevor 

die Inkubation mit dem Zweitantikörper, einem fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem, speziesspezifischen Antikörper, 

durchgeführt wird. Nach 45-minütiger Inkubation wird wiederum vier Mal 10 Minuten mit PBST gewaschen. 

Anschließend werden 1-3 Tropfen einer 15%–igen Glycerol–PBS–Lösung auf den Objektträger gegeben, das 

Präparat blasenfrei eingedeckelt, mit Nagellack versiegelt und im Fluoreszenz– und Durchlichtmikroskop auf 

zelluläre Integrität und Fluoreszenzmuster untersucht. 

 

3.2. Nachweis von Protein–Protein–Interaktion mittels Doppelfluoreszenz 

Farbstoffmarkierte Proteine können mittels Photointerferenz auf Interaktion untersucht werden. In der vorliegenden 

Arbeit wurden Fluorescein–gekoppelte Peptide auf ihre Interaktion und Kolokalisation mit p53 untersucht. Nach 

20–minütiger Inkubation von MCF–7–Zellen mit Fluorescein–gekoppelten Peptiden wurden diese analog zur 

indirekten immunfluoreszenz behandelt. Als Primärantikörper wurde ein p53–spezifischer Antikörper, als 

Sekundärantikörper ein Cy3-gekoppelter Anti–Maus–Antikörper verwendet. Die Präparate werden sowohl im 

blauen als auch im grünen Fluoreszenzlicht abfotografiert und einmal doppelbelichtet. Bei Interaktion der 

markierten Proteine kommt es im Sinne einer Rot–Grün–Interferenz zu einer Gelbfluoreszenz. 

 

3.3. Darstellung zellulärer DNA mittels DAPI–Färbung 

DAPI ist wie Propidiumjodid ein DNA-interkalierendes Molekül, das unter UV–Licht hellblau fluoresziert. Der zur 

Fixierung verwandte Methanol wird mit 50 !g/ml DAPI versetzt, die Zellen nach der Fixierung in PBS rehydriert und 

sofort eingedeckelt und versiegelt. 

 

II.4. Luciferase-Reporter-Assay 

Reporter Assays dienen dazu, direkte Aktivität von Proteinen als Transkriptionsfakoren zu bestimmen. Im Falle von 

p53 wurde ein kommerziell erhältlicher Luciferase-Assay der Firma Roche verwandt. Hierbei wird ein Plasmid 

transfiziert, welches eine p53-spezifischen Transactivator vor dem Luciferasegen aus Photinus pyralis (gemein: 

Glühwürmchen) enthält. Wird p53-Aktivität induziert, so führt dies zu einer Expression der Luciferase (Abb.1). Die 

Aktivität der Luciferase, kann mittels einer enzymatischen Lichtreaktion ermittelt werden.  Da die entstehende 

Lichtmenge direkt proportional der Menge an Luciferase ist, kann auf die Aktivität des induzierenden Systems 

geschlossen werden. Nach Transfektion der Zellen einer sechs Zentimeter-Petrischale mit 750 ng des luciferase-

Reporter-Gen-Plasmids  p53luc (Fa. Stratagene) und 750 ng des „plasmid of interest“, Stimulation mittels UV-
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Strahlung und anschließender Lyse der Zellen, wurde die Lucifearseaktivität bestimmt. Hierbei kommt es unter 

Anwesenheit von ATP, O2 und Mg2+ zu einer Umwandlung von Luciferin zu Oxyluciferin, AMP, PPi, CO2 und Licht. Die 

Lichtemission wurde über einen Zeitraum von 8,4 s in allen Proben bei Raumtemperatur gemessen. Alle 

Reaktionsedukte außer der endogen unter der Kontrolle von p53 exprimierten Luciferase wurden von der Fa. Roche  

bezogen. 

 

 

II.5. Zellzyklusanalyse mittels FACS 

Die FACS-Analyse (Fluorescence-Absorbance-Cell-Sorting) ermöglicht es, eine große Anzahl von Zellen in sehr 

kurzer Zeit einzeln auf ihre biochemischen oder biophysikalischen Eigenschaften zu untersuchen.  

In einem sehr feinen Wasserstrahl wandern die zu untersuchenden Zellen hintereinander und werden dabei von 

einem Laser mit relativ kurzer Wellenlänge (!=488 nm) angeregt. Hierbei werden nun verschiedene Parameter 

bestimmt. Der Forward-Scatter (FSC) ist ein Maß für das Licht, welches im 180°-Winkel abgeschwächt aus der 

angeregten Zelle austritt und ist proportional zur Zellgröße. Der side-scatter (SSC) bezeichnet das im 90° Winkel 

abgegebene Streulicht und gilt als Maß für die Granularität. Aus diesen zwei Parametern können sehr gezielt 

Zellpopulationen bestimmt und definiert werden. Werden die Zellen zusätzlich mit einem Farbstoff oder einem 

fluoreszenzgekoppelten Antikörper inkubiert, so können neben den schon erwähnten Parametern weitere zur 

Fluoreszenz der Zellen erhoben werden, beispielsweise Rezeptorstatus, Differenzierungsmarker, etc. 

Propidiumiodid interkaliert wie Ethydiumbromid mit DNA. Wird der Komplex aus DNA und Propidiumiodid mit 

kurzwelligem, blauen Licht angeregt, so emittiert dieser im roten Bereich. Diese Fluoreszenz wird über einen 

entsprechenden Filter detektiert. Die hierbei gemessene Lichtmenge ist direkt proportional zum DNA-Gehalt der 

Zelle. Visualisiert werden die erhobenen Werte in einem Histogramm, dessen x-Achse die Fluoreszenzintensität und 

dessen y-Achse die absolute Zellzahl repräsentieren. Über weitere statistische Analysen ist es nun möglich, die 

gemessenen Daten hinsichtlich Genauigkeit, Validität u.ä. zu untersuchen und die Anzahl der Zellen in den 

verschieden Abschnitten des Zyklus anzugeben. 

 

p53cbs Promotor Luciferase-Gen 

p53!

Luciferase 
Luciferin+ATP+H2O2+CoA 

Licht+ADP+P+H2O 
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5.1. Zellzyklusanalysen von MCF-7-Zellen 

Um ein möglichst große Anzahl von Zellen einer Population in der S- oder G2/M-Phase untersuchen zu können, 

wurden MCF-7 Zellen mit 0,5% FCS-supplementierten RPMI-Medium ohne den Zusatz von Insulin für 32 Stunden 

inkubiert. Hierdurch werden die Zellen in der G0/G1-Phase des Teilungszyklus arretiert. Nach der Zugabe von 

10%igem FCS RPMI-Medium und Insulin wurde durch die im Medium enthaltenen Wachstumsfaktoren ein 

Teilungsstimulus induziert und die Zellen weitere 27 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit befinden sich etwa 65% der 

Zellen entweder in der S- oder G2/M-Phase. Bei einer weiteren Probe wurde direkt nach Zugabe des 

Wachstumsmediums mit unterschiedlichen Energiedosen bestrahlt, um einen Teilungsarrest zu induzieren und 

anschließend in An- oder Abwesenheit der modulatorischen Peptide MCF-7-Zellen auf ihre Teilungsaktivität mittels 

FACS untersuchen zu können. Andere Versuche, Zellen mit Hydroxyharnstoff (RNA-Polymerase-Inhibitor)oder 

Mimosin (Dihydrofolatreduktase-Inhibitor) synchronisieren zu können, erwiesen sich wegen der Toxizität der 

verwendeten Stoffe als nicht durchführbar. 
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