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1. Einleitung 

 

Der menschliche Körper besteht aus etwa 30 Billionen Zellen, deren Organisation in 

Organe, Gewebe etc. und Zusammenspiel im Gesamtorganismus auf das Genaueste 

reguliert sein müssen, damit Form und Funktion gewährleistet sind. In den meisten 

Geweben findet eine kontinuierliche Proliferation und damit Erneuerung der Zellen statt. 

Die Teilungsfähigkeit einer Zelle hängt wesentlich von ihrem Differenzierungsgrad ab. 

Höchstdifferenzierte Zellen wie Nerven oder Skelettmuskelzellen haben ihre Fähigkeit 

zur Teilung vollständig verloren, während sich z. B. Stammzellen der Haut, des Blutes 

oder des Darmepithels fortwährend erneuern. Die meisten Zellen können sich bei Be-

darf teilen, tun dies aber nur unter ganz bestimmten Bedingungen. Im gesunden Körper 

werden kontinuierlich Zellen erneuert, aber es besteht ein fein austariertes Gleichge-

wicht zwischen Proliferation und Differenzierung auf der einen und dem Abbau von Zel-

len auf der anderen Seite. D. h. die Zahl der Zellen des Organismus bleibt im adulten 

Organismus konstant. 

 

Dabei sind die Zellen ständig wachstumsfördernden sowie wachstumshemmenden 

Signalen ausgesetzt, die sie interpretieren müssen. Die fehlerfreie Verarbeitung dieser 

Informationen ist im wahrsten Sinne des Wortes lebensnotwendig. 

 

Wachstumsfördernde Signale sind z. B. Wachstumsfaktoren, Wachstumshormone etc. 

Diese Substanzen sowie ihre Rezeptoren und Signalwege sind relativ gut erforscht, 

dagegen ist über die proliferationshemmenden Signalwege vergleichsweise wenig be-

kannt. 

Zu den wachstumshemmenden Faktoren zählen zum Beispiel lösliche Faktoren wie 

TGF-β und Zell-Zell-Kontakte. Den durch Zell-Zell-Kontakte vermittelten Wachstums-

stopp bezeichnet man auch als Kontaktinhibition (Holley und Kiernan, 1968; Abercrom-

bie, 1970). In vitro manifestiert sich die Kontaktinhibition nicht-transformierter Zellen in 

einem Wachstumsstopp, wenn sie in der Kulturschale ihre zelltypspezifische Sätti-

gungsdichte erreicht haben. Die Zellen bilden dann einen einschichtigen Zellrasen und 

liegen geordnet nebeneinander vor. Obwohl die Sättigungsdichte auch vom Serumge-

halt des Nährmediums beeinflusst wird, kann ein Wachstum über den Monolayer hin-

aus auch bei sehr hohen Serumkonzentrationen nicht mehr stattfinden (Holley, 1975). 

Dieses Phänomen kann auch in vivo beobachtet werden. Ein sehr anschauliches Bei-

spiel dafür ist die Wundheilung, bei der die Zellen so lange proliferieren, bis die Wunde 

geschlossen ist, und ihr Wachstum dann wieder einstellen. 
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Der Verlust der Kontaktinhibition geht einher mit unkontrolliertem Wachstum, Trans-

formation der Zellen und Tumorbildung (Abercrombie, 1979; Fagotto und Gumbiner, 

1996). In vitro zeigt sich der Verlust der Kontaktinhibition darin, dass die Zellen eine 

höhere Sättigungsdichte erreichen und mehrschichtige Zellhäufchen, die so genannten 

„foci“, bilden können. Einige transformierte Zelllinien können sogar in Weich-Agar 

wachsen ohne Adhäsion an einer Kulturschale. Entartete Zellen unterliegen der physio-

logischen Wachstumskontrolle nur noch teilweise bzw. gar nicht mehr. Dabei gibt es 

zwei Möglichkeiten: Entweder ist die physiologische Wachstumshemmung defekt, oder 

die Proliferation verstärkt. 

 

Tumorsuppressorgene kodieren für Proteine, welche die Zellteilung unterdrücken oder 

in inhibitorische Signalwege eingebunden sind. Viele Tumorsuppressorgene kodieren 

für Proteine, die im Zellzyklus am Übergang der G1- zur S-Phase beteiligt sind (s. u.). 

Sind sie durch Mutation inaktiv oder fehlen gänzlich, kann sich die Zelle exzessiv ver-

mehren, weil eine Wachstumsbremse fehlt. Im Gegensatz dazu kodieren viele Proto-

Onkogene für Proteine, welche die Zellteilung stimulieren. Durch Mutation können sie 

zu Onkogenen werden und durch überschießende Aktivität die Zelle zu übermäßigem, 

unkontrolliertem Wachstum veranlassen. 

 
Tabelle 1: Beispiele für Tumorsuppressorgene und Onkogene (nach: Poremba et al., 1999). 

Gen Funktion Typische Neoplasie 

Tumorsuppressorgene 

APC Signaltransduktion Kolon-, Schilddrüsen- und Magenkarzinom 

ATM Serin- / Threoninkinase Leukämien, Lymphome 

BRCA1 DNA-Reparatur Mamma- und Ovarialkarzinom 

BRCA2 DNA-Reparatur Mamma- und Ovarialkarzinom 

CDKN2A (p21) Cyclin-abhängiger Kinaseinhibitor Melanom 

NF1 GTPase-aktivierendes Protein Neurale Tumoren 

TP53 Transkriptionsfaktor Karzinome, Sarkome, Leukämien 

pRB Transkriptions-Modifikator Retinoblastom, Osteosarkom 

WT1 Transkriptionsfaktor Wilm’s Tumor 

Onkogene 

BCR-ABL Tyrosinkinase Chronisch-myeloische Leukämie 

Cyclin D1 Zellzyklus-Regulator Karzinome 

HER2 (ERBB2) Tyrosinkinase-Rezeptor Mammakarzinom 

HRAS Intrinsische GTPase Harnblasen-, Orale Plattenzellkarzinome 

MET Wachstumsfaktorenrezeptor Papilläres Nierenzellkarzinom 

MYC Transkriptionsfaktor Leukämien 

RET Tyrosinkinase-Rezeptor Papilläres Schilddrüsenkarzinom 
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Die meisten Zellen im menschlichen Körper haben engen Kontakt zu ihren Nachbarzel-

len. Entarten einzelne Zellen und entziehen sich der Wachstumskontrolle durch die 

Kontaktinhibition, können sie sich unkontrolliert teilen und es entstehen gut- oder bösar-

tige Tumoren. Einzelne Tumorzellen können sogar den Gewebeverband ver-lassen und 

Metastasen bilden. 

 

Die Kontaktinhibition ist ein essentieller Kontrollmechanismus in den Zellen. Trotzdem 

ist über die molekularen Mechanismen, die ihr zugrunde liegen, nicht sehr viel bekannt. 

Da die Kontaktinhibition in Tumorzellen außer Kraft gesetzt ist, ist eine genauere 

Kenntnis der molekularen Ursachen wichtig, um neue Ansatzpunkte für die Krebs-

therapie zu finden, welche zur Entwicklung spezifischerer und nebenwirkungsärmerer 

Medikamente sowie zu einer verbesserten Diagnostik führen können. Wie wichtig es ist, 

die molekularen Mechanismen der Krebsentstehung zu erforschen, zeigt sich auch in 

der Entwicklung neuer Medikamente in den vergangenen Jahren: so zum Beispiel die 

Einführung des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib, der die bei chronisch-myeloischer 

Leukämie veränderte Kinase BCR-ABL hemmt (Deininger et al., 2005). Oder der Anti-

körper Trastuzumab, der gegen den Rezeptor HER2 gerichtet ist, welcher aufgrund 

einer Genamplifikation in vielen Mammakarzinomen überexprimiert wird (Weiner, 1999; 

siehe auch Tabelle 1). 

 

Zellzyklus 

 

Die meisten Zellen im Organismus haben sich, wie bereits erwähnt, die Fähigkeit zur 

Teilung bewahrt, tun dies aber nur, wenn sie durch bestimmte Wachstumssignale dazu 

angeregt werden. Diese Zellen befinden sich in der so genannten G0-Phase, einer Ru-

hephase, aus welcher sie wieder in den Zellzyklus eintreten können. Der eigentliche 

Zellzyklus gliedert sich in vier Abschnitte: die G1-Phase (gap = Lücke), in der die Zelle 

wächst und sich durch Proteinsynthese auf die folgende S-Phase (Synthese) vor-

bereitet. In der S-Phase findet die eigentliche Verdoppelung der DNA statt. Daran 

schließt sich die G2-Phase an, in welcher die anschließende Zellteilung während der M-

Phase (Mitose) vorbereitet wird. In der M-Phase schließlich teilt sich die Zelle in zwei 

Tochterzellen. 



17

Der Zellzyklus ist ein hochkomplexer Vorgang, der fehlerfrei ablaufen muss, da er für 

die korrekte Weitergabe der DNA verantwortlich ist. Erreicht wird dies durch das fein 

abgestimmte Zusammenwirken verschiedener Regulatorproteine, die teilungsfördernd 

bzw. -hemmend wirken, und die zum Teil nur zu ganz bestimmten Zeitpunkten des 

Zellzyklus konzertierend aktiviert werden. Zu den Schlüsselproteinen des Zellzyklus 

gehören die Cyclin-abhängigen Kinasen (cdks = cyclin-dependent kinases), die zur 

Familie der Serin- / Threoninkinasen gehören und erst durch Assoziation mit ihren regu-

latorischen Untereinheiten, den Cyclinen, katalytisch aktiv werden (Norbury und Nurse, 

1992; Pines, 1993; Sherr, 1993). Diese Cdk-Cyclin-Komplexe phosphorylieren weitere 

am Zellzyklus beteiligte Proteine, die damit ihrerseits aktiviert werden. Im Gegensatz zu 

den Cdks werden die Cycline, wie der Name bereits sagt, zyklisch exprimiert (Hunt, 

1989; Sherr, 1993). Zusammen mit der Tatsache, dass bestimmte Cycline nur mit be-

stimmten Cdks assoziieren, wird dadurch sichergestellt, dass die Cdks zum richtigen 

Zeitpunkt innerhalb des Zellzyklus aktiv sind (Abb.1). 

 

Abbildung 1: 

Bildung der verschiedenen Cdk-Cyclin-Komplexe im Verlauf des Zellzyklus (aus 

Sherr, 1993). 
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Für die Feinregulierung des Zellzyklus und das differenzierte Ansprechen auf intrin-

sische und externe, vor allem wachstumshemmende Signale, besitzt die Zelle noch 

zahlreiche inhibitorische Proteine, die mit den Cdk-Cyclin-Komplexen interagieren und 

diese inaktivieren können. Diese Cdk-inhibitorischen Proteine (CKI) werden in zwei 

Familien eingeteilt. Zur „CIP-Familie“ gehören p21, p27 und p57, welche unspezifisch 

cdk2, cdk4 und cdk6 hemmen können. Kontaktinhibierte Zellen zeigen eine Akkumula-

tion von p27 (Polyak et al., 1994; Dietrich et al., 1997), wodurch sie in der G1-Phase 

arretiert werden. Zur zweiten Gruppe der CKIs, der so genannten „INK-Familie“, gehö-

ren p15, p16, p18 und p19, die bevorzugt an cdk4 bzw. cdk6 binden und zur Abdissozi-

ation der D-Cycline aus den Komplexen führen, wodurch diese inaktiviert werden, was 

ebenfalls zum G1-Arrest der Zellen beiträgt. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass 

p16 an der Signaltransduktion der Kontaktinhibition in humanen Fibroblasten beteiligt 

ist (Wieser et al., 1999). Des Weiteren ist bekannt, dass p16 in vielen Tumoren mutiert 

ist oder ganz fehlt, so z. B. beim Gliom, familiären Melanom und Pankreaskarzinom 

(Hall und Peters, 1996; Sherr und Roberts, 1995). Es erfüllt damit die Kriterien eines 

Tumorsuppressorgens. Auch p27 wird als Tumorsuppressor bezeichnet, wenngleich als 

untypischer, weil es in Tumoren nur selten mutiert oder verloren gegangen ist. Eine 

verminderte Expression von p27 korreliert aber zum Beispiel bei Brustkrebs mit einer 

schlechten Prognose (Catzavelos et al., 1997). 

 

Erhält eine Zelle nun ein wachstumsförderndes Signal, bildet sie in der mittleren G1- 

Phase die D-Cycline, welche mit cdk4 und cdk6 assoziieren. Dadurch werden die Cdks 

aktiviert und können ihre Zielproteine phosphorylieren. Eines der wichtigsten Ziele ist 

das Retinoblastomprotein (pRb), das in seiner hypophosphorylierten Form an den 

Transkriptionsfaktor E2F gebunden vorliegt und diesen inaktiviert. Durch zunehmende 

Phosphorylierung im Verlauf der späten G1-Phase bis zum Erreichen des Restriktions-

punktes wird pRb inaktiviert und dissoziiert von E2F ab, wodurch dieser aktiviert wird. 

Zuerst wird die Expression von Cyclin E induziert, welches im Komplex mit cdk2 die 

vollständige Phosphorylierung von pRb bewirkt, wodurch der Restriktionspunkt irrever-

sibel überschritten und die Transkription S-Phasen spezifischer Gene möglich wird. Hat 

die Zelle den Restriktionspunkt überschritten, durchläuft sie den Zellzyklus unabhängig 

von weiterer mitogener Stimulation (Pardee, 1989; Sherr, 2000). D. h. die Zelle ist wäh-

rend der G1-Phase für proliferationsfördernde und -hemmende Signale empfänglich. 

Die meisten Tumorzellen zeigen Störungen in der Regulation der G1-Phase bzw. des 

G1 / S-Übergangs, wodurch der Zellzyklus autonom wird und unabhängig von prolifera-

tionsfördernden Signalen durchlaufen werden kann. In der Folge proliferieren die Zellen 

exzessiv. 
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MAPK 

 

Durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung kann die katalytische Aktivität von 

Enzymen reguliert werden. Zudem können durch Phosphorylierung Andockstellen ge-

schaffen werden für weitere regulatorische Proteine (Adapter, Enzyme). Das Wechsel-

spiel von Phosphorylierung und Dephosphorylierung bestimmter Aminosäure-reste von 

Proteinen ist ein fundamentaler Mechanismus der Signalweiterleitung in Zellen und auf 

allen Ebenen der Signalketten zu finden, von den Rezeptoren an der Zellmembran bis 

zu den Transkriptionsfaktoren im Zellkern. 

 

Die Rezeptoren vieler Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, zum Beispiel PDGF, 

EGF, FGF, HGF, NGF etc., gehören zur Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), 

die nach Ligandenbindung dimerisieren und sich gegenseitig phosphorylieren (Auto- 

und Transphosphorylierung). Dadurch werden sie aktiviert und können nun ihrerseits 

Substrate phosphorylieren (Schlessinger und Ullrich, 1992; Schlessinger, 2000). Die 

RTKs besitzen zwei Gruppen von Autophosphorylierungsstellen, von denen eine inner-

halb der Kinase-Domäne liegt, welche die Aktivität der intrinsischen Aktivität kontrolliert. 

Die andere Autophosphorylierungsstelle befindet sich außerhalb der Kinase-Domäne 

und bietet im phosphorylierten Zustand eine Andockstelle für regulatorische Proteine (z. 

B. SHC, Grb2), die über ihre SH2-Domäne an die RTK binden können und mit dieser 

vorübergehend einen Signalkomplex bilden. Die spezifische Zusammensetzung dieser 

Signalkomplexe entscheidet mit darüber, welcher Signalweg in der Zelle angeschaltet 

wird. Zu den am besten untersuchten Signalwegen gehören die durch Wachstums-

faktoren induzierten Signalketten unter Beteiligung der so genannten Mitogen-

aktivierten Protein Kinasen (MAPK). 

 

Die MAP Kinasen werden durch duale Phosphorylierung an konservierten Threonin- 

und Tyrosinresten aktiviert und phosphorylieren ihrerseits bestimmte Zielproteine. Die 

drei am besten untersuchten Familien der MAPK sind die ERK 1 und 2 (extracellular 

signal regulated kinases), die vor allem durch Wachstumsfaktoren und -hormone stimu-

liert werden. Des Weiteren Stress-aktivierte Protein Kinasen (SAPK), zu denen die Fa-

milien der JNK (c-Jun NH2-terminal kinases) und der p38 gehören. Diese werden vor 

allem durch Zytokine und zellulären Stress (verursacht z. B. durch UV, osmotischen 

Stress) aktiviert, aber auch durch Wachstumsfaktoren. Darüber hinaus konnte unsere 

Arbeitsgruppe zeigen, dass die α-Isoform der p38 im Rahmen der Kontaktinhibition 

humaner Fibroblasten persistierend aktiviert wird (Faust et al., 2005). Die verschie-

denen MAPK sind jeweils in einer MAPK-Kaskade organisiert, bei welcher die Signale 
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durch sequentielle Phosphorylierung von einer MAPK-Kinase-Kinase (MKKK) auf eine 

MAPK-Kinase (MKK) und schließlich auf die MAPK übertragen werden. 

Die Aktivität der MAPK wird durch ein fein abgestimmtes Zusammenspiel von Kinasen 

einerseits und Phosphatasen andererseits gesteuert. Die Kinasen gehören zur Gruppe 

der bereits erwähnten MKKs. Dabei werden die ERK vor allem durch die MKK1 / 2 

(MEK1 / 2) aktiviert, die Stress-aktivierten MAPK dagegen durch MKKK3 / 6 und MKK4 

(Enslen et al., 1998). 

Die an den MAPK-Kaskaden beteiligten Phosphatasen gehören zum Großteil in die 

Familie der dualen (Threonin / Tyrosin) Phosphatasen (Dusp). Derzeit sind zehn Mit-

glieder dieser Familie bekannt, die sich in drei Gruppen einteilen lassen. Die erste 

Gruppe umfasst die im Zellkern lokalisierten induzierbaren Phosphatasen Dusp1 (MKP-

1), Dusp2, Dusp4 (MKP-2) und Dusp5, welche MAPK aller drei Familien inaktivieren 

können. Die Mitglieder der beiden anderen Gruppen zeigen höhere Selektivität. Zur 

zweiten Gruppe gehören Dusp6 (MKP-3), Dusp7 (MKP-X) und Dusp9 (MKP-4), die im 

Zytoplasma lokalisiert sind und ERK1 und 2, aber auch SAPK dephosphorylieren, wäh-

rend die Mitglieder der dritten Gruppe, Dusp8, Dusp10 (MKP-5) und Dusp16 (MKP-7), 

eine höhere Affinität für die Stress-induzierten MAPK besitzen (Owens und Keyse, 

2007). 
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2. Zielsetzung der Arbeit 

 

Die Kontaktinhibition ist zwar weithin anerkannt als wichtiges negatives Wachs-

tumssignal, das über den direkten Kontakt zwischen Zellen vermittelt wird. Die ihr 

zugrunde liegenden Mechanismen sind aber noch weitgehend unbekannt. Ziel dieser 

Arbeit sollte es sein, mehr über die molekularen Mechanismen der Kontaktinhibition zu 

lernen. Als Zellkulturmodell wurde die murine Fibroblastenzelllinie NIH3T3 ausgewählt. 

 

Zum einen sollte die differentielle Genexpression kontaktinhibierter NIH3T3-Zellen un-

tersucht werden. Dazu wurden zwei Methoden getestet, um herauszufinden, welche für 

unser Modellsystem besser geeignet ist: die Methode des Differential Display oder ge-

nomweite Microarrays. Zum anderen sollte die Regulation der Signalkaskaden der MAP 

Kinasen ERK und p38 im Rahmen der Kontaktinhibition untersucht werden. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Zellkultur 

3.1.1. Verwendete Zelllinie 

 

Die verwendeten NIH3T3-Zellen sind aneuploide embryonale Mausfibroblasten, wel-

che, obwohl sie Immortalität besitzen, kontaktinhibiertes Wachstum zeigen. D. h. sie 

stellen ihr Wachstum sein, sobald sie ihre charakteristische Sättigungsdichte erreicht 

haben. In der Zellkultur bilden sie dabei einen konfluenten Monolayer. 

 

3.1.2. Medium 

 

Mit dem Zellkulturmedium sollen möglichst physiologische Bedingungen geschaffen 

werden, unter denen die Zellen optimal wachsen können. Für die NIH3T3-Zellen eignet 

sich Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), ein synthetisches Flüssignähr-

medium. Es enthält anorganische Salze, essentielle Aminosäuren, wasserlösliche Vi-

tamine und hochkonzentrierte Glucose als einzige Kohlenhydratquelle (genaue Zu-

sammensetzung s. u.). Durch den zugesetzten pH-Indikator Phenolrot kann visuell kon-

trolliert werden, dass sich der pH-Wert im physiologischen Bereich (6,8-7,5) bewegt. 

Dem Medium werden noch fetales Kälberserum und die Aminosäure L-Glutamin zuge-

setzt sowie Antibiotika zur Vermeidung von Kontaminationen. 

Routinemäßig wird dem Medium 10 % FCS zugesetzt. Für Versuche, bei denen durch 

Serumdepletion ein G1-Arrest der Zellen erreicht werden soll, wird Medium mit dem 

Zusatz von nur 0,2 % FCS verwendet. 
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Reagenzien / Chemikalien: 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ohne Glutamin, DMEM (Lagerung: 4°C) 

Fetales Kälberserum, FCS (Lagerung: -20°C) 

L-Glutamin 

 Antibiotikastammlösung:  10.000 U / ml Penicillin 

 10 mg / ml Streptomycin 

 in 0,9 % iger NaCl-Lösung (Lagerung: -20°C) 

Lösungen:

0,2 M Glutaminlösung:  4,35 g L-Glutamin 

 150 ml aqua bidest. 

 → sterilfiltrieren (Lagerung: -20°C) 

Gebrauchsfertiges Medium: 

DMEM / 10 % FCS: 500 ml DMEM 

 50 ml FCS 

 10 ml 0,2 M Glutaminlösung 

 5 ml Antibiotikastammlösung (Lagerung: 4°C) 

 DMEM / 0,2 % FCS: 500 ml DMEM 

 1 ml FCS 

 10 ml 0,2 M Glutaminlösung 

 5 ml Antibiotikastammlösung (Lagerung: 4°C) 
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Zusammensetzung DMEM (Konzentrationen in mg / l): 

 

Anorganische Salze: 

 Kalziumchlorid, wasserfrei    200,0 

 Eisen(III)nitrat*9H2O 0,10 

 Kaliumchlorid      400,0 

 Magnesiumsulfat, wasserfrei      97,7 

 Natriumchlorid   6400,0 

 Natriumdihydrogenphosphat*H2O 125,0 

 Natriumhydrogencarbonat  3700,0 

Aminosäuren: 

 L-Arginin*HCl        84,0 

 L-Cystin        48,0 

 Glycin         30,0 

 L-Histidin*HCl*H2O 42,0 

 L-Isoleucin      105,0 

 L-Leucin      105,0 

 L-Lysin*HCl      146,0 

 L-Methionin        30,0 

 L-Phenylalanin       66,0 

 L-Serin        42,0 

 L-Threonin        95,0 

 L-Tryptophan        16,0 

 L-Tyrosin        72,0 

Vitamine: 

 D-Kalzium-Pantothenat        4,0 

 Cholinchlorid          4,0 

 Folsäure          4,0 

 Myo-Inositol          7,2 

 Nicotinamid          4,0 

 Pyridoxal*HCl          4,0 

 Riboflavin          0,40 

 Thiamin*HCl          4,0 

Weitere Zusätze: 

 D-Glucose, wasserfrei  4500,0 

 Phenolrot        15,0 
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3.1.3. Kultivieren der Zellen 

 

Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar Flow Box durchge-

führt, die vor Beginn der Arbeiten mit 70 % Ethanol gereinigt wurde. Beim Arbeiten mit 

Zellkulturen wurden Handschuhe getragen und zwischen den einzelnen Arbeitsgängen 

mit 70 % Ethanol desinfiziert, um Kontaminationen der Zellkulturen zu vermeiden. 

 

Geräte: 

 Vertical Laminar Flow Box 

 Inkubator 

 Wasserbad 

 Sterile Kunststoffpipetten: 1, 5, 10, 25 ml 

 Gewebekulturschalen: 6, 10, 15 cm Durchmesser 

Multiwell-Platten: 6-, 24-, 96-well 

 Zentrifugenröhrchen: 15 ml 

 Zentrifuge 

 Sterilfilter 

 Phasenkontrastmikroskop 

Reagenzien / Chemikalien: 

Natriumchlorid 

Kaliumchlorid 

Kaliumdihydrogenphosphat 

Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) 

EDTA 

Trypsin-Stammlösung: 2,5 % Trypsin in PBS ohne Ca2+, Mg2+ (Lagerung: -20°C) 

Lösungen:

Phosphate buffered Saline, PBS:     8 g Natriumchlorid 

 0,2 g Kaliumchlorid 

 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat 

 1,15 g Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) 

 ad 1,0 l aqua dest. 

 → pH 6,8 einstellen 

 → autoklavieren (Lagerung: 4°C) 

PBS mit 0,02 % EDTA:   0,1 g EDTA  

 500 ml PBS (pH 6,8) 

 → autoklavieren (Lagerung: 4°C) 
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Trypsin-Gebrauchslösung:          5 ml Trypsin-Stammlösung (2,5 %) 

 ad 500 ml PBS / 0,02 % EDTA (Lagerung: -20°C) 

 DMEM / 10 % FCS (s. 3.1.2.) 

 

Alle Lösungen wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C vorgewärmt. 

Kulturbedingungen im Inkubator: 37°C, 5 % CO2, 90 % Luftfeuchtigkeit. 

 

Procedere: 

• Das Medium wird abgesaugt und der Zellrasen 3 x mit PBS gewaschen. 

• Nach Zugabe von 0,5 ml Trypsin pro Schale (10 cm) wird 1-2 min bei RT inkubiert, bis 

sich die Zellen abrunden und von der Platte lösen (mikroskopische Kontrolle). 

• Nach Zugabe von 9,5 ml Medium pro Schale, werden die abtrypsinisierten Zellen gut 

darin suspendiert (Trypsin wird durch FCS inaktiviert), in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen 

gegeben und zentrifugiert (10 min, 800 upm). 

• Der Überstand wird abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. 

• Anschließend wird die Zellsuspension auf neue Kulturschalen verteilt. 

 

3.1.4. Zellzahlbestimmung 

 

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer. Zur besseren 

Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wird die Zellsuspension mit dem 

Vitalfarbstoff Trypanblau gemischt, der nur von toten Zellen mit nicht mehr funktions-

tüchtiger Plasmamembran aufgenommen wird. Unter dem Mikroskop werden dann nur 

die hellen, lebenden Zellen gezählt. 

 

Geräte:

Neubauer Zählkammer 

 Phasenkontrastmikroskop 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Natriumchlorid 

Trypanblau 

Lösungen:

0,9 % ige Natriumchlorid-Lösung:    0,9 g Natriumchlorid 

 100 ml aqua dest. 

 Trypanblaulösung:     0,5 % Trypanblau 

 in 0,9 % iger Natriumchlorid-Lösung 
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Procedere: 

• 50 µl Zellsuspension werden mit 50 µl Trypanblaulösung gemischt und in die Zählkam-

mer eingebracht. 

• Unter dem Mikroskop werden die ungefärbten Zellen ausgezählt. 

• Es werden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. Der Mittelwert der Bestimmun-

gen wird mit dem Kammerfaktor (= 2500), sowie der Verdünnungsstufe (= 2) multi-

pliziert. Der so ermittelte Wert entspricht der Zellzahl / ml Suspension. 

 

3.1.5. Untersuchung auf Mykoplasmenkontamination 

 

Bei Mykoplasmen handelt es sich um 0,3-0,8 µm große Prokaryonten, die keine Zell-

wand besitzen und unter anderem auf den Schleimhäuten der Lunge sowie des Magen-

Darm-Traktes vorkommen. Mykoplasmen können zum Beispiel über den Atem auf die 

Zellkultur übertragen werden. Da sie nicht nur sehr klein, sondern aufgrund der fehlen-

den Zellwand auch sehr flexibel sind, können sie selbst herkömmliche Sterilfilter (Po-

rengröße: 0,2 µm) passieren. Im Gegensatz zu Hefen und Bakterien sind Mykoplas-

men unter dem Lichtmikroskop nicht zu erkennen. Um eine Kontamination der Zellen 

mit Mykoplasmen gegebenenfalls zu erkennen, wurde die Stammkultur regelmäßig 

kontrolliert. Dazu kamen zwei verschiedene Methoden zur Anwendung. 

 

A) DAPI-Färbung 

 

Bei dieser Methode wird mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes ganz spezifisch DNA an-

gefärbt. Die Zellkerne der kultivierten Zellen fluoreszieren blau, und im Falle einer Kon-

tamination mit Mykoplasmen erscheinen diese als kleine fluoreszierende Pünktchen 

außerhalb der Zellkerne. 

 

Geräte:

Fluoreszenzmikroskop 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Methanol 

 Essigsäure 

 Dapi 

 Tris 

 Moviol 

 Glycerol 87 % 
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Lösungen:

Fixierlösung:       Methanol : Essigsäure  3 : 1 (V / V) 

 Dapi-Stammlösung:  5 µg / ml Dapi in PBS (Lagerung: -20°C) 

 Dapi-Gebrauchslösung: 0,2 ml Dapi-Stammlösung in 10 ml Methanol 

 → immer frisch ansetzen 

 0,2 M Tris (pH 8,5):     0,49 g Tris 

 ad 20 ml aqua dest. 

 → pH 8,5 einstellen 

 Moviol-Lösung:     5 g Moviol 

 6 g Glycerol (87 %) 

 6 ml aqua dest. 

 → 1 h bei RT quellen lassen 

 12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5) 

 → 15 min kochen 

 → zentrifugieren: 3000 upm, 15 min (Lagerung: 4°C) 

 

Procedere: 

• Deckgläschen werden in eine Zellkulturschale gegeben und mindestens 20 min mit ab-

solutem Ethanol inkubiert. 

• Das Ethanol wird abgesaugt und die Deckgläschen 3 x kurz und 3 x 5 min mit PBS ge-

waschen. Anschließend werden die Deckgläschen mit DMEM / 10 % FCS versetzt und 

bis zum Gebrauch in den Inkubator gestellt. 

• Die Zellen werden gemäß 3.1.3. abtrypsinisiert, resuspendiert und die erhaltene Zell-

suspension auf die Deckgläschen pipettiert. 

• Dann werden die Zellen für mindestens 2 Tage auf den Deckgläschen wachsen gelas-

sen. 

• Der Überstand wird abgesaugt, der Zellrasen 2 x mit PBS gewaschen und 2 x 5 min mit 

Fixierlösung behandelt. Anschließend werden die Deckgläschen auf Filterpapier luft-

getrocknet. 

• Die Deckgläschen werden mit je 2 ml Gebrauchslösung versetzt und 10-15 min im Dun-

keln gefärbt. 

• Anschließend werden die Deckgläschen 1 x mit Methanol und 1 x mit PBS gewaschen 

und luftgetrocknet. 

• Pro Deckgläschen wird ein Tropfen Moviollösung auf einen Objektträger gegeben. Die 

getrockneten Deckgläschen werden mit dem Zellrasen nach unten auf die Movioltropfen 

gelegt und überschüssiges Moviol durch gleichmäßigen Druck auf die Deckgläschen 

entfernt. 

• Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgt mit einem Ölimmersionsobjektiv bei 

100-facher Vergrößerung unter Anregung mit Licht der Wellenlänge λ= 420 nm. 



29

B) PCR 

 

Bei dieser PCR-basierten Methode zum Nachweis einer Mykoplasmenkontamination 

wurde das VenorGeM-Kit entsprechend dem Protokoll des Herstellers eingesetzt. Diese 

Methode ist sehr spezifisch, apparativ und von der Durchführung her aber wesentlich 

aufwändiger als die DAPI-Färbung und wurde daher nicht routinemäßig angewandt, 

sondern nur nach dem Auftauen von Zellen. 

Amplifiziert wird bei der PCR eine DNA-Sequenz, die bei verschiedenen Mykoplasmen 

hochkonserviert ist und auch in einigen Ureaplasma-Spezies vorkommt. 

 

Geräte:

PCR-Gerät 

 Heizblock 

 Zentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

 VenorGEM-Kit 

 DMEM 

 FCS 

 DEPC 

Lösungen:

0,2 M Glutaminlösung (s. 3.1.2.) 

 DMEM ohne Antibiotika: DMEM ohne Glutamin 500 ml 

 FCS      50 ml 

 0,2 M Glutaminlösung   10 ml 

 DEPC-Wasser (RNAse-freies Wasser):   0,1 % DEPC in aqua bidest. 

 → autoklavieren 

 PCR-Master-Mix: DEPC- Wasser    107,4 µl

10 x Reaktionspuffer      15,0 µl

Primer-/ Nukleotid-Mix    15,0 µl

Kontroll-DNA         6,0 µl

Taq-Polymerase        0,6 µl

Procedere: 

• Die Zellen werden in Antibiotika-freiem Medium ausgesät und mindestens 1 x darin 

passagiert. 

• Wenn die Zellen 90-100 % konfluent gewachsen sind, werden 100 µl Kulturüberstand in 

ein steriles Reaktionsgefäß überführt, 5 min bei 95°C gekocht und anschließend ab-

zentrifugiert (5 sec, 13.000 upm). 
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• Je 48 µl PCR-Master-Mix werden in drei 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und mit 2 µl

DEPC-Wasser (Negativkontrolle), 2 µl Kulturüberstand (Probe) beziehungsweise 2 µl

Positivkontrolle gemischt und zentrifugiert (5 sec, 13.000 upm). 

• Die PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 

 1 Zyklus: 95°C – 15 min   55°C – 2 min   72°C – 2 min 

34 Zyklen: 94°C – 30 sec   55°C – 1 min   72°C – 1 min 

 1 Zyklus: 72°C – 4 min. 

• Anschließend werden die Reaktionsgefäße abzentrifugiert (30 sec, 13.000 upm). 

• Je 5 µl der 3 Ansätze werden mit 0,7 µl Laufpuffer versetzt und auf ein 1,5 % iges Aga-

rosegel aufgetragen (s. 3.3.2.). 

• Die Elektrophorese erfolgt bei 100 V über eine Laufstrecke von ca. 2 cm. 

• Nach dem Färben des Gels erfolgt die Auswertung unter UV-Licht (s. 3.3.2.). 

 

3.1.6. Kryokonservierung 

 

Zellen können bei -196°C in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und somit als Vorrat 

gehalten werden. Damit die Zellen beim Einfrieren nicht durch die Bildung von Eiskri-

stallen verletzt werden, wird die Zellsuspension mit DMSO als Frostschutzmittel ver-

setzt und stufenweise bis zur Endtemperatur abgekühlt. 

 

Geräte:

Kryoröhrchen 

 Kryoschienen 

 Kryotank 

Reagenzien / Chemikalien: 

 DMSO 

 FCS 

 

Procedere: 

• Die Zellen werden wie unter 3.1.3. abtrypsinisiert und in DMEM / 10 % FCS resus-

pendiert. 

• Nach dem Zentrifugieren wird das Zellpellet in 9 ml FCS aufgenommen und gut resus-

pendiert. 

• Nach Zugabe von 1 ml DMSO wird die Zellsuspension kurz gemischt, in 1 ml-Portionen 

auf Kryoröhrchen verteilt und langsam eingefroren. Dazu werden die Röhrchen mit Zell-

stoff umwickelt in ein Styroporrack gestellt und bei -80°C eingefroren. 

• Nach 24 h werden die Kryoröhrchen dann in Kryoschienen gesetzt und in flüssigen 

Stickstoff überführt. 
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Werden die Zellen wieder benötigt, werden sie rasch bei 37°C im Wasserbad aufgetaut 

und in eine mit DMEM / 10 % FCS gefüllte Kulturschale überführt. Nachdem sich die 

Zellen angeheftet haben, wird zum Entfernen des DMSO ein Mediumwechsel mit 

DMEM / 10 % FCS durchgeführt. 

 

3.2. Proteingewinnung 

3.2.1. Gesamtextrakt 

 

Proteingesamtextrakte wurden nach der Methode von Laemmli (1970) gewonnen. 

Durch den Einsatz kochend heißen Probenpuffers und anschließendes Abkochen der 

Extrakte zur vollständigen Inaktivierung der beim Abschaben freigesetzten Proteasen 

kann auf die Zugabe von Proteaseinhibitoren verzichtet werden. 

 

Geräte: 

 Zellschaber 

Heizblock 

 Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

Tris 

 SDS 

 DTT 

 Saccharose 

 Bromphenolblau 

Lösungen: 

 PBS (s. 3.1.3.) 

 20 mM Tris (pH 7,4):       1,21 g Tris 

 ad 500 ml aqua dest. 

 → pH 7,4 einstellen (Lagerung: 4°C) 

 1 M Tris (pH 6,8):       12,1 g Tris 

 ad 100 ml aqua dest. 

 → pH 6,8 einstellen 

 20 % SDS:  20 % SDS in aqua dest. 

 1 M DTT-Lösung: 1,54 g DTT 

 10 ml aqua dest. (Lagerung: -20°C) 
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Laemmli-Puffer (2 x):        6 ml 1 M Tris (pH 6,8) 

 25 ml 20 % SDS 

 10 g Saccharose 

 ad 50 ml aqua dest. 

 → sterilfiltrieren 

 q. s. Bromphenolblau 

 Reduzierender Laemmli-Puffer (1 x):   5 Teile     2 x Laemmli-Puffer 

 4 Teile     aqua dest. 

 1 Teil       1 M DTT-Lösung 

 → erst kurz vor Gebrauch ansetzen 

 

Procedere: 

• Der Zellrasen wird 2 x mit PBS und 1 x mit 20 mM Tris gewaschen. 

• Nach Zugabe kochenden reduzierenden Laemmli-Puffers werden die Zellen mit einem 

Schaber von der Platte abgeschabt, in ein Reaktionsgefäß überführt und kurz gevortext. 

• Anschließend wird der Extrakt 10 min bei 95°C gekocht und abzentrifugiert (1 min, 

13.000 upm). 

• Sofern sie nicht gleich weiterverarbeitet werden, werden die Extrakte bei -20°C ein-

gefroren. 

 

3.2.2. Chloroform-Methanol-Fällung 

 

Im Gesamtextrakt befinden sich außer den löslichen Proteinen noch weitere Zell-

bestandteile, zum Beispiel Nukleinsäuren oder Kohlenhydrate, die von den Proteinen 

getrennt werden sollen. Für analytische Zwecke, bei denen nur kleine Proteinmengen 

benötigt werden, eignet sich die Chloroform-Methanol-Fällung. Dabei werden die Prote-

ine durch Zugabe von Lösungsmitteln dehydratisiert und aus dem Extrakt gefällt, wäh-

rend die anderen Zellbestandteile in Lösung verbleiben. 

 

Geräte:

Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien:

Chloroform 

 Methanol 
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Procedere: 

• Die gewünschte Menge Extrakt wird in ein Reaktionsgefäß gegeben und mit aqua dest. 

zu 100 µl aufgefüllt. 

• Nach Zugabe von 100 µl Chloroform, 400 µl Methanol und 300 µl aqua dest. werden die 

Proben gevortext und zentrifugiert (3 min, 14.000 upm). 

• Die Proteine befinden sich jetzt an der Phasengrenze zwischen Methanol / Wasser (o-

ben) und Chloroform (unten). Der Überstand wird vorsichtig bis fast zur Phasengrenze 

abgesaugt. 

• Nach Zugabe von 300 µl Methanol wird die Probe vorsichtig gemischt und zentrifugiert 

(5 min, 14.000 upm). 

• Der Überstand wird komplett abgesaugt und das Pellet luftgetrocknet. 

• Für die Proteinquantifizierung mittels BCA-Test wird das Pellet in 50 µl 0,5 N Natronlau-

ge aufgenommen; für die Elektrophorese in 20 µl reduzierendem Laemmli-Puffer. 

 

3.2.3. Proteinquantifizierung mittels BCA-Test 

 

Zur Bestimmung der Menge an Gesamtprotein in einer Lösung wurde die Farbreaktion 

mit Bicinchoninsäure (BCA) in Gegenwart von Kupfer-II-Ionen angewendet (Smith et 

al., 1985). Es handelt sich um eine Biuretreaktion, bei der reduktive Gruppen im Protein 

im alkalischen Milieu Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen reduzieren. Letztere ergeben einen in-

tensiv gefärbten Komplex mit je zwei Molekülen BCA. Die Absorption der gefärbten 

Lösung wird bei λ = 562 nm photometrisch bestimmt. Als Eichprotein wird Rinderserum-

albumin (BSA) eingesetzt. 

Die BCA-Proteinbestimmungsmethode hat Vorteile gegenüber anderen Methoden (z. B. 

geringere Störanfälligkeit durch Detergenzien), liefert aber wie alle anderen Farbreak-

tionen auch nur Näherungswerte, da verschiedene Proteine unterschiedlich stark mit 

den Kupferionen reagieren. 

Störende Reagenzien wie Reduktionsmittel oder aminhaltige Pufferkomponenten (Tris) 

müssen wegen Reduktion oder Komplexierung des Cu2+ vor der Bestimmung entfernt 

werden. In diesem Fall wurde nach 3.2.2. gefällt und das Pellet in 50 µl 0,1 N Natron-

lauge aufgenommen. 
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Geräte:

Eppendorfzentrifuge 

 Wasserbad 

 Photometer 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Natriumhydroxid 

 Rinderserumalbumin, BSA 

 Bicinchoninsäure, BCA 

 Natriumcarbonat 

 Natriumhydrogencarbonat 

 Dinatriumtartrat 

 Kupfersulfat-pentahydrat 

Lösungen:

0,1 N Natronlauge:  0,2 g Natriumhydroxid 

 50 ml aqua dest. 

BSA-Stammlösung: 1 mg / ml BSA in aqua dest. (Lagerung: -20°C) 

 Lösung A für BCA-Test:       5 g BCA 

 2 g Natriumhydroxid 

 10 g Natriumcarbonat 

 4,75 g Natriumhydrogencarbonat 

 0,8 g Dinatriumtartrat 

 ad 500 ml aqua dest. 

 → pH 11,25 einstellen 

 Lösung B für BCA-Test: 4 % Kupfersulfat-pentahydrat in aqua dest. 

 Testlösung für BCA-Test:      100 Teile Lösung A 

 2 Teile Lösung B 

 → kurz vor Gebrauch mischen 

Pipettierschema für die Standards: 

 Aqua dest. BSA [1 mg / ml] Konzentration [mg / ml] 

Leerwert 50 µl - -

S1 45 µl 5 µl 0,005 

S2 40 µl 10 µl 0,01 

S3 25 µl 25 µl 0,025 

S4 - 50 µl 0,05 

→ Außer dem Leerwert werden alle Standards doppelt angesetzt. 
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Procedere: 

• Leerwert und Standards werden gemäß obigem Schema angesetzt. Die zu bestim-

menden Proben werden einer Chloroform-Methanol-Fällung nach 3.2.2. unterzogen und 

die Pellets in 50 µl 0,1 N Natronlauge aufgenommen. Es werden jeweils Doppel-

bestimmungen durchgeführt. 

• Nach Zugabe von 1 ml Testlösung pro 50 µl Standard bzw. 50 µl Probe werden die Re-

aktionsgefäße für 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschließend auf Eis 

gesetzt, um die Reaktion zu beenden. 

• Anschließend wird die Extinktion der Lösungen bei λ = 562 nm am Photometer gemes-

sen. 

• Die Proteinkonzentration der Proben errechnet sich wie folgt: 

 C = E x F / V 

 C: Konzentration der Proteinlösung in mg / ml 

 E: Mittelwert der beiden bei λ = 562 nm gemessenen Extinktionen 

 F: Mittelwert der aus den einzelnen Standardwerten errechneten Faktoren (Fs)

Fs = Cs / E

Cs: Konzentration des entsprechenden Standards in mg / ml 

 V: eingesetztes Volumen der Proteinlösung in ml 

3.3. Gelelektrophorese 

 

Die Elektrophorese stellt ein biochemisches Trennverfahren dar, bei dem die Wande-

rung von geladenen Molekülen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung ausge-

nutzt wird. Die Trennung wird in einer Trägermatrix durchgeführt, meist in Form eines 

Gels (Polyacrylamid, Agarose). Durch variable Eigenschaften der Gele (wie Porengrö-

ße, Vernetzungsgrad) kommt noch ein so genannter Siebeffekt zum Tragen. D. h. die 

Moleküle werden nicht nur nach ihrer Ladung, sondern auch nach Größe und Gestalt 

getrennt. 

Die elektrophoretische Beweglichkeit der geladenen Teilchen hängt ab von: 

- der Gesamt-Nettoladung des Moleküls 

- der Größe und Gestalt des Moleküls 

- der Porengröße des Trägers 

- pH-Wert, Temperatur und Ionenstärke des Puffers 

- der elektrischen Feldstärke. 

Proteine enthalten aufgrund ihrer Zusammensetzung aus einzelnen Aminosäuren so-

wohl saure als auch basische Gruppen, wodurch ihre Nettoladung von der pH-abhän-

gigen Ionisierung von Amino- und Carboxygruppen bestimmt wird. 
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3.3.1. SDS-PAGE 

 

Bei der SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfate-polyacrylamid gel electrophoresis) werden 

die Proteine in Gegenwart des Detergens SDS elektrophoretisch aufgetrennt. Die Pro-

teine werden durch SDS denaturiert und entfaltet. Das negativ geladene SDS lagert 

sich dabei in konstantem Gewichtsverhältnis entlang der Aminosäurekette an. Die An-

lagerung negativer Ladungen ist proportional zur Proteingröße und kompensiert die 

positiven Ladungen in einer Weise, dass die Proteine in Richtung der Anode wandern. 

Dadurch erfolgt die Auftrennung der Proteine im Gel ausschließlich entsprechend ihres 

Molekulargewichtes. 

Bei dem hier verwendeten Laemmli-Gelsystem (1970) werden die Proben zunächst in 

einer großporigen Sammelschicht konzentriert, von wo aus sie in das eigentliche Trenn-

gel hineinwandern. 

Die Porengröße kann durch die Acrylamidkonzentration und den Vernetzungsgrad, der 

von der eingesetzten Menge des Bisacrylamids abhängig ist, variiert werden, wodurch 

optimale Trennbedingungen für unterschiedliche Molekulargewichtsbereiche geschaf-

fen werden können. 

 

3.3.1.1. Gießen der Gele 

 

Geräte:

Glasplatten (8 x 13 cm) 

 Spacer (0,5 x 13 x 0,2 cm) 

Kämme (0,2 cm dick) 

Isolierband 

Trockenschrank 

Gelgießkammer 

 Saugflasche 

 Wasserstrahlpumpe 

Reagenzien / Chemikalien:

Acrylamidstammlösung:     30 % Acrylamidlösung (Lagerung: 4°C) 

 Bisacrylamidstammlösung:  2 % Bisacrylamidlösung (Lagerung: 4°C) 

 APS 

Temed 

Tris 
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SDS 

Ethanol 70 % (V / V) 

Ethanol abs. 

Lösungen:

1,5 M Tris (pH 8,8):   18,15 g Tris 

 80 ml aqua dest. 

 → pH 8,8 einstellen 

 ad 100 ml aqua dest. 

 → autoklavieren 

 1 M Tris (pH 6,8):  12,1 g Tris 

 80 ml aqua dest. 

 → pH 6,8 einstellen 

 ad 100 ml aqua dest. 

 → autoklavieren 

 10 % SDS:    10 % SDS in aqua dest. 

 APS-Stammlösung: 10 % APS in aqua dest. (Lagerung: -20°C) 

 Ethanol 50 % (V / V):  Ethanol abs. : aqua dest.  1 : 1 (V / V) 

 

Trenngel:

7,5 % 10 % 15 % 

Acrylamidstammlösung 24,3 ml 32,4 ml 48,6 ml 

Bisacrylamidstammlösung 3,73 ml 13,5 ml 20,2 ml 

1,5 M Tris (pH 8,8)    25 ml    25 ml    25 ml 

10 % SDS      1 ml      1 ml      1 ml 

Aqua dest.    40 ml    28 ml   5,1 ml 

APS  750 µl 750 µl 750 µl

Temed    45 µl 45 µl 45 µl

Sammelgel:

20 ml 

Acrylamidstammlösung 3,30 ml 

Bisacrylamidstammlösung 1,36 ml 

1 M Tris (pH 6,8) 2,50 ml 

10 % SDS 0,20 ml 

Aqua dest. 12,64 ml 

APS   200 µl

Temed     20 µl
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Procedere:

• Die Glasplatten werden gründlich mit Ethanol 70 % gereinigt. Die Spacer werden an den 

Längsseiten der Platten eingelegt und mittels Isolierband fixiert. Zur Verbesserung der 

Klebekraft werden die zusammengefügten Platten für ca. 20 min bei 80-100°C im Tro-

ckenschrank erhitzt. Nach dem Abkühlen können sie in die Gelgießkammer einge-setzt 

werden. 

• Die Komponenten des Trenngels werden bis auf APS und TEMED in einer Saugflasche 

gemischt und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe ca. 5 min entgast. 

• Nach Zugabe von APS und TEMED wird die Lösung vorsichtig gemischt und in die Gel-

gießkammer gegossen. Das Trenngel wird mit 50 % Ethanol überschichtet zur Glättung 

der Oberfläche. 

• Nach 2-3 h Polymerisierungszeit wird das 50 % ige Ethanol abgesaugt und die Kämme 

eingesetzt. 

• Das Sammelgel wird entsprechend der Anleitung für das Trenngel angesetzt und in die 

Gelgießkammer gegossen. 

• Nach der vollständigen Polymerisierung über Nacht werden die Gele aus der Gelgieß-

kammer entnommen und bis zum Gebrauch in feuchte Tücher und Alufolie verpackt bei 

4°C gelagert. 

 

3.3.1.2. Proben vorbereiten 

 

Geräte:

Heizblock 

Lösungen:

s. 3.2.2. 

Reduzierender Laemmli-Puffer (s. 3.2.1.) 

 

Procedere:

• Die Proben werden gefällt wie unter 3.3.2. beschrieben. 

• Das Proteinpellet wird in 20 µl reduzierendem Laemmli-Puffer aufgenommen, gevortext 

und zur vollständigen Denaturierung der Proteine 10 min bei 95°C abgekocht. Vor dem 

Auftragen werden die Proben abzentrifugiert (1 min, 13.000 upm). 
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3.3.1.3. Durchführen der Elektrophorese 

 

Geräte:

Elektrophoresekammer mit Umwälzpumpe 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Glycin 

 Tris 

 SDS 

Lösungen:

Elektrophoresepuffer:    72 g Glycin 

 15 g Tris 

 6,25 g SDS 

 5,0 l aqua dest. (Lagerung: 4°C) 

 

Procedere:

• Die Gele werden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Taschen mit Puffer 

gespült. Vom unteren Anodenraum wird Puffer in den oberen Kathodenraum gepumpt. 

• Vom Auftragen der Proben bis zum Einlaufen ins Sammelgel wird die Pumpe ausge-

schaltet, um Aufwirbelungen zu vermeiden. 

• Für das Einlaufen der Proben in das Sammelgel wird eine Stromstärke von 50 mA ange-

legt. Haben die Proben die Grenze zum Trenngel erreicht, wird die Stromstärke auf 50 

mA pro Gel heraufgesetzt und die Pumpe zur Durchmischung des Puffers wieder ange-

stellt. 

• Die Elektrophorese ist beendet, sobald die Lauffront das untere Ende der Gele erreicht 

hat. 

 

3.3.2. Agarose-Gelelektrophorese 

 

Hierbei kann die Porengröße des Gels durch die Agarosekonzentration variiert werden. 
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3.3.2.1. Gießen der Gele 

 

Geräte: 

 Mikrowelle 

 Elektrophoresekammer 

 Kamm 

 Spacer 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Agarose 

 EDTA 

 Tris 

 Eisessig 

Lösungen: 

 0,5 M EDTA-Lösung:  18,6 g EDTA 

 10 ml aqua dest. 

 → pH 8,0 einstellen 

50 x TAE-Puffer (Stammlösung):     242 g Tris 

 57,1 ml Eisessig 

 100 ml 0,5 M EDTA-Lösung (pH 8,0) 

 ad 1,0 l aqua dest. 

 0,5 x TAE-Puffer (Gebrauchslösung):    5 ml TAE-Stammlösung (50 x) 

 495 ml aqua dest. 

Ansatz für die Agarosegele: 

1 % 1,5 % 2 % 

Agarose 0,2 g 0,3 g 0,4 g 

0,5 x TAE-Puffer 20 ml 20 ml 20 ml 

Procedere: 

• Die Agarose und der 0,5 x TAE-Puffer werden gemischt, in der Mikrowelle aufgekocht 

und die leicht abgekühlte Mischung in die vorbereitete Elektrophoresekammer ge-

gossen. 

• Nach dem Erstarren werden Kamm und Spacer gezogen. Das Gel wird mit 0,5 x TAE-

Puffer überschichtet und bis zum Gebrauch im Kühlschrank aufbewahrt. 
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3.3.2.2. Elektrophorese und Detektion 

 

Geräte: 

 Elektrophoresekammer mit Powersupply 

 Eagle Eye (UV-Licht) 

Chemikalien / Reagenzien: 

 Glycerol 87 % 

 Bromphenolblau 

 Standardmarker (s. 3.3.3.B) 

 Ethidiumbromid-Stammlösung 

Lösungen: 

 0,5 x TAE-Puffer (s. 3.3.2.1.) 

 0,5 M EDTA-Lösung, pH 8,0 (s. 3.3.2.1.) 

Probenpuffer für Agarosegele:  0,2 ml 0,5 M EDTA-Lösung (pH 8,0) 

 5,75 ml Glycerol 87 % 

 4,05 ml aqua dest. 

 q. s. Bromphenolblau 

Ethidiumbromid-Gebrauchslösung:    10 µl Ethidiumbromid-Stammlösung 

100 ml 0,5 x TAE-Puffer 

 

Procedere: 

• Die vorbereiteten Proben und der Marker werden auf das Gel aufgetragen. 

• Die Elektrophorese besteht aus einem Vorlauf bei 40 V, bis die Proben aus den Ta-

schen gelaufen sind, und einem Hauptlauf bei 80 V, bis die Lauffront etwa ¾ des Gels 

durchlaufen hat. 

• Anschließend wird das Agarosegel für 25-30 min in Ethidiumbromid-Färbelösung gelegt 

und danach unter UV-Licht ausgewertet. 

 

3.3.3. Standard-Marker für die Elektrophorese 

 

Je nach Art des Gels kommen dabei Protein- bzw. DNA-Marker zum Einsatz, die es in 

verschiedenen Zusammensetzungen gibt, um jeden benötigten Trennbereich abzude-

cken. 
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A) Western Blot 

1 – Bluemarker (Prestained SDS-Molecular Weight Standard Mixture) 

 

Die Proteine sind an einen blauen Farbstoff gekoppelt und daher sichtbar, wodurch sich 

der Verlauf der Elektrophorese auch visuell mitverfolgen lässt. 

Der lyophilisierte Marker wird in 1 ml reduzierendem Laemmli-Puffer (s. 3.2.1.) aufge-

nommen, 10 min bei 95°C abgekocht und in Aliquots zu 8 µl bei -20°C eingefroren. 

 
Molekulargewichte: 180,0 kDa     α2-Macroglobulin from Human Plasma 

116,0 kDa     β-Galactosidase from E. coli 

 84,0 kDa     Fructose-6-Phosphate Kinase from Rabbit Muscle 

 58,0 kDa     Pyruvate Kinase from Chicken Muscle 

 48,5 kDa     Fumarase from Porcine Heart 

 36,5 kDa     Lactic Dehydrogenase from Rabbit Muscle 

 26,6 kDa     Triosephosphate Isomerase from Rabbit Muscle 

 

2 – ECL-Marker (Biotinylated Protein Ladder Detection Pack) 

 

Die Proteine dieses Markers sind nicht an einen farbigen Bestandteil gekoppelt, son-

dern an Biotin. Der ECL-Marker wird eingesetzt, wenn der Western Blot mit Chemi-

lumineszenz detektiert werden soll. In diesem Fall wird dem sekundären Antikörper 

noch zusätzlich ein HRP-gekoppelter α-Biotin Antikörper beigemischt, mit dessen Hilfe 

der Marker bei der Detektion auf dem Röntgenfilm sichtbar gemacht wird. 

Der Marker wird in Aliquots zu 8 µl bei -20°C eingefroren. 
 

Molekulargewichte: 200 kDa 

 140 kDa 

 100 kDa 

 80 kDa 

 60 kDa 

 50 kDa 

 40 kDa 

 30 kDa 

 20 kDa 

 10 kDa 
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B) Agarosegele 

 

PCR-Marker für Agarosegel (Lambda DNA / EcoRI+ +HindIII Marker, 3): 

 

Für diesen Marker wurde die gesamte DNA des λ-Phagen unter Einsatz der Restrik-

tionsenzyme EcoRI und HindIII verdaut, wobei 13 DNA-Fragmente bekannter Größe 

entstehen. 

Der Marker wird vor Gebrauch in dem mitgelieferten 6 x Puffer verdünnt und bei -20°C 

eingefroren. 

 
Molekulargewichte:  21226 bp 

 5148 bp 

 4973 bp 

 4268 bp 

 3530 bp 

 2027 bp 

 1904 bp 

 1584 bp 

 1375 bp 

 947 bp 

 831 bp 

 564 bp 

 

3.4. Western Blot 

 

Beim Western Blot werden Proteine, die mittels Gelektrophorese getrennt wurden, auf 

eine Membran transferiert und dort mit Hilfe spezifischer Antikörper nachgewiesen. 

Beim Blotten wird eine exakte Kopie des Gels produziert, dabei werden die Proteine auf 

der Membran immobilisiert. Die hier angewandte Methode erfolgt im Sandwich-

verfahren zwischen Filterpapieren und wird als Elektroblotting bezeichnet: Das Gel und 

die aufliegende Membran werden zwischen 2 Elektroden platziert, sodass die Elektro-

phorese vertikal zum Gel stattfindet. Trägermembran und Gel tauchen dabei vollständig 

in eine Pufferlösung ein (Tank-Blotting). Da die Proteine mit SDS markiert und dadurch 

negativ geladen sind, wandern sie von der Kathode zur Anode. 
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Geräte und Materialien: 

 Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) 

 Schüttler 

 Blotkammer mit Einsätzen 

 Netzgerät 

 Schaumstoffkissen 

 Filterpapier 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Methanol 

 Tris 

 Glycin 

Lösungen:

Blotpuffer:  12,1 g Tris 

 57,6 g Glycin 

 800 ml Methanol 

 ad 4 l aqua dest. (Lagerung: 4°C) 

 

Procedere:

• Die PVDF-Membran wird zur Aktivierung mindestens 15 sec in Methanol, anschließend 

für einige min in aqua dest. geschwenkt. 

• Zwei Schaumstoffkissen und 6 Lagen Filterpapier werden in Blotpuffer eingeweicht. In 

einen geöffneten Bloteinsatz werden ein Schaumstoffkissen und 3 Lagen Filterpapier 

gelegt. 

• Darauf werden das Gel und anschließend die PVDF-Membran gelegt. Jede neue Lage 

wird durch Darüberrollen mit einem Glasstab geglättet und eventuell vorhandene Luft-

blasen zwischen den Schichten entfernt. 

• Zum Abschluss werden auf die Membran nochmals 3 Lagen Filterpapier und ein 

Schaumstoffkissen gelegt, eventuell vorhandene Luftblasen entfernt und der Bloteinsatz 

geschlossen. 

• Das fertige „Sandwich“ wird in die Blotkammer eingesetzt, wobei das Gel der Kathode, 

die Membran der Anode zugewandt sein muss. 

• Das Blotten erfolgt über Nacht bei 100 mA. 
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3.4.1. Proteindetektion nach Transfer auf Blot-Membran 

 

Nach dem Blotten können die auf der Membran immobilisierten Proteine unspezifisch 

als gefärbte Komplexe nach Reaktion mit einem Farbstoff oder spezifisch über die Bil-

dung von Antigen-Antikörper-Komplexen nachgewiesen werden. 

 

A) Unspezifische Detektion mittels Coomassie-Färbung 

 

Die Coomassie-Färbung beruht auf der unspezifischen Adsorption des basischen Farb-

stoffes an Proteine. Der Nachweis ist nicht sehr empfindlich, wurde aber routinemäßig 

durchgeführt, um abzuschätzen, ob das Blotten geklappt hat und ob die Beladung (= 

Proteinmenge pro lane) in etwa gleich ist. Dazu wurde ein Stück der Membran vom 

unteren Gelende, das weit genug von der gesuchten Bande entfernt war, abgeschnitten 

und gefärbt. 

 

Geräte: 

 Färbeschalen 

 Schüttler 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Isopropanol 

 Essigsäure konz. 

 Coomassie Brillant Blue-G 

Lösungen: 

 Entfärbelösung:   150 ml Isopropanol 

 100 ml Essigsäure konz. 

 750 ml aqua dest. 

 Färbelösung:      q. s. Coomassie Brillant Blue-G in Entfärbelösung 

 

Procedere:

• Die Membran wird für ca. 1 min in Färbelösung, dann bis zur gewünschten Ban-

denintensität in Entfärbelösung geschwenkt. 
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B) Spezifische Detektion mittels Antikörpern 

 

Beim Transfer auf die Blotmembran bleibt die Immunreaktivität der Proteine erhalten, 

wodurch diese nach Behandlung mit den entsprechenden Antikörpern detektiert werden 

können. Dabei bildet der spezifische Erstantikörper mit dem gesuchten Protein einen 

Immunkomplex. 

Die Visualisierung erfolgt über eine enzymkatalysierte Farbreaktion mit Hilfe eines en-

zymkonjugierten Zweitantikörpers, der gegen den ersten Antikörper gerichtet ist. 

 

- Detektion mittels Chemilumineszenz 

 

Von Chemilumineszenz spricht man, wenn eine chemische Reaktion zu einem ange-

regten Molekül führt, das selbst leuchtet, sobald die angeregten Elektronen in den 

Grundzustand zurückkehren. Im vorliegenden Fall beruht die chemische Reaktion auf 

der enzymatischen Umsetzung eines so genannten Luciferins durch die Meerrettich-

peroxidase (HRP = horse radish peroxidase). Die HRP ist mit dem Zweitantikörper ge-

koppelt und setzt Luminol zu 3-Aminophtalat um, das daraufhin Licht der Wellen-länge 

λ= 425 nm emittiert, welches auf einen Röntgenfilm übertragen und dort sichtbar ge-

macht wird. 

 

Geräte und Materialien: 

 Schüttler 

 Röntgenfilmkassette 

 Röntgenfilm 

 Färbeschalen 

 Holzpinzetten 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Tris 

 Natriumchlorid 

 Tween 20 

 Magermilchpulver 

 Rinderserumalbumin, BSA 

 LumiGLO Kit 

 Entwickler 

 Fixierer 
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Lösungen: 

 10 x TBS:   24 g Tris 

 80 g Natriumchlorid 

 800 ml aqua dest. 

 → pH 7,6 einstellen 

 ad 1 l aqua dest (Lagerung: 4°C) 

 Waschpuffer, TTBS:  100 ml 10 x TBS 

 900 ml aqua dest. 

 1 ml Tween 20 

 Blocklösung 1:   5 % Magermilchpulver in TTBS 

 Blocklösung 2:   5 % BSA in TTBS 

 ECL-Gebrauchslösung:   400 µl LumiGLO Reagens 

 400 µl LumiGLO Peroxid 

 8 ml aqua dest. 

 → unmittelbar vor Gebrauch im Dunkeln ansetzen 

 Entwicklerlösung:  50 ml Entwickler 

 200 ml aqua dest. (Lagerung: 4°C, lichtgeschützt) 

 Fixierlösung:        50 ml Fixierer 

 200 ml aqua dest. (Lagerung: 4°C) 
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Verwendete Antikörper: 

 

Erstantikörper Bezugsquelle Spezies 
Verdünnung 

Puffer 

Gelsystem 

Proteinmenge 

α-Cyclin A 

(H-432) 

1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-MKP-1 

(M-18) 

1: 500 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-ERK2 

(C-14) 

1: 2000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-MKK-3 / 6 

(H-90) 

1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-MKK 4 

(H-98) 

Santa Cruz 

1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-phospho-MKK 3 / 6 

(Ser 189 / 207) 

1: 700 

5 % BSA 

10 % 

50 µg

α-phospho-MKK 4 

(Thr 261) 

1: 700 

5 % BSA 

10 % 

50 µg

α-p38 
1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-phospho-p38 

(Thr 180 / Tyr182) 

1: 1000 

5 % BSA 

10 % 

50 µg

α-phospho-ERK 

(Thr 202 / Tyr204) 

1: 1000 

5 % BSA 

10 % 

50 µg

α-phospho-SHC 

(Tyr 239 / 240) 

Cell Signaling 

rabbit 

1: 400 

5 % BSA 

10 % 

50 µg

α-SHC 

(PG-797) 

1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-Cyclin D1 

(HD-11) 

Santa Cruz 
1: 1000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

α-pRB BDPharmingen 

mouse 

1: 1000 

5 % MP 

7,5 % 

20 µg

α-Tsc-22 

(C-20) 
Santa Cruz goat 

1: 500 

5 % MP 

15 % 

50 µg

5 % MP   = 5 % Magermilchpulver in TTBS; Inkubation für 1,5 h bei RT 

5 % BSA = 5 % Rinderserumalbumin in TTBS; Inkubation über Nacht bei 4°C 
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Zweitantikörper, HRP-konjugiert Bezugsquelle 
Verdünnung 

Puffer 

α-Biotin 
1: 1000 

5 % MP 

α-rabbit 

Cell Signaling 
1: 2000 

5 % MP 

α-mouse 
1: 1000 

5 % MP 

α-goat 

Santa Cruz 
1: 1000 

5 % MP 

Procedere:

• Die Membran wird gegebenenfalls zugeschnitten, um mehrere Proteine parallel 

zu detektieren und für 1 h in Blocklösung geschwenkt, um alle unbesetzten Bin-

dungsstellen auf der Membran zu maskieren. 

• Die Inkubation mit dem Erstantikörper erfolgt entsprechend den Angaben in der 

Tabelle für 1,5 h bei RT bzw. über Nacht bei 4°C. 

• Anschließend wird die Membran 3 x kurz und 3 x 5 min in Waschpuffer ge-

schwenkt und für 1 h bei RT mit dem entsprechenden Zweitantikörper inkubiert. 

• Die Membran wird erneut 3 x kurz und 3 x 5 min in Waschpuffer geschwenkt. 

• Das weitere Procedere erfolgt unter Rotlicht im Fotolabor: 

• Die Membran wird für 1-2 min in der ECL-Gebrauchslösung geschwenkt, mit 

Frischhaltefolie bedeckt und in die Röntgenfilmkassette eingelegt. Die Expositi-

onszeit des Röntgenfilms richtet sich nach der Stärke des Signals und der Qua-

lität der Antikörper und betrug 1-30 min. 

• Der Röntgenfilm wird bis zur gewünschten Bandenintensität in Entwicklerlösung, 

dann kurz in aqua dest. geschwenkt und anschließend ca. 10 min in Fixier-

lösung fixiert. Nach erneutem Schwenken in aqua dest. wird der Film an der Luft 

getrocknet. 
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- Detektion mittels Alkalischer Phosphatase 

 

Die Detektion der Antigene beruht hier auf der Umsetzung von 5-Brom-4-Chlor-3- indo-

lylphosphat (X-Phosphat) zu einem Indigofarbstoff durch die alkalische Phos-phatase. 

Die entstehenden Reduktionsäquivalente aus dem Indoxyl reduzieren das Tetrazolium-

salz NBT zum purpurfarbenen Diformazan. Sichtbar wird eine violette Mischfarbe aus 

beiden Farbstoffen. 

Die Detektion erfolgt im Dunkeln, da die Farbreaktion sehr lichtempfindlich ist. 

 

Geräte:

Schüttler 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Tris 

 Natriumchlorid 

 Tween 20 

 Magermilchpulver 

 Magnesiumchlorid 

 5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat, X-Phosohat 

 4-Nitroblautetrazoliumchlorid, NBT 

 Dimethylformamid 

Lösungen:

Waschpuffer, TTBS (s. o.)  

 Blocklösung 1 (s. o.) 

 Entwicklungspuffer: 12,1 g Tris 

 10,2 g Magnesiumchlorid 

 5,8 g Natriumchlorid 

 ad 1 l aqua dest. 

 → pH 9,5 einstellen (Lagerung: 4°C) 

 X-Phosphatlösung: 50 mg X-Phosphat 

 1 ml DMF (Lagerung: -20°C) 

 NBT-Lösung:  75 mg NBT 

 1 ml 70 % (V / V) DMF / aqua dest. (Lagerung: -20°C) 

 Entwicklungslösung:   37,5 µl X-Phosphatlösung 

 50,0 µl NBT-Lösung 

 10 ml Entwicklungspuffer 

 → unmittelbar vor Gebrauch ansetzen 
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Verwendete Antikörper: 

 

Erstantikörper Bezugsquelle Spezies 
Verdünnung 

Puffer 

Gelsystem 

Proteinmenge 

α-p27 

(C-19) 

1: 1000 

5 % MP 

α-ERK2 

(C-14) 

Santa Cruz rabbit 
1: 2000 

5 % MP 

10 % 

50 µg

Zweitantikörper, AP-konjugiert Bezugsquelle 
Verdünnung 

Puffer 

α-rabbit Sigma 
1: 20.000 

5 % MP 

Procedere:

• Die Membran wird für 1 h in Blocklösung geschwenkt, um alle unbesetzten Bin-

dungsstellen auf der Membran zu markieren. 

• Die Inkubation mit dem Erstantikörper erfolgt für 1,5 h bei RT. 

• Anschließend wird die Membran 3 x kurz und 3 x 5 min in Waschpuffer ge-

schwenkt und für 1 h bei RT mit dem Zweitantikörper inkubiert. 

• Die Membran wird erneut 3 x kurz und 3 x 5 min in Waschpuffer geschwenkt. 

• Die Membran wird in die Entwicklerlösung gegeben und im Dunkeln ca. 2-5 min 

inkubiert, bis die Banden schwach sichtbar werden. 

• Dann wird die Membran gründlich mit aqua dest. gewaschen und an der Luft ge-

trocknet. 

 

3.4.2. Strippen der Blotmembran 

 

Nach Detektion mittels Chemilumineszenz kann die Blotmembran für eine erneute Pro-

tein-Detektion genutzt werden. Dazu wird die Membran gestrippt, um alle auf der 

Membran haftenden Antikörper zu entfernen. Die Dissoziation der Antigen-Antikörper-

Komplexe beruht dabei auf einem starken pH-Abfall. 
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Geräte: 

 Schüttler 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Tris 

 Glycin 

 Tween 20 

Lösungen: 

 Waschpuffer, TTBS (s. 3.4.1.B) 

 0,1 M Glycin:  3,75 g Glycin 

 500 ml aqua dest. 

 → pH 2,8 einstellen (Lagerung: 4°C) 

 

Procedere: 

• Nach der ECL-Detektion wird die Membran 3 x kurz und 3 x 5 min in Wasch-

puffer, anschließend 2 x 10 min in Glycinlösung und dann wieder 3 x kurz und 3 

x 5 min in Waschpuffer geschwenkt. 

3.5. PCR 

 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine enzymatische in vitro Methode, mit der 

DNA vervielfältigt werden kann. Man nutzt hierzu die Eigenschaften von DNA-Poly-

merasen aus, die einen DNA-Einzel- zum Doppelstrang aufpolymerisieren können, so-

fern ihnen ein kurzer, doppelsträngiger Bereich als Startpunkt zur Verfügung steht. 

Diesen doppelsträngigen Bereich erhält man durch Zugabe zweier synthetischer Oligo-

nukleotide (Primer), die spezifisch an Sequenzen des zu vervielfältigenden Gens bin-

den, zum Reaktionsansatz. 

 

3.5.1. RNA-Isolierung 

 

RNA wurde im Folgenden mit zwei verschieden Methoden aus den kultivierten NIH3T3- 

Zellen gewonnen: Zum einen durch Phenolextraktion (A) und zum anderen über die 

Adsorption der RNA an ein Glasfaservlies (B). 

 



53

A) RNA-Isolierung mittels RNAWiz 

 

Geräte:

Kühlbare Eppendorfzentrifuge 

Abzug 

Reagenzien / Chemikalien: 

Chloroform 

Isopropanol, eiskalt 

Ethanol 70 % (V / V), eiskalt 

RNAWiz 

Lösungen:

PBS (s. 3.1.3.) 

DEPC-Wasser (s. 3.1.5.B) 

 

Procedere:

• Die Zellen werden wie unter 3.1.3. beschrieben abtrypsinisiert, anschließend in PBS re-

suspendiert und zentrifugiert (10 min, 800 upm). 

• Der Überstand wird abgesaugt und das Pellet wiederum in PBS aufgenommen. Ein Ali-

quot wird zur Zellzahlbestimmung (s. 3.1.4.) entnommen, der Rest erneut zentrifugiert 

und anschließend wieder in PBS resuspendiert. 

• Maximal 1 x 107 Zellen werden erneut abzentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 

Das Pellet wird in 1 ml RNAWiz kräftig resuspendiert, in ein 2 ml Reaktionsgefäß über-

führt und 5 min bei RT stehen gelassen. 

• Nach Zugabe von 200 µl Chloroform wird das Reaktionsgefäß 2 min intensiv gevortext, 

dann 10 min bei RT stehen gelassen und anschließend zentrifugiert (15 min, 14.000 

upm, 4°C). 

• Die obere, farblose Phase wird vorsichtig in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt, 

wobei eine Kontamination mit der Trennschicht unbedingt vermieden werden muss. 

Nach Zugabe von 500 µl DEPC-Wasser wird die Probe gevortext, mit 1 ml eiskaltem I-

sopropanol versetzt und erneut gevortext. Nach 10 minütiger Inkubation bei RT wird die 

Probe zentrifugiert (15 min, 14.000 upm, 4°C). 

• Der Überstand wird abgesaugt, das Pellet (= RNA) in 1 ml eiskaltem Ethanol 70 % re-

suspendiert, gevortext und erneut zentrifugiert (10 min, 14.000 upm, 4°C). 

• Nachdem der Überstand abgesaugt ist, lässt man das Pellet ca. 10 min lufttrocknen, 

dabei darf es aber nicht ganz trocken werden. 

• Anschließend wird das Pellet in DEPC-Wasser aufgenommen, wobei die Wassermenge 

von der gewünschten Endkonzentration abhängt. Sofern die RNA nicht sofort weiter-

verarbeitet wird, wird sie bei -80°C eingefroren. 
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B) RNA-Isolierung mittels High Pure RNA Isolation Kit 

 

Geräte:

Kühlbare Eppendorfzentrifuge 

Chemikalien / Reagenzien: 

High Pure RNA Isolation Kit 

Lösungen:

PBS (s. 3.1.3.) 

 

Procedere: 

• Die Zellen werden wie unter 3.5.1.A beschrieben vorbereitet, wobei für diesen Ansatz 

nur 1 x 106 Zellen eingesetzt werden. Das Zellpellet wird in 200 µl PBS resuspendiert, 

mit 400 µl Lyse-/ Bindepuffer gemischt und in ein Filter Tube pipettiert, das in ein Auf-

fanggefäß gesteckt wurde. Anschließend wird das Gefäß zentrifugiert (10.000 upm, 15 

sec, 15°C). 

• Das Eluat wird verworfen, das Filter Tube wieder ins Auffanggefäß gesteckt. 

• 10 µl DNAse I werden mit 90 µl DNAse-Inkubationspuffer gemischt, auf das Glasfaser-

vlies des Filter Tubes pipettiert und für 15 min bei RT stehen gelassen. 

• Nach Zugabe von 500 µl Waschpuffer I und erneuter Zentrifugation (15 sec, 10.000 

upm, 15°C) wird das Eluat verworfen, das Filter Tube wieder ins Auffanggefäß gesteckt. 

• Nach Zugabe von 500 µl Waschpuffer II wird erneut zentrifugiert (15 sec, 10.000 upm, 

15°C). Anschließend werden noch 200 µl Waschpuffer II zugegeben und wieder zentri-

fugiert (2 min, 14.000 upm, 15°C). 

• Das Filter Tube wird in ein frisches, autoklaviertes 1,5 ml Reaktionsgefäß gesteckt und 

nach Zugabe von 50-100 µl Elutionspuffer zentrifugiert (1 min, 10.000 upm, 15°C). 

• Sofern die RNA nicht sofort weiterverarbeitet wird, wird sie bei -80°C eingefroren. 

 

3.5.2. Bestimmung der RNA-Konzentration 

 

Routinemäßig wurde die RNA-Konzentration einer Probe unmittelbar im Anschluss an 

die Isolierung bestimmt. 

 

Geräte und Materialien:

Photometer 

Kunststoffküvetten 
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Procedere:

• In ein Reaktionsgefäß mit 998 µl aqua bidest. werden 2 µl der frisch isolierten RNA pi-

pettiert, gevortext und am Photometer bei λ = 260 nm vermessen. Als Leerwert dient 

aqua bidest. 

• Alle Proben werden doppelt vermessen. Die RNA-Konzentration errechnet sich wie 

folgt: 

 C = E260 x 40 

 C: RNA-Konzentration in µg / ml 

 E260: Mittelwert der beiden Extinktionen bei λ = 260 nm 

 

3.5.3. Qualitätskontrolle 

 

Bevor die isolierte RNA für Versuche eingesetzt werden kann, wird ihre Qualität über-

prüft, um sicher zu gehen, dass sie intakt und nicht durch Lösungsmittelrückstände kon-

taminiert ist. 

 

A) Photometrisch 

 

Parallel zur Konzentrationsbestimmung unter 3.5.2. vermisst das Photometer noch wei-

tere Extinktionen bei anderen Wellenlängen. Der Extinktionsquotient E260 / 280 ist dabei 

ein Maß für die Reinheit der gemessen Probe. Der Wert hängt auch vom verwen-deten 

Lösungsmittel ab und lag bei unseren Proben, die in aqua bidest. gemessen wurden, 

zwischen 1,5 und 2,0. 

 

B) Agarosegel 

 

Des Weiteren wird die Qualität der isolierten RNA auf einem Agarosegel kontrolliert. 

 

Geräte: 

 s. 3.3.2. 

Chemikalien / Reagenzien: 

 s. 3.3.2. 

Lösungen: 

 s. 3.3.2. 
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Procedere: 

• 0,5 µg RNA werden mit aqua dest. zu 6 µl ergänzt (dazu ist eventuell ein Ver-

dünnungsschritt nötig), mit 1,5 µl Laufpuffer versetzt und über ein 1 % iges Aga-

rosegel aufgetrennt (s. 3.3.2.). 

3.5.4. cDNA-Synthese 

Da für die PCR DNA als Matrize benötigt wird, muss die RNA zunächst in DNA umge-

schrieben werden. Dies erfolgt mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT), das 

eine einzelsträngige, komplementäre Kopie der RNA, die cDNA (complementary DNA), 

erstellt. 

Die am häufigsten dafür verwendete Methode ist die des so genannten Oligo(dT)-

Priming. Hierbei entsteht durch die Reaktion eines oligo(dT)-Primers mit dem in mRNA-

Molekülen vorhandenen poly(A)-Schwanz ein kurzer, doppelsträngiger Nukleinsäure-

bereich, der von der Reversen Transkriptase als Ausgangspunkt für die Synthese des 

cDNA-Strangs benötigt wird. Diese Vorgehensweise garantiert, dass die Synthese der 

cDNA in der Nähe des 3’-Endes der mRNA beginnt, wodurch möglichst vollständig ko-

pierte Stränge erhalten werden sollen. 

 

Geräte:

Thermostat plus 

Kühlbare Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

Advantage RT-for-PCR Kit 

MMLV Reverse Transkriptase (200 units / µl) 

MgCl2-Stammlösung (25 mM) 

Lösungen: 

DEPC-Wasser (s. 3.1.5.B) 

Master-Mix: 5 x first strand buffer     2,0 µl

dNTP-Mix (5 mM each)    2,0 µl

MMLV reverse Transkriptase    1,0 µl

MgCl2-Stammlösung     1,2 µl
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Procedere:

• 2 µg RNA werden mit DEPC-Wasser zum Endvolumen von 2,8 µl ergänzt, mit 1 µl oligo 

(dT)-Primer gemischt und zentrifugiert (30 sec, 13.000 upm, 4°C). 

• Anschließend werden die Proben 3 min bei 70°C inkubiert, dann 2 min auf Eis gesetzt 

und wieder zentrifugiert (30 sec, 13.000 upm, 4°C). 

• Pro Probe werden 6,2 µl Master-Mix zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren mit 

dieser gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt (30 sec, 13.000 upm, 4°C) werden 

die Proben für 1 h bei 42°C umgeschrieben. 

• Zur Beendigung der Reaktion wird die Temperatur für 10 min auf 75°C erhöht, und die 

Proben anschließend kurz auf Eis gestellt. 

• Die Proben werden kurz zentrifugiert (30 sec, 13.00 upm, 4°C), mit 90 µl DEPC-Wasser 

verdünnt und bei -20°C eingefroren. 

 

3.5.5. PCR-Primer und Bedingungen 

 

Für jedes Gen, dessen Expression untersucht werden soll, muss ein Primerpaar einge-

setzt werden, das einen möglichst spezifischen Abschnitt des gesuchten Gens erkennt. 

Die PCR-Bedingungen müssen dabei an das jeweilige Primerpaar und die Länge des 

vervielfältigten Fragments angepasst werden. Je höher die Annealing-Temperatur ge-

wählt werden kann, desto größer ist die Spezifität der Bindung der Primer an ihre Ziel-

sequenzen. Die optimale Annealing-Temperatur der Primer hängt mit von deren Länge 

ab, und sollte bei den beiden Primern eines Paares idealerweise nicht zu weit ausein-

ander liegen. Je nach der erwarteten Länge des amplifizierten Fragments wird die Zeit-

spanne für die Extension der Fragmente unterschiedlich lang gewählt. Dabei gilt als 

Richtwert, dass die Taq-Polymerase ca. 1 kb pro Minute amplifizieren kann. 

 
„Muster-PCR“: 

 

1 Zyklus:     95°C – 15 min (Aktivieren der Polymerase) 

 

95°C –          60 sec (Denaturieren der DNA in Einzelstränge) 

x Zyklen:      Tanneal - 30 – 60 sec (Hybridisieren der Primer an die DNA)  

 72°C –  30 – 90 sec (Auffüllen der Einzelstränge durch die Polymerase) 

 

1 Zyklus:     72°C – 10 min (Auffüllen eventuell noch nicht kompletter Doppelstränge) 
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Geräte:

Eppendorfzentrifuge 

 PCR-Gerät 

 PCR-Reaktionsgefäße 

Chemikalien / Reagenzien: 

 Tris 

 Ammoniumsulfat 

 Kaliumchlorid 

 Magnesiumsulfat 

 Triton X-100 

 Rinderserumalbumin, BSA 

 dNTP-Mix (2 mM each) 

 MgCl2-Stammlösung (25 mM) 

 Taq-Polymerase 

Lösungen:

DEPC-Wasser (s. 3.1.5.B) 

 BSA-Stammlösung: 10 mg / ml BSA in aqua bidest. (Lagerung: -20°C) 

 1 M Tris (pH 8,0):       12,1 g Tris 

 ad 100 ml aqua bidest. 

 → pH 8,0 einstellen 

 1 M Ammoniumsulfatlösung:   13,2 g Ammoniumsulfat 

 ad 100 ml aqua bidest. 

 3 M Kaliumchloridlösung:  22,3 g Kaliumchlorid 

 ad 100 ml aqua bidest. 

 0,5 M Magnesiumsulfatlösung:     6,0 g Magnesiumsulfat 

 ad 100 ml aqua bidest. 

10 x PCR-Puffer:    2,5 ml 1 M Tris (pH 8,0) 

 1,1 ml 1 M Ammoniumsulfat 

 345 µl 3 M Kaliumchlorid 

 417 µl 0,5 M Magnesiumsulfat 

 100 µl Triton X-100 

 1 ml BSA-Stammlösung  

 4,54 ml aqua bidest. 

 → sterilfiltrieren (Lagerung: -20°C) 

Eingesetzte Primer: s. Tabelle 

→ die Primer werden in Konzentration von jeweils 100 ng pro Ansatz eingesetzt. 
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Detektion der amplifizierten Fragmente: 

→ Routinemäßig werden 8 µl PCR-Produkt mit 1,5 µl Laufpuffer gemischt 

 und mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.3.2.) untersucht. 

 

Referenzen für Primersequenzen: 

 
1 Jiao et al. (2002) 
2 Klucky et al. (2004) 
3 Zamurovic et al. (2004) 
4 Choi et al. (2001) 
5 Shen et al. (1998) 
6 Anger et al. (2003) 
7 Iwamori et al. (2002) 
8 Nakayama et al. (2000) 
9 Rae et al. (2000) 

 

3.6. Microarrays 

 

Unter Microarrays versteht man eine Untersuchungs-Methode, bei der Sonden auf ganz 

genau definierten Positionen auf einem Träger (z. B. Glas oder Nylonmembran) fixiert 

werden, und mit deren Hilfe eine Probe untersucht wird. Je nach Art der als Sonden 

eingesetzten Moleküle unterscheidet man z. B. DNA- und Protein-Arrays. 

Die hier verwendeten Microarrays (Mouse Expression Set 430 A) enthalten als Sonden 

synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die zum größten Teil DNA-Sequenzen be-

kannter Gene der Maus repräsentieren, aber auch Sequenzen von Genen, deren Funk-

tion noch nicht bekannt ist. Trotzdem beschränkt sich die Anwendung von DNA- Arrays 

auf die Analyse bereits bekannter Sequenzen. 

Der Vorteil der Arraytechnologie liegt eindeutig in der hohen Reproduzierbarkeit und 

der Möglichkeit, bei relativ geringem Bedarf an Probenmaterial in einem einzigen An-

satz tausende Gene parallel zu untersuchen. 

Die zu untersuchende Probe wird markiert, in unserem Fall als Biotin-markierte cRNA, 

und mit den Arrays hybridisiert, wobei die cRNA-Fragmente an ihre komplementären 

Sequenzen auf dem Array binden. Nachdem die Arrays gefärbt und gescannt wurden, 

kann jeder erhaltene Messpunkt einer spezifischen DNA-Sequenz zugeordnet werden, 

da bekannt ist, welche Sonde sich an exakt welcher Stelle auf dem Array befindet. 
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Die RNA wurde wie unter 3.5.1.A beschrieben isoliert, anschließend aber noch in einem 

weiteren Schritt aufgereinigt, weil es sich für das weitere Procedere als vorteilhaft er-

wiesen hat. 

Alle weiteren Schritte wurden in der HDMA Core Facility der Universität Mainz durchge-

führt. 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde von Dr. Carina Ittrich (Abteilung für 

Biostatistik, DKFZ Heidelberg) durchgeführt. 

 

Übersicht Microarray-Prozessierung: 
 

RNA-Isolierung und -Aufreinigung 

↓

Qualitätskontrolle: Agarosegel, Photometrie, Bioanalyzer 

↓

Reverse Transkription → 1st strand cDNA 

↓

2nd strand cDNA 

↓

In vitro Transkription → Biotin-markierte antisense cRNA 

↓

Qualitätskontrolle: Agarosegel, Photometrie 

↓

Fragmentierung der cRNA → Fragmentgröße ~ 100-200 bp 

↓

Hybridisieren der cRNA mit den Arrays 

↓

Messen und Auswerten 
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Geräte:

Kühlbare Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

RNeasy-Kit 

β-Mercaptoethanol 

Ethanol abs. 

Lösungen: 

DEPC-Wasser (s. 3.1.5.B) 

RLT-Puffer, gebrauchsfertig:  10 µl β-Mercaptoethanol 

 1 ml RLT-Puffer 

 → unmittelbar vor Gebrauch mischen 

 

Procedere:

• Die Gesamt-RNA wird wie unter 3.5.1.A beschrieben isoliert und photometrisch unter-

sucht. Sind Ausbeute und Qualität zufrieden stellend, wird die RNA mit DEPC- Wasser 

zu 100 µl ergänzt (maximal 100 µg RNA pro Säule).  

• Nach Zugabe von 350 µl RLT-Puffer und 250 µl Ethanol wird die Probe gut gemischt, 

auf eine RNeasy-Säule pipettiert und abzentrifugiert (15 sec, 13.000 upm, 22°C). 

• Anschließend wird die Säule in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 500 µl

RPE-Puffer versetzt und erneut zentrifugiert (15 sec, 13.000 upm, 22°C). 

• Das Eluat wird verworfen, die Säule erneut mit 500 µl RPE-Puffer versetzt und zentrifu-

giert (2 min, 13.000 upm, 22°C). 

• Anschließend wird die Säule in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 30-50 µl DEPC- 

Wasser werden direkt auf die Membran der Säule pipettiert und abzentrifugiert (1 min, 

13.000 upm, 22°C). 

• Werden, je nach eingesetzter Menge, mehr als 30 µg RNA erwartet, wird die Säule 

nochmals mit 30-50 µl DEPC-Wasser eluiert. 

• Direkt im Anschluss werden die RNA-Konzentration und -Qualität erneut photometrisch 

bestimmt und die Probe bei -80°C eingefroren, sofern sie nicht sofort weiterverwendet 

wird. 
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3.7. Durchflusszytometrie / FACS 

 

Mittels Durchflusszytometrie / FACS (Fluorescence activated cell sorting) können Zel-

len, die zuvor fluoreszenzmarkiert wurden, aufgrund unterschiedlicher Fluoreszenz-

intensitäten voneinander getrennt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen 

mit dem interkalierenden Reagens Propidiumiodid gefärbt, welches sich unspezifisch in 

doppelsträngige DNA einlagert. 

Bei der Durchflusszytometrie passiert die Flüssigkeit, welche die zu messenden Zellen 

enthält, einen Laserlichtstrahl, der die mit Propidiumiodid behandelten Zellen zur Fluo-

reszenz anregt. Das Ausmaß der Fluoreszenz korreliert dabei mit dem DNA-Gehalt der 

Zellen, welche dadurch den verschiedenen Phasen des Zellzyklus zugeordnet werden 

können. 

 

Geräte:

Kühlbare Zentrifuge 

FACS-Röhrchen 

Wasserbad 

FACS-Gerät, FACS-Calibur 

Reagenzien / Chemikalien: 

EDTA 

 Ethanol 70 % (V / V), eiskalt 

 Tween 20 

 FCS 

 RNAse A (1,56 U / µl) 

 Propidiumiodid 

Lösungen: 

 PBS (s. 3.1.3.) 

 PBS / 0,02 % EDTA 

Trypsin-Gebrauchslösung (s. 3.1.3.) 

Propidiumiodid-Stammlösung:   10 mg / ml in PBS (Lagerung: 4°C) 

 PBS / 2% FCS:   0,2 ml FCS 

 9,8 ml PBS 

 Färbelösung:        1 ml PBS / 2 % FCS 

 7,2 µl RNAse A (= 11,25 U) 

 5,0 µl Propidiumiodid-Stammlösung 

 → erst kurz vor Gebrauch mischen 
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Procedere:

• Die Zellen werden wie unter 3.1.3. beschrieben abtrypsinisiert, anschließend in PBS re-

suspendiert und zentrifugiert (10 min, 800 upm). 

• Der Überstand wird abgesaugt und das Pellet wiederum in PBS aufgenommen. Ein Ali-

quot wird zur Zellzahlbestimmung (3.1.4.) entnommen, der Rest erneut zentrifugiert und 

anschließend wieder in PBS resuspendiert. 

• 1-2 x 106 Zellen werden in ein FACS-Röhrchen gegeben und abzentrifugiert (10 min, 

800 upm). Der Überstand wird dekantiert und das Röhrchen auf Eis gesetzt. 

• Die Zellen werden in 200 µl kaltem PBS resuspendiert und anschließend durch Zutrop-

fen von 2 ml eiskaltem Ethanol unter ständigem Vortexen fixiert. Die fixierten Zellen 

werden mindestens 30 min, besser über Nacht bei 4°C stehengelassen. 

• Nach einem Zentrifugationsschritt (7 min, 2.000 upm, 4°C) wird der Überstand dekan-

tiert und die Zellen permeabilisiert. Dazu wird unter ständigem Vortexen 1 ml PBS / 0,2 

% Tween auf die Zellen gegeben. Nach anschließender Inkubation für 15 min bei 37°C 

im Wasserbad werden die Zellen zentrifugiert (7 min, 2.000 upm, RT) und der Über-

stand dekantiert. 

• Unter ständigem Vortexen wird die Färbelösung zugegeben und die Proben bei RT für 

30 min im Dunkeln inkubiert. 

• Anschließend wird erneut zentrifugiert (7 min, 2.000 upm) und der Überstand dekantiert. 

• Die Zellen werden unter ständigem Vortexen in 800 µl PBS resuspendiert und bis zum 

Messen bei 4°C gelagert. 

• Messung erfolgte an einem FACS-Calibur; die Auswertung mit dem Programm Modfit. 

3.8. Proliferationstest 

 

Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine Behandlung oder Situation auf das Wachs-

tum einer Zellkultur hat, kann man die Proliferationsrate bestimmen, indem man die 

Zellen mit Tritium-markiertem Thymidin (3H-Thymidin) inkubiert. Dieses wird von den 

Zellen als Nukleo-Base erkannt und während der Replikationsphase in die DNA einge-

baut. Die Stärke der gemessenen Radioaktivität korreliert dabei mit dem Ausmaß der 

DNA-Syntheseaktivität der jeweiligen Zellen, folglich mit deren Wachstum. 

Die Radioaktivität wird mit Hilfe eines Szintillationszählers bestimmt. Tritium strahlt β-

Teilchen aus, die mit Lösungsmittelmolekülen kollidieren. Dabei wird eine gewisse E-

nergiemenge auf das Lösungsmittelmolekül übertragen, welches diese Energie als 

Licht emittieren kann. Da die Strahlung eine sehr kurze Wellenlänge besitzt, die von 

den handelsüblichen Geräten nicht gemessen werden kann, wird dem Lösungsmittel 
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eine fluoreszierende Verbindung (sog. Primärer Szintillator) zugesetzt. Dieser wandelt 

die Strahlung in Licht längerer Wellenlänge um, das vom Szintillationszähler über einen 

Photoverstärker verarbeitet und als Lichtimpulse pro Minute (cpm = counts per minute) 

gemessen werden kann. 

 

Geräte und Materialien:

Glasfaserfilter 

Zellharvester  

Trockenschrank 

Szintillationsvials 

β-Counter 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Trypsin-Stammlösung (2,5 %) 

 3H-Thymidin-Stammlösung: 740 GBq / mmol Methyl-3H-Thymidin 

DMEM 

 Szintillator 

Lösungen: 
3H-Thymidin-Gebrauchslösung:  370 kBq / ml DMEM 

 

Procedere:

• Die Zellen werden in 96-well-Platten ausgesät und entsprechend dem Versuchsprotokoll 

kultiviert und behandelt. 

• Pro well werden 25 µl 3H-Thymidin-Gebrauchslösung zugegeben und für 4 h bei 37°C 

inkubiert. 

• Nach Zugabe von 10 µl Trypsin-Stammlösung pro well wird die Platte für 3-7 min bei 

37°C inkubiert, wobei immer wieder mikroskopisch kontrolliert wird, ob sich die Zellen 

von der Platte gelöst haben. 

• Ist das der Fall, wird die Platte in Alufolie gewickelt und über Nacht bei -20°C gelagert. 

Dadurch werden die Zellen zerstört und die DNA liegt nach dem Auftauen frei vor. 

• Die Platte wird 30-45 min bei 37°C in den Inkubator gestellt und der Auftauprozess mik-

roskopisch kontrolliert. 

• Mit einem Zellharvester werden die Zellbruchstücke aus den wells auf einen Glasfaser-

filter gespült und der Filter anschließend 15 min im Trockenschrank getrocknet. 

• Die Filterstückchen werden in je ein Szintillationsvial gegeben, mit 4 ml Szintillator ver-

setzt und kurz geschüttelt. 

• Die Auswertung erfolgt mittels eines β-Counters. 
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3.9. Differential Display (DD) 

 

Die Methode des Differential Display (DD) wurde zuerst von Liang und Pardee (1992) 

beschrieben und dient zur vergleichenden Analyse der Genexpression von Proben aus 

verschiedenen Zelltypen (z. B. Tumor- vs. gesunde / normale Zellen), Entwicklungsstu-

fen (z. B. fetales vs. adultes Gewebe), Behandlungen (z. B. behandelte vs. unbehan-

delte Zellen) etc. 

Die Methode wurde in den folgenden Jahren vielfach variiert und verbessert (Liang und 

Pardee, 1995; Diachenko et al., 1996). Für die vorliegende Arbeit kam eine nicht-

radioaktive Version des DD, modifiziert nach dem Protokoll von Sagemüller (2003), 

zum Einsatz. 

Das Besondere der DD-PCR im Gegensatz zur unter 3.5.5. beschriebenen PCR ist die 

Tatsache, dass beim DD nicht eine einzige, bekannte cDNA-Sequenz amplifiziert wer-

den soll, sondern eine ganze Reihe von Sequenzen. Daher werden verschiedene, we-

niger spezifische Primer eingesetzt und die Annealing-Temperatur niedriger gewählt, 

um auch unspezifische Bindungen zuzulassen. Die PCR-Bedingungen werden so ge-

wählt, dass pro Primer-Kombination jeweils ca. 50-100 Banden generiert werden, da 

diese Anzahl noch gut über ein Sequenziergel aufgetrennt werden kann. 

Erreicht wird dies durch die Kombination eines oligo(dT)-Primers (T-Primer) und eines 

Zufallsprimers (P-Primer). Die T-Primer binden am poly(A)-Schwanz der cDNA, wobei 

der Einsatz zweier „Ankerbasen“ am 3’-Ende der Primer dazu führt, dass die Primer 

erstens dicht am 5’-Ende des poly(A)-Schwanzes binden und zweitens nur bestimmte 

Subpopulationen an cDNA herausgefischt werden, was die Spezifität erhöht. Die P- 

Primer bestehen aus einem konstanten und einem variablen Teil. Bei den ersten Zyklen 

der PCR wird eine niedrige Annealing-Temperatur gewählt, bei welcher die P-Primer 

mit ihrem variablen Teil am 3’-Ende unspezifisch an vielen Stellen der cDNA binden 

können. Idealerweise entstehen dabei 50-100 DNA-Fragmente pro Primerkombination, 

die während der folgenden Zyklen mit höherer Annealing-Temperatur spezifisch verviel-

fältigt werden. Die Annealing-Temperatur kann deshalb heraufgesetzt werden, weil die 

Schmelzpunkte der P-Primer durch deren konstanten Teil recht hoch liegen. 
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Das Ziel des DD ist es, den Transkriptionsstatus der Zelle zum Zeitpunkt der Proben-

nahme abzubilden. Unter der Annahme, dass von den ca. 100.000 Genen, die in einer 

Säugetierzelle vorkommen, nur jeweils etwa 15 % exprimiert werden, und daher in 

Form von mRNA vorliegen, kann durch die Kombination einer ausreichenden Zahl von 

P- und T-Primern theoretisch die ganze Bandbreite exprimierter Gene abgedeckt und 

verglichen werden. Wird die Zyklenzahl bei der DD-PCR nicht zu groß gewählt, sodass 

sich die Amplifikation noch in der exponentiellen Phase befindet, spiegeln die Unter-

schiede in der Bandenintensität die Unterschiede der Ausgangsmenge der jeweiligen 

mRNA wider. 

 

3.9.1. Probengewinnung 

 

Geräte: 

s. 3.5.1.A und 3.5.4. 

Reagenzien / Chemikalien: 

 s. 3.5.1.A und 3.5.4. 

 

Procedere: 

• RNA-Isolierung: s. 3.5.1.A. 

• cDNA-Synthese: s. 3.5.4. 

• Abweichung: die Proben werden nach dem letzten Zentrifugationsschritt nicht mit 90 µl

DEPC-Wasser verdünnt, sondern nach folgendem Schema: 

„B“-Verdünnung: 2 µl cDNA + 78 µl DEPC-Wasser 

„A“-Verdünnung: 8 µl cDNA (= Rest) + 72 µl DEPC-Wasser. 

• Die Proben werden gevortext, kurz zentrifugiert (30 sec, 13.00 upm, 4°C) und bei -20°C 

eingefroren. 
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3.9.2. DD-PCR 

 

Geräte:

PCR-Gerät 

 Eppendorfzentrifuge 

 PCR-Reaktionsgefäße 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Delta Differential Display Kit 

 eingesetzte Primer: 

 A) Zufallsprimer, P-Primer (25- mere): 

 P1: 5’-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA-3’ 

 P10: 5’-ATTAACCCTCACTAAAGCACCGTCC-3’ 

 B) oligo(dT)-Primer, T-Primer (30- mere): 

 T1: 5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA-3’ 

 T8: 5’-CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGC-3’ 

 Advantage cDNA-Kit 

Lösungen:

Master-Mix: 10 x KlenTaq PCR reaction buffer    2,0 µl

Autoklaviertes aqua bidest.   14,4 µl

dNTP-Mix (5 mM each)     0,2 µl

50 x Advantage cDNA Polymerase Mix   0,4 µl

Procedere:

• Pro Ansatz werden 1 µl cDNA (= Probe), 1 µl RNA (= Negativkontrolle) oder 1 µl aqua 

bidest. (= Wasserkontrolle) mit je 1 µl P- und 1 µl T-Primer gemischt und auf Eis gestellt. 

• Nach Zugabe von 17 µl Master-Mix werden die Reaktionsgefäße kurz abzentrifugiert (15 

sec, 10.000 upm, 4°C) und in das PCR-Gerät überführt. 

• Bedingungen für die DD-PCR:   1 Zyklus:  94°C   5 min 

 40°C   5 min 

 68°C   5 min 

 2 Zyklen:  94°C 30 sec 

 40°C 30 sec 

 68°C   5 min 

 23 Zyklen:  94°C 20 sec 

 60°C 30 sec 

 68°C   2 min 

 anschließend:  68°C   7 min 

• Im Anschluss an die PCR werden die Reaktionsgefäße abzentrifugiert (15 sec, 10.000 

upm, 4°C) und die Proben bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
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3.9.3. DD-Gelelektrophorese 

3.9.3.1. Vorbereiten der Platten 

 

Geräte:

Gelbindeplatte = Glasplatte mit Aussparung  (23,5 x 60 cm) 

Durchflussplatte = doppelwandige Glasplatte (24 x 60 cm) 

 Kamm aus Teflon: 6 x 16,5 x 0,02 cm (36 Taschen) 

 Spacer aus Teflon : 3 x 60 x 0,02 cm 

 Fixierklammern 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Ethanol 

 Aceton 

 Isopropanol 

 Dichlordimethylsilan 

 γ-Methacryloxypropyltrimethoxy-silan 

 Eisessig 

Lösungen: 

 Lösung A: 15 ml Isopropanol 

 450 µl Dichlordimethylsilan 

 Lösung B:    12,5 ml Ethanol 

 10 µl γ-Methacryloxypropyltrimethoxy-silan 

 375 µl Essigsäure 

 

Procedere:

• Beide Glasplatten werden gründlich mit Flüssigseife gereinigt, dann gespült, bis alle Sei-

fenrückstände entfernt sind und mit einem fusselfreien Tuch trockengerieben. 

• Die Glasplatten werden mit je 10 ml Ethanol abgerieben und abgetrocknet. Der Vorgang 

wird mit 10 ml Aceton pro Platte wiederholt. 

• Lösung A wird gleichmäßig auf der Durchflussplatte verteilt, 10 min antrocknen gelassen 

und die Platte anschließend mit einem fusselfreien Tuch trockengerieben. 

• Die Gelbindeplatte wird gleichmäßig mit Lösung B abgerieben und anschließend mit ei-

nem fusselfreien Tuch trockengerieben. 

• Kamm und Spacer werden nacheinander mit Ethanol und Aceton behandelt und mit ei-

nem fusselfreien Tuch trockengerieben. 

• Anschließend wird das Plattensandwich zusammengesetzt und mit Fixierklammern be-

festigt. 

 



71

3.9.3.2. Gießen der Gele 

 

Geräte: 

 Magnetrührer 

 Ultraschallbad 

 Gelwippe 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Acrylamidfertiglösung (Long Ranger 50 %) 
Harnstoff, Ultra Qualität 

 Tris 

 Borsäure 

 EDTA 

 APS 

 TEMED 

Lösungen:

10 x TBE-Puffer:    5,4 g Tris 

 27,8 g Borsäure 

 4,6 g EDTA 

 ad 1,0 l aqua dest. 

 → pH 8,3 einstellen 

 → autoklavieren 

 1 x TBE-Puffer:        100 ml 10 x TBE-Puffer 

 900 ml aqua dest. 

 APS-Stammlösung (s. 3.3.1.1.) 

 Gellösung:   14 ml Long Ranger 50 % 

 39,2 g Harnstoff, Ultra Qualität 

 56 ml aqua dest. 

 11,7 ml 10 x TBE-Puffer 
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Procedere:

• Die Bestandteile der Gellösung werden in ein Becherglas gegeben und bei niedriger Ge-

schwindigkeit 10-15 min auf dem Magnetrührer gemischt, bis der Harnstoff vollständig 

gelöst ist. 

• Dann wird das Becherglas für 15 min in den Kühlschrank gestellt und anschließend 15 

min im Ultraschallbad homogenisiert. 

• Nach Zugabe von 800 µl APS-Stammlösung und 48 µl TEMED wird die Mischung 10-20 

sec bei niedriger Umdrehung gemischt und dann rasch luftblasenfrei (!) in zwei 50 ml-

Spritzen aufgezogen. 

• Das vorbereitete Plattensandwich wird auf die Gelwippe gelegt. Bei ca. 10 % Neigung 

wird die Gellösung gleichmäßig, blasenfrei zwischen die Platten gespritzt. 

• Sobald der Zwischenraum im Plattensandwich komplett gefüllt ist und die Gellösung am 

unteren Plattenende langsam, gleichmäßig abtropft, wird die Wippe in die Waagerechte 

gebracht und der Kamm eingelegt. 

• Nach 20 min Polymerisierungszeit wird das Plattensandwich vorsichtig in feuchte, mit    

1 x TBE-Puffer getränkte Tücher gewickelt und mit Alufolie bedeckt. 

• Nach weiteren ca. 100 min wird der Kamm gezogen und die Taschen mit 1 x TBE-Puffer 

gespült. 

• Vor Gebrauch wird das Gel noch mindestens 1 h, routinemäßig über Nacht ruhen gelas-

sen. 

 

3.9.3.3. DD-Elektrophorese 

 

Geräte:

Differential Display Apparatur (DNA-Seq Gel System DS91) mit  

Stromquelle 

 Wasserbad mit Umwälzpumpe 

 Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Tris 

 Borsäure 

 EDTA 

 Formamid, deionisiert 

 Bromphenolblau 

 Xylencyanol 



73

Lösungen: 

 1 x TBE-Puffer (s. 3.9.3.2.) 

 Laufpuffer: EDTA   37,2 mg 

 Formamid, deionisiert    10 ml 

 → pH 8,0 einstellen 

Bromphenolblau    20 mg 

 Xylencyanol     20 mg 

 

Procedere:

• Das Gelsandwich wird in die DD-Apparatur eingespannt und die Pufferwannen mit 1 x 

TBE-Puffer gefüllt. Die Durchflussplatte wird an das Wasserbad angeschlossen und mit 

50°C warmem Wasser durchspült. 

• Die Geltaschen werden mit je 1,5-2 µl Laufpuffer versehen und die Durchflussplatte 

mindestens 10 min temperiert. 

• In der Zwischenzeit werden die Proben vorbereitet. Dazu werden jeweils 2 µl PCR- Pro-

dukt mit 1,0 µl Laufpuffer versetzt und abzentrifugiert (30 sec, 10.000 upm). 

• Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen werden wird ein Vorlauf durchgeführt (1,0 kV, 

15 mA, 20 min), um die Gelqualität zu testen. 

• Ist der aufgetragene Laufpuffer gleichmäßig eingelaufen werden die Proben aufgetragen 

und die Elektrophorese gestartet (0,5 kV, 8 mA, 15 min). 

• Sind die Proben eingelaufen folgt der Hauptlauf, bis die Lauffront das Gelende erreicht 

hat (2,2 kV, 25 mA, ca. 4 h). 

 

3.9.3.4. Standardmarker für die DD-Elektrophorese 

 

PCR-Marker, 50-2.000 bp (Lagerung: -20°C): 

 
Molekulargewicht: 2.000 bp 

 1.500 bp 

 1.000 bp 

 750 bp 

 500 bp 

 300 bp 

 150 bp 

 50 bp 
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3.9.3.5. Detektion / Silberfärbung 

 

Die Silberfärbung ist eine empfindliche Methode zum unspezifischen Nachweis von 

Proteinen in Acrylamidgelen. Proteine können Ag+-Ionen komplexieren, wobei es nach 

Schaffen eines alkalischen Milieus im Bereich der Proteinbanden zur Reduktion der 

Ag+-Ionen und damit zum Ausfall elementaren Silbers kommt, was als bräunlicher Nie-

derschlag sichtbar wird. 

 

Geräte: 

 Färbewannen (24,5 x 62 cm) 

 Durchlichtplatte (37 x 55 cm) 

Reagenzien / Chemikalien: 

 Rapid-Ag-Stain Kit 

 Methanol 

 Ethanol 

Lösungen: 

 Waschlösung:  Methanol  240 ml 

 Ethanol    60 ml 

 Aqua bidest.  270 ml 

 Rinsing solution   30 ml 

 Färbelösung:  Staining solution A   30 ml 

 Staining solution B   30 ml 

 Staining solution C   30 ml 

 Aqua bidest.  510 ml 

 Entwicklerlösung: Developer A    15 ml 

 Developer B    15 ml 

 Aqua bidest.  600 ml 

 

Procedere:

• Nach der Elektrophorese wird das Gelsandwich vorsichtig auseinander genommen, wo-

bei das Gel an der Gelbindeplatte haften bleibt. 

• Das Gel wird zuerst 5 min in aqua bidest., dann 5 min in Waschlösung geschwenkt. 

• Anschließend wird es je nach gewünschter Bandenintensität 7-10 min in Färbelösung 

geschwenkt, dann 3 x 2 min in aqua bidest. gewaschen. 

• Danach wird das Gel 10 min in Entwicklerlösung geschwenkt und erneut für 2 min in 

aqua bidest. gewaschen. 

• Nachdem das Gel luftgetrocknet ist, wird es auf der Durchlichtplatte ausgewertet.
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3.9.4. Aufarbeiten differentiell exprimierter Banden 

3.9.4.1. Isolieren differentiell exprimierter Banden aus dem Gel 

 

Um mehr Ausgangsmaterial für die Aufarbeitung zu bekommen, werden Proben, die 

eine differentiell exprimierte Bande zeigen, vierfach nebeneinander auf ein neues Gel 

aufgetragen und die vier Banden gemeinsam aufgearbeitet. 

Die dabei eingesetzte QIAExII-Suspension enthält eine flüssige Silicagelmatrix, an wel-

che die PCR-Fragmente bei pH ≤ 7,5 binden und so von den Gelbestandteilen getrennt 

werden können. 

 

Geräte:

Thermostat plus 

 Temperierbarer Schüttler 

 Eppendorfzentrifuge 

Reagenzien / Chemikalien: 

 QIAExII Gel Extraction Kit 

 Natriumacetat 

 Ammoniumacetat 

 Magnesiumacetat 

 EDTA 

 SDS 

Lösungen: 

 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,0):     2,46 g Natriumacetat 

 ad 10 ml aqua dest. 

 → pH 5,0 einstellen 

 Diffusionspuffer S:   0,5 M Ammoniumacetat 

 10 mM Magnesiumacetat 

 1 mM EDTA in aqua dest. 

 → pH 8,0 einstellen 

 → autoklavieren 

 0,1 % SDS 

 DEPC-Wasser (s. 3.1.5.B) 
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Procedere:

• Die vier gleichen Banden werden mit einer sterilen Kanüle vorsichtig von der Glasplatte 

gekratzt. Dabei müssen Kontaminationen mit benachbarten Banden vermieden werden. 

• Die ausgeschnittenen Gelstückchen werden in ein steriles 0,5 ml Reaktionsgefäß über-

führt, mit 100 µl Diffusionspuffer versetzt und 30 min bei 50°C inkubiert. 

• Anschließend wird die Probe 24 h bei 37°C und 60 upm geschüttelt. 

• Nach kurzem Abzentrifugieren (1 min, 8.000 upm) wird der Überstand in ein 1,5 ml Re-

aktionsgefäß überführt und das Volumen abgeschätzt. 

• Das 6-fache des Volumens an Puffer QX1 und 10 µl resuspendierte QIAExII-Sus-

pension werden zugegeben. Dabei muss die Farbe der Suspension gelb sein (pH- Indi-

kator), ansonsten werden 10 µl 3 M Ammoniumacetatlösung (pH 5,0) zugegeben. Die 

Probe wird gevortext und 10 min bei RT inkubiert, wobei alle 2 min gevortext wird, und 

anschließend abzentrifugiert (30 sec, 13.000 upm). 

• Der Überstand wird verworfen, das Pellet 2 x mit 500 µl PE-Puffer gewaschen und ab-

zentrifugiert (30 sec, 13.000 upm). 

• Der Überstand wird verworfen und das Pellet 10-15 min luftgetrocknet, bis sich der 

Rand weiß färbt. 

• Zur Elution der DNA-Fragmente wird das Pellet mit 20 µl DEPC-Wasser gevortext, 5 min 

bei RT inkubiert und abzentrifugiert (30 sec, 13.000 upm). 

• Der Überstand wird in ein steriles 0,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die Elution wie-

derholt. 

• Die Überstände werden vereinigt und ihr Volumen abgeschätzt. 

• Nach Zugabe des 5-fachen Volumens an PB-Puffer wird die Probe gevortext, auf eine 

QIAquick Säule pipettiert und zentrifugiert (1 min, 13.000 upm). 

• Das Eluat wird verworfen, die Säule mit 750 µl PE-Puffer versetzt und erneut zentrifu-

giert (1 min, 13.000 upm). 

• Das Eluat wird verworfen, die Säule zum Entfernen von Pufferrückständen nochmals 

zentrifugiert (1 min, 13.000 upm). 

• Die Säule wird in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß gesteckt, mit 15 µl DEPC-Wasser 

versetzt und zentrifugiert (1 min, 13.000 upm). 

• Das Eluat wird in ein steriles 0,5 ml Reaktionsgefäß überführt, die Elution wiederholt, die 

beiden Eluate vereinigt und bei -20°C eingefroren. 
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3.9.4.2. Erneute Amplifikation der ausgeschnittenen Fragmente 

 

Die eluierten DNA-Fragmente werden erneut mittels PCR amplifiziert unter Einsatz der-

selben Primerkombination, mit der die Fragmente ursprünglich gewonnen wurden. Bei 

der PCR werden die beiden weniger stringenten Zyklen zu Beginn weggelassen und 

die Gesamtzyklenzahl auf 35 erhöht. Das bei der DD-PCR eingesetzte Wasser wird 

komplett durch das in 3.9.4.1. erhaltene Eluat ersetzt. 

Nach der PCR wird auf einem 2 % igen Agarosegel (s. 3.3.2.) anhand der Banden des 

Standardmarkers kontrolliert, ob das richtige Fragment amplifiziert wurde – und wenn 

ja, ob noch weitere Banden auftreten, zum Beispiel Primerdimere oder Bruchstücke des 

gesuchten Fragments. Ist das der Fall, kann die Probe mehrfach nebeneinander auf ein 

neues Agarosegel aufgetragen und die gewünschten Banden erneut ausgeschnitten 

und aufgereinigt werden für eine nachfolgende Klonierung oder Sequenzierung. 

 

Geräte: 

 s. 3.9.2. 

Reagenzien / Chemikalien: 

 s. 3.9.2. 

Lösungen:

s. 3.9.2. 

Master-Mix: 10 x reaction buffer  2,0 µl

dNTP-Mix (5 mM each) 0,2 µl

50 x Polymerase Mix  0,4 µl

Procedere:

• 15,4 µl Eluat werden mit je 1 µl P- und 1 µl T-Primer gemischt und auf Eis gestellt. 

• Nach Zugabe von 2,6 µl Master-Mix werden die Reaktionsgefäße kurz abzentrifugiert 

(15 sec, 10.000 upm, 4°C) und in das PCR-Gerät überführt. 

• Bedingungen für die PCR:   1 Zyklus:  94°C   3 min 

 40°C   1 min 

 68°C   2 min 

 34 Zyklen:  94°C   1 min 

 60°C    1 min 

 68°C   2 min 

 anschließend:    68°C   7 min 

• Im Anschluss an die PCR werden die Reaktionsgefäße abzentrifugiert (15 sec, 10.000 

upm, 4°C) und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Optimieren der Versuchsbedingungen 

 

Zunächst sollten die optimalen Versuchsbedingungen ermittelt werden, unter denen die 

Kontaktinhibition maximal ausgeprägt ist. Dazu wurden NIH3T3-Zellen in verschiedener 

Dichte ausgesät und der resultierende G0 / G1-Arrest nach 24 h mittels FACS-Analyse 

untersucht. Der maximale Effekt wurde bei einer Zelldichte von 1,8 x 105 / cm² erreicht, 

welche daher bei den folgenden Versuchen eingesetzt wurde. Abbildung 2A zeigt, dass 

sich unter diesen Bedingungen fast 90 % der konfluenten Zellen in der G0 / G1- Phase 

befinden im Vergleich zu 48 % bei den proliferierenden Zellen. 

 

Abbildung 2:  

In der FACS-Analyse zeigen konfluente NIH3T3-Zellen einen G0 / G1 -Arrest. 

Die Zellen wurden in geringer (2,4 x 104 / cm² = 60 % konfluent) bzw. hoher Dichte 

(1,8 x 105 / cm² = 100 % konfluent) in DMEM / 10 % FCS ausgesät und nach 24 h 

geerntet. Die Zellen wurden mit Propidiumiodid gefärbt und mittels FACS-Analyse 

untersucht. 
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4.2. Differential Display 

 

Für die Differential Display-Analyse wurden die Zellen wie unter Abbildung 2 beschrie-

ben ausgesät und nach 24 h die Gesamt-RNA isoliert. Die RNA-Isolierung erfolgte 

durch zwei verschiedene Methoden, um herauszufinden, welche für das Differential 

Display am besten geeignet ist. Eine Methode basiert auf phenolischer Extraktion der 

RNA aus den Zellen, bei der zweiten Methode bindet die RNA an ein Glasfaservlies 

und wird so von den restlichen Zellbestandteilen getrennt. 

 

Abbildung 3: 

Einfluss der Methode zur RNA-Isolierung auf die Differential Display-Analyse. 

Die Spuren 1-4 zeigen Proben, welche mittels Phenolextraktion, die Spuren 5, 7 

und 8 Proben, welche mit Hilfe der Adsorption der RNA an ein Glasfaservlies ge-

wonnen wurden. Die Pfeile markieren die jeweiligen Banden des Standard-markers 

in Spur 6. Alle Proben wurden mit derselben Kombination von P- und T-Primer ge-

neriert. 
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Abbildung 3 zeigt beispielhaft den oberen Teil eines silbergefärbten Gels, auf dem gut 

zu erkennen ist, dass in den Spuren, für welche die RNA mit Hilfe der Phenolextraktion 

isoliert wurde (1-4), im Bereich zwischen 2000 und 1000 bp wesentlich mehr Banden 

generiert wurden als nach der RNA-Isolierung über ein Glasfaservlies. Das lässt darauf 

schließen, dass durch die erste Methode längere (intakte) RNA gewonnen wurde. Im 

Folgenden wurde die RNA daher nur noch durch Phenolextraktion isoliert. 

 

Eine generelle Schwierigkeit bei der Differential Display-Methode ist das Auftreten 

falsch-positiver Banden. Um dieses Risiko zu reduzieren, wurden bei der cDNA- Syn-

these aus jeder Probe zwei unterschiedliche Verdünnungen angesetzt und parallel in 

der PCR eingesetzt. Banden wurden nur dann als differentiell exprimiert angesehen, 

wenn ihre Expression in beiden Verdünnungsstufen dasselbe Muster zeigte. Traten 

differentiell exprimierte Banden auf, wurden die Proben wiederum in beiden Verdün-

nungen auf einem neuen Gel vierfach nebeneinander aufgetragen (Abb. 4). 

 

Abbildung 4: 

Beispiel für ein DD-Gel, aus dem differentiell exprimierte Banden (Pfeil) isoliert und 

aufgearbeitet werden sollen. Die drei Banden sind in den konfluenten Zellen (so-

wohl A- als auch B-Verdünnung) deutlich stärker exprimiert als in den proliferieren-

den Zellen (nur die B-Verdünnung gezeigt). 

 

Für die weitere Aufarbeitung und nachfolgende Identifizierung der differentiell exprimier-

ten Banden wurden diese aus dem silbergefärbten DD-Gel isoliert und erneut mittels 

PCR amplifiziert, wobei dieselbe Primerkombination eingesetzt wurde wie bei der DD-

PCR, durch welche die Banden ursprünglich generiert wurden. Anschließend wurde auf 

einem Agarosegel die Größe der amplifizierten Fragmente kontrolliert. Dieser  
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Schritt ist wichtig, um sicherzustellen, dass die DNA beim Aufarbeiten nicht beschädigt 

wurde und die Probe nicht durch Kontamination mit einer benachbarten (evtl. überlap-

penden) Bande aus dem DD-Gel kontaminiert ist. In unserem Fall waren nach der PCR 

mehrere Fragmente zu sehen, welche meist kleiner waren als die ursprünglich ausge-

schnittene Bande. Besonders deutlich war dies bei großen Fragmenten > 750 bp. 

Denkbar ist, dass die DNA bei der Silberfärbung beschädigt wurde und deshalb 

Bruchstücke des ursprünglichen DNA-Fragments erhalten wurden. Dieses Problem 

kann generell bei der Silberfärbung auftreten. Um diese Schwierigkeit zu umgehen, 

können andere Färbemethoden angewendet werden. So kann zum Beispiel mit radio-

aktiv-markierten Nukleotiden gearbeitet werden, was aber aufgrund der erforderlichen 

Sicherheitsmaßnahmen sehr aufwändig ist. Eine andere Möglichkeit wäre, die Gele mit 

Ethidiumbromid zu färben. Dabei ist aber zu berücksichtigen, dass das DD-Gel auf der 

Gelbindeplatte haftet. Die Glasplatte absorbiert viel UV-Licht, so dass eine sehr starke 

Lichtquelle nötig ist, welche uns aber nicht zur Verfügung stand. Da alle in Betracht 

kommenden Färbetechniken Vor- und Nachteile haben, hatten wir uns für die nicht-

radioaktive Methode nach Sagemüller (2003) entschieden. 

Die Differential Display-Methode ist weiterhin sehr arbeits- und zeitintensiv, weil viele 

Primerkombinationen eingesetzt werden müssen, um das ganze Spektrum der in einer 

Zelle exprimierten Gene abzudecken. Aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit der 

Bandenmuster und da die Aufarbeitung der Banden aus dem silbergefärbten Gel mit 

vielen Unsicherheiten behaftet ist, wurde der Schwerpunkt der Arbeit im Folgenden 

ganz auf die Microarray-Experimente gelegt. 
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4.3. Microarray-Analysen 

Zellzyklus 

 

Parallel zu den Proben für die FACS-Analyse (Abb. 2) wurden Gesamtextrakte gewon-

nen und auf die Expression zellzyklusregulatorischer Proteine, welche als Marker für 

einen G0 / G1-Arrest dienen können, untersucht. Ein wichtiger Marker für den Zellzyk-

lusarrest am G0 / G1-Übergang ist das Vorkommen des Retinoblastomproteins (pRb) in 

seiner hypophosphorylierten Form (107 kDa). In proliferierenden Zellen dagegen liegt 

das pRb hauptsächlich in der hyperphosphorylierte Form (116 kDa) vor (Mittnacht und 

Weinberg, 1991). Abbildung 5A zeigt, dass das pRb in den konfluenten NIH3T3-Zellen 

in seiner hypophosphorylierten, d. h. inhibierenden Form vorliegt. In der G1-Phase wird 

das pRb durch cdk4-Cyclin D1-Komplexe zunehmend phosphoryliert, bis es vom 

Transkriptionsfaktor E2F abdissoziiert. Dadurch wird E2F aktiviert und kann unter ande-

rem die Synthese von Cyclin E induzieren. Im Komplex mit cdk2 bewirkt Cyclin E die 

vollständige Phosphorylierung des pRb. In der Folge wird der Restriktions-punkt über-

schritten und die Zelle tritt in die S-Phase ein, in welcher Cyclin A exprimiert wird 

(Sherr, 2000). Wie Abbildung 5B zeigt, ist die Proteinexpression von Cyclin D1 und dem 

für die S-Phase charakteristischen Cyclin A in konfluenten Zellen deutlich geringer als 

in proliferierenden. Die Aktivität der cdk-Cyclin-Komplexe kann weiterhin durch inhibito-

rische Proteine, wie zum Beispiel p27, gehemmt werden. P27 ist ein wichtiger Mediator 

der Kontaktinhibition (Polyak et al., 1994; Dietrich et al., 1997). Abbildung 5 zeigt die 

Akkumulation von p27 in den konfluenten NIH3T3-Zellen.  

 

Parallel zu den Gesamtextrakten wurde aus den Proben RNA isoliert und durch RT- 

PCR  auf die Expression der Cycline D1 und A untersucht. Wie in Abbildung 5C zu er-

kennen, ist die Expression der beiden Cycline in konfluenten Zellen auch auf RNA-

Ebene deutlich vermindert.  

Dadurch haben wir gezeigt, dass konfluente NIH3T3-Zellen unter den gewählten Ver-

suchsbedingungen in der G0 / G1-Phase arretiert sind (Abb. 2 und 5).  
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Abbildung 5:  

Expression zellzyklusregulatorischer Proteine in NIH3T3-Zellen. 

Die Zellen wurden wie unter Abbildung 2 beschrieben ausgesät. (A) Im Western 

Blot sieht man Hypophosphorylierung des Rb-Proteins in konfluenten Zellen. (B) 

Die Proteinexpression der Cycline A und D1 ist in konfluenten Zellen verringert, 

das inhibitorische Protein p27 dagegen akkumuliert. P38 dient als Beladungs-

kontrolle. (C) Die Downregulation der Cycline A und D1 ist auch auf RNA-Ebene zu 

finden. Die β-Aktin-Expression dient als Beladungskontrolle. 

* = hyperphosphorylierte Form des pRb. 

Im Folgenden wurde die RNA aufgereinigt und die Genexpression von zwei Probenpaa-

ren proliferierender und konfluenter NIH3T3-Zellen mittels Microarray-Analyse mitein-

ander verglichen. Verwendet wurden für diese Arbeit Mouse Expression Set 430A-

Arrays (Affymetrix), die in mehr als 22.690 Probensets über 14.000 Gene der Maus 

repräsentieren sowie etliche cDNA-Sequenzen unbekannter Funktion. Die Aufar-

beitung der RNA sowie das Prozessieren der Microarrays erfolgten bei der HDMA (high 

density microarray) Core Facility der Universität Mainz. Dort wurde zunächst die Quali-

tät der isolierten RNA eingehend geprüft, da sie essentiell für den Erfolg der Experi-

mente ist. Anschließend wurde die RNA in doppelsträngige cDNA und dann in  
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Biotin-markierte cRNA umgeschrieben. Bevor die cRNA mit den Microarrays hybridisiert 

wurde, wurde sie fragmentiert, weil kürzere Bruchstücke besser an die Oligonukleotid-

Sonden binden können. Zuletzt wurden die Arrays gewaschen, gefärbt und an-

schließend vermessen. 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Kooperation mit Dr. Carina Ittrich von 

der Abteilung für Biostatistik am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidel-

berg. Nach der Normalisierung der Messwerte unter Verwendung des gcrma-package 

(gene corrected robust multi-array analysis) der frei zugänglichen Bioconductor-

Plattform (Wu et al., 2004; www.bioconductor.org) erfolgte die statistische Analyse mit-

tels einer modifizierten t-Statistik (Smyth et al., 2003; Lönnsted und Speed, 2002). 

 

Abbildung 6: 

Vergleichende Analyse differentiell exprimierter Gene in proliferierenden und kon-

fluenten NIH3T3-Zellen mittels Microarrays. 

Volcano Plot: dazu wurden für alle 22.690 Proben auf den Arrays die log ratio- ge-

gen die dazugehörigen p-Werte aufgetragen. Als signifikant differentiell exprimiert 

werden die Proben in dem grau unterlegten Bereich angesehen. Für sie gelten: |log 

ratio| ≥ 1 (entsprechend foldchange ≥ 2) und p-Wert ≤ 0,002. 
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In Abbildung 6 ist das Ergebnis der statistischen Auswertung als Volcano Plot darge-

stellt. Als signifikant differentiell wurden die Proben angesehen, deren Expression in 

beiden Experimenten um mindestens das Zweifache herauf- bzw. herunterreguliert war 

und die einen p-Wert ≤ 0,002 hatten. Diese Kriterien trafen auf 88 herauf- und 32 her-

unterregulierte Proben zu. In der Abbildung entsprechen sie den Messwerten im grau 

unterlegten Bereich. Nach Streichung redundanter Proben erhielten wir eine Liste mit 

102 Genen und 9 cDNA-Sequenzen unbekannter Funktion, von denen in konfluenten 

Kulturen 79 herauf- und 32 herunterreguliert waren (vgl. Tabelle 4). Die Tatsache, dass 

mehr Gene herauf- als herunterreguliert sind, ist besonders interessant, weil sie die 

Vermutung nahe legt, dass die Kontaktinhibition kein passiver Zustand ist, in dem „le-

diglich“ proliferationsfördernde Gene abgeschaltet sind, sondern ein aktiver Zustand, 

der aufrechterhalten werden muss. 

Die Liste der signifikanten Proben enthielt auch einige Gene, deren differentielle Ex-

pression in konfluenten Fibroblasten bereits aus der Literatur bekannt war (Tab. 2). 

Diese Übereinstimmung zeigt die Validität unseres Testsystems. 

Tabelle 2: Zusammenstellung von Genen, deren differentielle Expression in konfluenten Fibro-

blasten in der Literatur bereits beschrieben wurde. 

Gen 
GenBank 

Accession 

Zelllinie, 

Referenz 
Microarraydaten 

foldchange 

Heraufreguliert: Exp.1 Exp.2 

p-Wert 

Gas1 NM_008086 
NIH3T3, 

DelSal et al. (1992) 
1,7 1,8 0,005 

Egr1 NM_007913 
C3H10T1/2, 

Gos et al. (2005) 
1,6 7,7 0,086 

Herunterreguliert: 

Slc25a5 NM_007451 
NIH3T3, 

Barath et al. (1999) 
-1,3 -1,8 0,053 

Cdc25a NM_007658 
AG1518-Fibroblasten, 

Afrakthe et al. (1998) 
-1,5 -2,5 0,030 

Von besonderem Interesse war die Frage, ob wir die von uns gewählten Surrogat-

marker für den G0 / G1-Arrest (Abb. 5) in den Arrayergebnissen wieder finden konnten. 

Tabelle 3 zeigt eine Gegenüberstellung der Werte für Cyclin A und D1. Die Unter-

schiede liegen bei den Microarray-Experimenten deutlich niedriger als nach RT-PCR. 

Trotzdem bestätigt sich die Downregulation von Cyclin A in konfluenten NIH3T3-Zellen. 

Für Cyclin D1 wird auf den Arrays zwar eine Minderexpression gefunden, die aber als 
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nicht signifikant eingestuft wird. Es ist bekannt, dass die errechneten Unterschiede in 

der Genexpression in Microarray-Experimenten oft geringer ausfallen als wenn sie 

durch andere Methoden, z. B. Northern Blot oder RT-PCR gewonnen werden. Ursache 

dafür ist zumindest zum Teil die im Rahmen der statistischen Auswertungen vorge-

nommene Normalisierung der Messwerte. 
 

Tabelle 3: Ausmaß der Downregulation von Cyclin A und D1 in konfluenten NIH3T3-Zellen, 

errechnet nach Microarray- bzw. RT-PCR-Analyse. 

Gen Microarrays RT-PCR (s. Abb. 5C) 

Experiment 1 Experiment 2 p-Wert  

Cyclin A -1,76 -1,64 0,005 -4,04 

Cyclin D1 -1,13 -1,16 0,131 -3,75 

Die als signifikant differentiell exprimiert eingestuften Proben wurden einer „Gene-

Ontology“-Analyse (GO-mining tool, zugänglich über www.affymetrix.com) unterzogen. 

Diese ergab, dass ein Großteil der Gene in den Metabolismus, die Zellproliferation, 

Signaltransduktion, Regulation der Transkription, Zelladhäsion, Kommunikation etc. 

involviert ist (s. Abb. 7 undTab. 4). 

 

Abbildung 7:  

„Gene-Ontology“-Analyse der signifikant differentiell exprimierten Gene. 
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Tabelle 4: Vollständige Liste der Gene, deren Expression sich in proliferierenden und konfluen-

ten NIH3T3-Zellen signifikant unterscheidet (Kriterien: foldchange ≥ 2, p-Wert ≤ 0,002). 
 

Gennanme Symbol 
GenBank 

Accession 

foldchange 

Exp.1      Exp.2 
p-Wert 

Metabolismus 

Arachidonate 5-lipoxygenase activating protein Alox5ap NM_009663 4,9 4,2 0,0005 

Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 4 Cpeb4 NM_026252 3,4 3,2 0,0006 

N-acetylglucosamine kinase Nagk NM_019542 3,0 3,0 0,0006 

Sumo3 (suppressor of mif two, 3) homolog 1 (yeast) Sumo3 NM_019929 3,2 3,7 0,0007 

Enoyl coenzyme A hydratase 1, peroxisomal Ech1 NM_016772 3,3 2,9 0,0009 

Microsomal glutathione S-transferase 2 Mgst2 NM_174995 3,9 3,2 0,001 

TSPY-like 4 Tspyl4 NM_030203 4,0 3,1 0,001 

Paternally expressed 3 Peg3 NM_008817 2,2 2,2 0,001 

Praja 2, RING-H2 motif containing Pja2 NM_144859 2,6 2,3 0,002 

Nuclear factor of activated T-cells 5 Nfat5 NM_018823 2,1 2,2 0,002 

Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7 Dhrs7 NM_025522 2,0 2,0 0,002 

Valyl-tRNA synthetase 2 Vars2 NM_011690 -2,7 -2,7 0,0008 

Splicing factor 3a, subunit 2 Sf3a2 NM_013651 -2,7 -2,7 0,0009 

Mannosidase 1, alpha Man1a NM_008548 -2,6 -2,5 0,001 

Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit Gclm NM_008129 -2,6 -2,9 0,001 

Carbamoyl-phosphate synthetase 2 Cad NM_023525 -2,7 -3,2 0,001 

Thioredoxin reductase 1 Txnrd1 NM_015762 -3,1 -2,6 0,001 

Tripartite motif protein 27 Trim27 NM_009054 -2,5 -2,7 0,001 

GCN5 general control of amino acid synthesis-like 2 Gcn5l2 NM_020004 -2,2 -2,2 0,001 

Deoxycytidine kinase Dck NM_007832 -2,4 -2,1 0,002 

Zellproliferation 

Peripheral myelin protein 22 Pmp22 NM_008885 3,6 3,9 0,0005 

Neural precursor cell expr., development. down-reg. 9 Nedd9 NM_017464 3,0 3,6 0,0009 

Sestrin 3 Sesn3 NM_030261 4,1 3,3 0,001 

Loh 11, chromosomal region 2, gene A homolog Loh11cr NM_172767 4,4 3,2 0,002 

SAC3 domain containing 1 Sac3d1 NM_133678 -2,9 -2,6 0,0009 

CTF18, chromosome transmission fidelity factor 18 om. Chtf18 NM_145409 -2,5 -2,6 0,001 

Aurora kinase B Aurkb NM_011496 -2,3 -2,5 0,002 

Peroxisome proliferator activated receptor binding prot. Pparbp NM_013634 -2,1 -2,2 0,002 

Signaltransduktion 

Platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide Pdgfrb NM_008809 9,9 7,7 0,0003 

Prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) Ptger4 NM_008965 4,1 4,7 0,0004 

Dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 Ddah2 NM_016765 3,9 4,4 0,0005 

Tribbles homolog 2 (Drosophila) Trib2 NM_144551 4,6 5,8 0,0006 

Ras homolog gene family, member C Rhoc NM_007484 2,1 2,3 0,002 

MARCKS-like protein Mlp NM_010807 2,8 2,4 0,002 
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Gennanme Symbol 
GenBank 

Accession 

foldchange 

Exp.1      Exp.2 
p-Wert 

Dual specificity phosphatase 9 Dusp9 NM_029352 -4,1 -4,6 0,0004 

Hepatoma-derived growth factor Hdgf NM_008231 -2,9 -2,7 0,0009 

Tyrosine kinase, non-receptor, 2 Tnk2 NM_016788 -2,5 -2,6 0,001 

G protein-coupled receptor kinase 6 Grk6 NM_011938 -2,6 -2,3 0,002 

Regulation der Transkription 

Transducin-like enhancer of split 2 Tle2 NM_019725 7,6 5,7 0,0005 

Transforming growth factor-β stimulated clone 22 Tsc-22 NM_009366 3,1 3,0 0,0006 

Basic helix-loop-helix domain containing, class B2 Bhlhb2 NM_011498 3,2 3,9 0,0009 

Regucalcin gene promotor region related protein Rgpr NM_033354 2,4 2,4 0,001 

Transcription factor 4 Tcf4 NM_013685 2,3 2,3 0,001 

cAMP responsive element modulator Crem NM_013498 2,2 2,3 0,002 

Forkhead box M1 Foxm1 NM_008021 -2,7 -2,3 0,002 

Suppressor of variegation 3-9 homolog 1 Suv39h1 NM_011514 -2,1 -2,3 0,002 

Coactivator-associated arginine methyltransferase 1 Cam1 NM_021531 -2,1 -2,3 0,002 

Zelladhäsion und Kommunikation 

Integrin, alpha 6 Itga6 NM_008397 3,0 3,3 0,0007 

LIM domain containing preferred translocation partner in 

lipoma 

Lpp 
NM_178665 3,0 2,9 0,007 

LIM domain and actin binding 1 Lima1 NM_023063 2,6 2,6 0,0009 

Integral membrane protein 2B Itm2b NM_008410 2,3 2,5 0,001 

Neural cell adhesion molecule 1 Ncam1 NM_010875 2,9 2,5 0,002 

Integrin, beta-like 1 Itgbl1 NM_145467 2,2 2,5 0,002 

Tight junction protein 2 Tjp2 NM_011597 -2,2 -2,3 0,002 

Entwicklung 

Matrix gamma-carboxyglutamate (gla) protein Mgp NM_008597 4,7 4,0 0,0006 

Calmodulin-like 4 Calml4 NM_138304 3,4 3,8 0,0006 

Carnitine deficiency-associated gene expr. in ventricle 1 Cdv1 NM_009879 3,0 2,9 0,0007 

Semaphorin 5a Sema5a NM_009154 3,1 3,9 0,001 

Selenoprotein P, plasma, 1 Sepp1 NM_009155 3,3 4,3 0,001 

Zinc finger and SCAN domain containing 21 Zscan21 NM_011757 2,2 2,2 0,002 

Immunreaktion / inflammatorische Reaktion 

Lymphocyte antigen 6 complex, locus C 1 Ly6c1 NM_010741 4,0 4,3 0,0003 

Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Cx3cl1 NM_009142 5,5 6,9 0,0004 

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 Tnfsf13 NM_023517 4,2 3,8 0,0004 

Guanylate nucleotide binding protein 2 Gbp2 NM_010260 3,2 3,3 0,0005 

Interleukin 18 Il18 NM_008360 2,8 2,9 0,0007 

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 Tnfrsf9 NM_011612 2,5 2,9 0,001 
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Gennanme Symbol 
GenBank 

Accession 

foldchange 

Exp.1     Exp.2 
p-Wert 

Major histocompatibility complex, class I-related Mr1 NM_008209 3,7 5,1 0,001 

Fc receptor, IgG, alpha chain transporter Fcgrt NM_010189 2,7 3,2 0,001 

Toll-like receptor 2 Tlr2 NM_011905 2,3 2,4 0,001 

Toll-like receptor 1 Tlr1 NM_030682 2,2 2,3 0,002 

Lymphocyte antigen 6 complex, locus A Ly6a NM_010738 2,2 2,3 0,002 

Toll-interleukin 1 receptor dom. Contain. adaptor protein Tirap NM_054096 -2,3 -2,6 0,002 

Zelltod 

BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) Bcl2l11 NM_009754 3,3 3,4 0,0005 

Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 Nr4a1 NM_010444 2,7 2,9 0,0009 

Programmed cell death 4 Pdcd4 NM_011050 3,7 5,1 0,002 

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 Tnfrsf21 NM_178589 -2,9 -3,3 0,0009 

Protease, serine, 25 Prss25 NM_019752 -2,2 -2,3 0,001 

Transport 

Ceruloplasmin Cp NM_007752 20,1 15,7 0,0001 

Selenium binding protein 1 Selenbp1 NM_009150 10,3 6,8 0,0008 

Elastin microfibril interfacer 1 Emilin1 NM_133918 3,4 2,9 0,001 

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 Tnfaip1 NM_009395 -2,3 -2,2 0,001 

Treacher Collins Franceschetti syndrome 1, homolog Tcof1 NM_011552 -2,3 -2,7 0,002 

Andere 

Transmembrane protein 119 Tmem11 NM_146162 8,7 6,0 0,0008 

Zinc finger protein 292 Zfp292 NM_013889 2,7 3,1 0,001 

Yippee-like 5 (Drosophila) Ypel5 NM_027166 2,6 3,0 0,001 

LUC7-like 2 (S. cerevisiae) Luc7l2 NM_138680 2,4 2,6 0,001 

Stomatin Stom NM_013515 2,3 2,4 0,001 

Histidine triad nucleotide binding protein 3 Hint3 NM_025798 2,3 2,4 0,001 

Autophagy 10-like (S. cerevisiae) Apg10l NM_025770 2,3 2,3 0,001 

Mbt domain containing 1 Mbtd1 NM_134012 2,3 2,4 0,001 

Down syndrome critical region homolog 5 (human) Dscr5 NM_019543 2,3 2,2 0,001 

Musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 Mustn1 NM_181390 2,5 3,0 0,002 

Zinc finger protein 260 Zfp260 NM_011981 2,3 2,5 0,002 

Biglycan Bgn NM_007542 2,2 2,2 0,002 

G protein-coupled receptor 177 Gpr177 NM_026582 2,1 2,2 0,002 

Transmembrane protein 106a Tmem106 NM_144830 2,2 2,1 0,002 

CD248 antigen, endosialin Cd248 NM_054042 2,2 2,1 0,002 

Yolk sac gene 2 Ysg2 NM_011734 2,1 2,0 0,002 

Nurim (nuclear envelope membrane protein) Nrm NM_134122 -2,2 -2,4 0,002 

Translin Tsn NM_011650 -2,2 -2,2 0,002 

LSM2 homolog, U6 small nuclear RNA associated Lsm2 NM_030597 -2,1 -2,1 0,002 

Nicalin homolog (zebrafish) Ncln NM_134009 -2,1 -2,3 0,002 
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Gennanme Symbol 
GenBank 

Accesion 

foldchange 

Exp.1       Exp.2 
p-Wert 

cDNA-Sequenzen unbekannter Funktion 

Riken cDNA 2310061J03 gene 2310061J03Rik NM_133677 2,8 3,0 0,0009 

Riken cDNA A930001N09 gene A930001N09Rik NM_029870 3,4 4,4 0,001 

cDNA sequence BC010787 BC010787 NM_178577 2,9 2,5 0,001 

Riken cDNA 1810021J13 gene 1810021J13Rik NM_025464 2,4 2,3 0,001 

Riken cDNA 2010315L10 gene 2010315L10Rik NM_025917 2,3 2,4 0,001 

Riken cDNA 1200015N20 gene 1200015N20Rik NM_024244 3,9 3,0 0,002 

Riken cDNA 2310005E10 gene 2310005E10Rik NM_172398 2,1 2,1 0,002 

cDNA sequence AY036118 AY036118 NM_133243 -2,4 -2,4 0,001 

Riken cDNA 1700012G19 gene 1700012G19Rik NM_025954 -2,2 -2,2 0,002 

In einem folgenden Schritt erweiterten wir die Tabelle unter Einbeziehung aller Proben, 

deren Expression mindestens 1,5-fach verändert ist und die einen p-Wert ≤ 0,05 besit-

zen. Diese Kriterien treffen auf 841 Gene und 86 cDNA-Sequenzen unbekannter Funk-

tion zu, wovon 571 herauf- und 356 herunterreguliert sind (vollständige Tabelle s. An-

hang). 

Diese Liste wurde mittels des frei zugänglichen GenMAPP-Programms untersucht 

(Dahlquist et al., 2002; www.genmapp.org). In diesem Programm sind unter anderem 

bekannte Signal(transduktions)wege mit bekanntermaßen daran beteiligten Kompo-

nenten gespeichert. Durch Einlesen einer Liste von Genen kann geprüft werden, ob 

bzw. in welchen Signalwegen diese Gene involviert sind. Es zeigte sich, dass viele der 

differentiell exprimierten Gene in die Regulation der DNA-Synthese eingebunden sind, 

insbesondere einige Orc- und Mcm-Gene. Weiterhin differentiell exprimiert sind zahlrei-

che Gene, die am Zellzyklus beteiligt sind, wie Skp2, Cdc25a, pRb, Cyclin A und Plk1. 

Die Abbildungen 8A und B zeigen exemplarisch diese beiden Signalwege. 
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Abbildung 8: 

Die Genexpression einiger Schlüsselenzyme der DNA-Synthese (A) und des Zell-

zyklus (B) ist in kontaktinhibierten NIH3T3-Zellen verändert. 

Abbildungen modifiziert nach GenMAPP. 

* Die verminderte Expression der Cyclin D1-RNA in konfluenten NIH3T3-Zellen ist 

zwar auf den Arrays nicht signifikant, wurde aber mittels RT-PCR gezeigt (Abb. 

5D). 

 

Die veränderte Expression der in Abbildung 8B dargestellten Zellzyklusproteine wurde 

mittels RT-PCR untersucht, wobei die Herunterregulation der Cycline A und D1 auf 

mRNA-Ebene bereits im Vorfeld gezeigt wurde (Abb. 5C). Die Heraufregulation von 

Skp2, Cdc25a und Plk1 konnte ebenso bestätigt werden wie die Herunterregulation von 

pRb (Abb. 9). 
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Zudem wurde die Expression einiger weiterer interessanter Gene, wie z. B. des poten-

tiellen Tumorsuppressorgens Tsc-22, der dualen Phosphatase Dusp9, des Transkripti-

onsfaktors Foxm1 und des Zelladhäsionsmoleküls Ncam mittels semiquantitativer RT-

PCR verifiziert (Abb. 9). Weder für Tsc-22, Foxm1, Skp2 oder Dusp9 war bisher eine 

Beteiligung an der Kontaktinhibition beschrieben. 

Abbildung 9: 

Die Expression einiger in konfluenten NIH3T3-Zellen herauf- (A) bzw. herunter-

regulierter (B) Gene wurde mittels RT-PCR verifiziert. 

Die β-Aktin-Expression dient als Beladungskontrolle. Für die jeweiligen Primer-

sequenzen und PCR-Bedingungen siehe Material und Methoden (3.5.5.). 
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Tsc-22 

 

Tsc-22 war in der Literatur bislang als TGF-β-induzierbares Gen beschrieben, das die 

Kriterien eines Tumorsuppressors aufweist und dessen Expression in einigen Tumoren 

vermindert bzw. nicht mehr nachweisbar ist, z. B. in Hirn- und Prostatatumoren 

(Shostak et al., 2003; Rentsch et al., 2006). Der signifikante Anstieg der mRNA-

Expression in konfluenten Zellen (Arraydaten und Abb. 9A) deutete auf eine mögliche 

Beteiligung von Tsc-22 an der Kontaktinhibition hin. Western Blot-Untersuchungen mit 

zwei verschiedenen Antikörpern zeigten jedoch keine Unterschiede zwischen proliferie-

renden und konfluenten Zellen (Abb. 10). In der Immunfluoreszenz waren zwischen 

proliferierenden und konfluenten Zellen ebenfalls keine Unterschiede in Proteingehalt 

oder -verteilung zu erkennen (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sprechen gegen eine 

direkte Beteiligung von Tsc-22 an der Signalkaskade der Kontaktinhibition in NIH3T3-

Zellen. 

 

Abbildung 10: 

Das Tsc-22 Protein ist auch in proliferierenden NIH3T3-Zellen vorhanden. 

Die Gesamtextrakte wurden gewonnen wie unter Abbildung 5 beschrieben. ERK 

dient als Beladungskontrolle. 
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Notch-Signalweg 

 

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass der Notch-Signalweg in der Kontaktinhibi-

tion verschiedener Zelllinien eine Rolle spielt, bzw. dass die Kontaktinhibition durch 

konstitutive Aktivierung des Notch-Signalweges induziert werden kann (Noseda et al., 

2004; Noseda et al., 2005). Diese Effekte sind aber zelltyp-spezifisch und konnten für 

die NIH3T3-Zellen unter unseren Versuchs-bedingungen nicht bestätigt werden. Zur 

Kontrolle wurde die Expression des typischen Notch-Zielgens hey1 (hrt1) mittels RT-

PCR untersucht. Abbildung 11 zeigt, dass in den NIH3T3-Zellen auch nach 40 PCR- 

Zyklen kein Signal für hey1 erhalten wird. Als Positivkontrolle dient die humane Kerati-

nozyten-Zelllinie HaCaT, bei der in konfluenten Zellen ein Signal erhalten wird, in proli-

ferierenden dagegen nicht (nicht gezeigt). Dieses Ergebnis spricht dafür, dass der 

Notch-Signalweg nicht an der Kontaktinhibition in NIH3T3-Zellen beteiligt ist. 

 

Abbildung 11: 

Der Notch-Signalweg ist an der Kontaktinhibition von NIH3T3-Zellen nicht beteiligt. 

Für Primersequenzen und PCR-Bedingungen s. Material und Methoden (3.5.5.). 
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4.4. Regulation der MAP Kinasen 

Duale Phosphatasen 

 

In der Literatur gibt es mehrere Hinweise darauf, dass Tyrosin- bzw. duale Tyrosin / 

Threonin-Phosphatasen an der Kontaktinhibition beteiligt sind (Vinals und Pouyssegur, 

1999; Suzuki et al., 2000; Wayne et al., 2006). Unsere Microarray-Analyse zeigt die 

differentielle Expression der dualen Phosphatase Dusp9 (MKP-4). Die signifikante 

Downregulation der Dusp9-mRNA in konfluenten Zellen konnte mittels RT-PCR verifi-

ziert werden (Abb. 9B). Auch in humanen Keratinozyten der Zelllinie HaCaT ist die 

mRNA-Expression in konfluenten Kulturen geringer als in exponentiell wachsenden 

(nicht gezeigt).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression einer weiteren dualen Phosphatase, 

der MKP-1 (Dusp1) untersucht. Die Ergebnisse der Microarray-Analyse zeigen zwar 

keine nennenswerten Unterschiede in der Expression der MKP-1 (Dusp1) auf mRNA-

Ebene, Abbildung 12 zeigt aber, dass die MKP-1 (Dusp1) in konfluenten NIH3T3-Zellen 

auf Proteinebene herunterreguliert ist. Eine Abnahme der MKP-1 (Dusp1) in konfluen-

ten Kulturen wurde mittels Western Blot auch in anderen Zelllinien wie humanen 

Fibroblasten (FH109), humanen Keratinozyten (HaCaT) und Rattenleber-epithelzellen 

(WB F344) gefunden (nicht gezeigt). 
 

Abbildung 12: 

Die duale Phosphatase MKP-1 (Dusp1) ist in konfluenten NIH3T3-Zellen auf der 

Proteinebene herunterreguliert. 

Die Zellen wurden konfluent (1,8 x 105 / cm²) in DMEM / 10 % FCS ausgesät. Nach 

dem Anheften der Zellen an die Kulturschale (= Zeitpunkt 0 h) wurden zu den an-

gegebenen Zeitpunkten Gesamtextrakte gewonnen. ERK dient als Beladungs-

kontrolle. 
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Die beiden untersuchten Phosphatasen, Dusp9 und MKP-1 (Dusp1), können ERK, p38 

und JNK dephosphorylieren (Muda et al., 1997; Camps et al., 1998; Owens und Keyse, 

2007). Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die MAPK p38α in der Kon-

taktinhibition humaner Fibroblasten der Zelllinie FH109 eine Rolle spielt. Dabei wird die 

Kontaktinhibition über eine persistierende Phosphorylierung der p38α vermittelt (Faust 

et al., 2005). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass die p38 auch in der Kontaktinhibi-

tion anderer Zelllinien eine Rolle spielen könnte. So zeigen embryonale Fibroblasten 

(MEF) aus p38-knockout Mäusen eine erhöhte Sättigungsdichte, was auf eine Störung 

der Kontaktinhibition in diesen Zellen hinweist (Faust et al., 2005). Untersuchungen von 

Schmitt (2002) zeigen, dass die Kontaktinhibition in NIH3T3-Zellen durch Vorbehand-

lung mit SB203580, einem spezifischen Inhibitor der p38, teilweise aufgehoben werden 

kann. Dies spricht für eine Beteiligung der p38 an der Signaltransduktion der Kontaktin-

hibition auch in den NIH3T3-Zellen. 

Noch ist nicht geklärt, wodurch die persistierende Phosphorylierung in den kontakt-

inhibierten FH109-Zellen zustande kommt. Denkbar sind sowohl eine verstärkte Aktivie-

rung der p38 durch übergeordnete Kinasen als auch eine verringerte Dephos-

phorylierung durch nachgeschaltete Phosphatasen. Die gezeigte verringerte Ex-

pression der Phosphatasen Dusp9 und MKP-1 (Dusp1) könnte zu der persistierenden 

Aktivierung der p38 beitragen, es bedarf dazu aber noch weitergehender Untersuchun-

gen. 

 

MAPK-Kinasen (MKKs) 

 

Die Expression und Aktivität der Upstream-Kinasen von p38, MKK3 / 6 und MKK4, soll-

te in einem nächsten Schritt mittels Western Blot-Analyse untersucht werden. Abbil-

dung 13 zeigt, dass die phosphorylierte, d. h. die aktive Form der Kinasen in konfluen-

ten Zellen deutlich verringert ist. Die Gesamtexpression der MKKs dagegen unterschei-

det sich nicht in proliferierenden und konfluenten NIH3T3-Zellen. Anisomycin aktiviert 

MKK3 / 6 und MKK4 und damit die p38. Es gilt als einer der stärksten bekannten Akti-

vatoren der p38 (Hazzalin et al., 1998), weshalb es für die Positiv-kontrolle eingesetzt 

wurde. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in konfluenten Zellen der humanen 

Fibroblastenzelllinie FH109 und der Keratinozytenzelllinie HaCaT beobachtet (nicht 

gezeigt).  
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Abbildung 13: 

Die Phosphorylierung der MAPK-Kinasen 3 / 6 und 4 ist in konfluenten NIH3T3-

Zellen verringert. 

Die Zellen wurden in geringer (2,4 x 104 / cm² = 60 % konfluent) bzw. hoher Dichte 

(1,8 x 105 / cm² = 100 % konfluent) in DMEM / 10 % FCS ausgesät und nach 24 h 

geerntet. Für die Positivkontrolle wurden 60 % konfluente Zellen vor dem Ernten 

für 20 min mit 10 µg / ml Anisomycin behandelt. ERK dient als Beladungskontrolle. 

 

In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigen Lallemand et al. (1998), dass die 

p38-Signalkaskade in konfluenten NIH3T3-Zellen bereits auf oder vor der Stufe der 

kleinen G-Proteine Cdc42 und Rac1 gehemmt ist, welche upstream der MKKs 3 / 6 und 

4 liegen. 

Die Beobachtung, dass Aktivität der MKK3 / 6 und 4 auch in konfluenten FH109-Zellen 

vermindert ist (nicht gezeigt), spricht dafür, dass die oben beschriebene persistierende 

Phosphorylierung der p38 in diesen Zellen nicht über eine verstärkte Aktivierung durch 

die MKK3 / 6 oder 4 zustande kommt. Entweder sind noch andere – nicht näher be-

kannte – aktivierende Kinasen oder eine verminderte Expression deaktivierender Phos-

phatasen, möglicherweise Dusp9 oder MKP-1 (Dusp1), beteiligt. 
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MAP Kinase p38 

 

Um mehr über die mögliche Rolle der p38 in der Kontaktinhibition in NIH3T3-Zellen zu 

erfahren, wurden zunächst im Western Blot die Expression und Phosphorylierung der 

p38 untersucht. In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass die Phosphorylierung der p38 in 

den konfluenten NIH3T3-Zellen deutlich verringert ist (10 % FCS = Standardbedin-

gungen). Ob es sich hierbei um eine, wenn auch schwächere, so doch persisitierende 

Phosphorylierung handelt, wie für die humanen FH109-Zellen beschrieben, muss noch 

untersucht werden. Die Gesamtexpression der p38 unterscheidet sich unter diesen 

Bedingungen nicht in proliferierenden und konfluenten NIH3T3-Zellen. Werden die Zel-

len jedoch serumdepletiert (0,2 % FCS), wird die Expression der p38 herunterreguliert. 
Das spricht dafür, dass dem Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition bzw. Serum-

depletion unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen könnten, in Übereinstimmung 

mit bereits in der Literatur beschriebenen Beispielen (Dietrich et al., 1997). 

 

Abbildung 14: 

Einfluss von Zelldichte und Serumdepletion auf die Expression und Phos-

phorylierung der MAP Kinase p38 in NIH3T3-Zellen. 

Es wurden 1,4 x 104 / cm² (= 60 % konfluent) bzw. 1,8 x 105 / cm² (= 100 % kon-

fluent) NIH3T3-Zellen in DMEM / 10 % FCS ausgesät. Nach dem Anheften der Zel-

len wurde das Medium entweder durch DMEM / 0,2 % FCS ersetzt (0,2 % FCS) 

bzw. nicht gewechselt (10 % FCS) und die Zellen nach 24 h geerntet. ERK dient als 

Beladungskontrolle. 

 



100

MAP Kinase ERK 

 

In konfluenten NIH3T3-Zellen ist die phosphorylierte, d. h. aktive Form der ERK herun-

terreguliert. Ihre Gesamtexpression dagegen wird von der Zelldichte nicht beeinflusst 

(Abb. 15). Dieser Effekt wird in der Literatur für verschiedene Zelllinien beschrieben, 

wobei die zugrunde liegenden Mechanismen aber noch nicht vollständig bekannt sind 

(Vinals und Pouyssegur, 1999; Wayne et al., 2006). 

 

Abbildung 15: 

Die Phosphorylierung der MAP Kinase ERK ist in konfluenten NIH3T3-Zellen her-

unterreguliert. 

Die Extrakte wurden gewonnen wie unter Abbildung 12 beschrieben. 

 

Am besten untersucht ist die Rolle der ERK im Rahmen der Signaltransduktion nach 

Wachstumsfaktor-Stimulation, welche über eine Phosphorylierung / Aktivierung von 

ERK verläuft. Obwohl unter unseren Standardbedingungen (10 % FCS) Wachstums-

faktoren im Medium vorliegen, unterbleibt die Phosphorylierung der ERK in den kon-

fluenten Zellen. Das spricht dafür, dass die ERK-Signalkaskade in NIH3T3-Zellen durch 

die Kontaktinhibition gehemmt wird. An welcher Stelle der Signalkaskade diese Hem-

mung erfolgt, sollte im Weiteren näher untersucht werden.  

In der Literatur wird für einige Zelllinien beschrieben, dass Wachstumsfaktor- (WF-) 

Rezeptoren in konfluenten Zellen inaktiviert bzw. in ihrer Anzahl auf der Zellmembran 

reduziert werden können (Holley et al., 1977; Rizzino et al., 1988; Sörby und Ostmann, 

1996). 
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Interessant war deshalb die Frage, ob in den konfluenten NIH3T3-Zellen vielleicht keine 

funktionellen WF-Rezeptoren mehr vorliegen. Zunächst sollten die Zellen mit ver-

schiedenen Mitogenen stimuliert werden, um zu testen, ob die entsprechenden WF-

induzierten Signalkaskaden in den konfluenten Zellen aktivierbar sind. Für diese Versu-

che wurden die Zellen unter Serumdepletion subkonfluent und konfluent ausgesät und 

anschließend mit verschiedenen Wachstumsfaktoren stimuliert.  

Die Serumdepletion bewirkt eine Synchronisation der Zellen in der G1-Phase, in wel-

cher sie für externe Stimuli empfänglich sind. In Vorversuchen wurde mittels FACS-

Analyse nachgewiesen, dass sich subkonfluente Zellen nach 24 h in DMEM / 0,2 % 

FCS zu ca. 90 % in der G0 / G1-Phase befinden (nicht gezeigt). 

 

FCS FGF PDGF EGF 

Endkonzentration der Mitogene 10 % 50 ng / ml 50 ng / ml 100 ng / ml

Als Erstes sollte mittels Proliferationsassay untersucht werden, ob sich die Proliferati-

onsraten von subkonfluenten und konfluenten Zellen nach Stimulation mit den ver-

schiedenen Mitogenen unterscheiden. 
Abbildung 16A zeigt, dass in den konfluenten Zellen einzig durch EGF keine Proliferati-

on mehr induziert werden kann, was auf eine verminderte Expression von EGF-

Rezeptoren oder eine Störung der Signalweiterleitung in diesen Zellen hindeutet. Im 

Gegensatz dazu können konfluente serumdepletierte NIH3T3-Zellen noch durch FCS, 

FGF und PDGF stimuliert werden, was darauf schließen lässt, dass FGF- und PDGF-

Rezeptoren auf der Zellmembran vorhanden und aktivierbar sind. Die Tatsache, dass 

EGF in subkonfluenten Kulturen die Proliferation zu stimulieren vermag, ist ein Zeichen 

dafür, dass der EGF-vermittelte Signalweg spezifisch durch die Kontakt-inhibition und 

nicht durch den Entzug von Serum gehemmt wird. 

Als weiterer Marker für die erneute Proliferation der Zellen nach Mitogen-Stimulation 

wurde die Expression von Cyclin A untersucht (Abb. 16B). Dazu wurden parallel zu den 

Proben für den Proliferationsassay Gesamtextrakte gewonnen. Diese wurden auf die 

Expression von Cyclin A untersucht, dessen Anwesenheit als Zeichen dafür gewertet 

wurde, dass die Zellen den durch Serumdepletion erzwungenen G0 / G1-Arrest über-

wunden haben und in die S-Phase eingetreten sind. In Übereinstimmung mit dem Er-

gebnis des Proliferationsassays (Abb. 16A) wird in konfluenten NIH3T3-Zellen nach 

Stimulation mit EGF nur eine minimale Expression von Cyclin A detektiert.  
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Abbildung 16: 

Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Proliferationsrate und die Cyclin 

A-Expression in serumdepletierten NIH3T3-Zellen unterschiedlicher Dichte. 

A) Die Proliferationsrate wurde durch den Einbau Tritium-markierten Thymidins 

ermittelt. Die Zellen wurden in geringer (8 x 103 / 32 mm² = subkonfluent) bzw. ho-

her Dichte (5,8 x 104 / 32 mm² = konfluent) ausgesät. Dargestellt sind die Mittelwer-

te ± SEM aus 5 Messungen. 

B) Western Blot: es wurden 1,4 x 104 / cm² (subkonfluent) bzw. 1,8 x 105 / cm² (kon-

fluent) Zellen in DMEM / 10 % FCS ausgesät. Nach dem Anheften der Zellen wur-

de das Medium durch DMEM / 0,2 % FCS ersetzt und die Zellen nach 24 h mit den 

Wachstumsfaktoren in den oben genannten Konzentrationen behandelt. Nach wei-

teren 24 h wurden die Gesamtextrakte geerntet. Als Kontrolle wurden unbehan-

delte, serumdepletierte Zellen eingesetzt. ERK dient zur Beladungskontrolle. 
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Auf welcher Stufe der Signalkaskade die Proliferationshemmung erfolgt, sollte in einem 

weiteren Versuch getestet werden. Zunächst wurden die Wachstumsfaktor-behandelten 

Proben auf die Expression und Phosphorylierung der ERK untersucht (Abb. 17).  

 

Abbildung 17: 

Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die ERK-Phosphorylierung in kon-

fluenten serumdepletierten NIH3T3-Zellen. 

(A) Western Blot: es wurden 1,8 x 105 / cm²  Zellen in DMEM / 10 % FCS ausgesät. 

Nach dem Anheften der Zellen wurde das Medium durch DMEM / 0,2 % FCS er-

setzt und die Zellen nach 24 h mit den Wachstumsfaktoren in den oben genannten 

Konzentrationen behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Gesamtextrakte geern-

tet. Als Kontrolle dienten unbehandelte, serumdepletierte Zellen. 

(B) Quotient phospho-ERK / ERK; berechnet nach Quantifizieren der Western 

Blots in (A). 
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Auffällig ist, dass auch hier EGF in den konfluenten Zellen den schwächsten Effekt aller 

Mitogene hat. Der Quotient pERK / ERK als Maß für die Proliferation korreliert in etwa 

mit den Ergebnissen des Proliferationsassays (Abb. 16). 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die EGF-vermittelte Signalkaskade in 

den konfluenten NIH3T3-Zellen gehemmt ist, nicht aber die durch FGF und PDGF in-

duzierten Signalkaskaden. Das spiegelt sich sowohl in der minimalen Wachstumsrate 

im Proliferationstest (Abb. 17A), als auch in der Tatsache wider, dass nach EGF-

Stimulation kein Cyclin A exprimiert wird (Abb. 17B). 
Interessant ist, dass auch nach EGF-Stimulation ERK-Phosphorylierung zu sehen ist 

(Abb. 17), wenngleich in geringerem Maße als nach FCS-, FGF- und PDGF-Gabe. 

Dass die Phosphorylierung nach EGF-Gabe derjenigen in subkonfluenten NIH3T3-

Zellen vergleichbar ist (nicht gezeigt), lässt darauf schließen, dass auch der EGF-

Rezeptor in den konfluenten Zellen vorhanden und aktivierbar ist. Nicht bekannt ist, ob 

das Ausmaß der ERK-Phosphorylierung vielleicht nicht ausreicht, um einen Schwellen-

wert zu überschreiten, der nötig ist, um die weitere Signalkaskade auszulösen, oder ob 

die Störung im weiteren Verlauf der Signalkaskade vorliegt. Dazu sind noch weitere 

Untersuchungen nötig. 

 

Der klassische von Wachstumsfaktoren ausgelöste Signalweg verläuft über eine Akti-

vierung und Dimerisierung der zugehörigen WF-Rezeptoren, welche ihrerseits das  

Adapterprotein SHC phosphorylieren können. 

In einem weiteren Schritt wurde daher die Phosphorylierung von SHC untersucht. Ab-

bildung 18 zeigt, dass die Phosphorylierung von SHC in konfluenten NIH3T3-Zellen 

vermindert ist. Die Dephosphorylierung von SHC erfolgt allerdings erst zu einem späte-

ren Zeitpunkt als die von ERK (Abb. 15).  
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Abbildung 18: 

Die Phosphorylierung des Adapterproteins SHC ist in konfluenten NIH3T3-Zellen 

verringert. 

Die Gesamtextrakte wurden gewonnen wie unter Abbildung 12 beschrieben. 

 

Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass die Abnahme der ERK-Phosphorylierung 

nicht initial über die Dephosphorylierung von SHC erfolgt. Möglicherweise ist SHC aber 

an der Aufrechterhaltung der Kontaktinhibition beteiligt.  

Weiterhin könnte die beobachtete verringerte Phosphorylierung von ERK in kontaktin-

hibierten NIH3T3-Zellen auch auf eine verringerte Aktivierung durch die über-

geordneten Kinasen MKK1 / 2 zurückzuführen sein, was noch untersucht werden muss. 

Auch die Rolle weiterer dualer Phosphatasen wie zum Beispiel der MKP-2 oder der 

ERK-spezifischen MKP-3 (Wayne et al., 2006; Owens und Keyse, 2007) in der Regula-

tion der ERK-Signalkaskade muss noch weiter untersucht werden. 



106

5. Diskussion 

 

5.1. Microarrays 

 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Genexpressionsanalyse mittels 

Microarrays hat Aufschluss gegeben über viele Gene, die bei der Signaltransduktion 

der Kontaktinhibition eine Rolle spielen könnten. Bei einigen wenigen dieser Gene, zum 

Beispiel Cyclin A, Gas1 und Cdc25a, war die Beteiligung an der Kontaktinhibition be-

reits bekannt. Diese Übereinstimmung bestätigt die Aussagekraft der Array-ergebnisse. 

Des Weiteren erhielten wir Hinweise auf die Beteiligung zahlreicher Gene, die bisher 

nicht im Zusammenhang mit der Kontaktinhibition beschrieben wurden, wie z. B. 

Foxm1, Skp2, Tsc-22 und Dusp9. 

 

Replikation 

 

Viele Gene, die in konfluenten NIH3T3-Zellen herunterreguliert sind, spielen in der 

DNA-Replikation eine wichtige Rolle (Abb. 7A). In der DNA-Sequenz von Eukaryoten 

gibt es besondere Strukturelemente, die so genannten Replikationsursprünge (origin of 

replication), an welchen die DNA-Synthese beginnen kann. Dazu bindet der ORC (ori-

gin recognition complex) an einen Replikationsursprung. Der ORC ist ein Komplex, der 

sich aus sechs Untereinheiten zusammensetzt, den ORC-Proteinen 1-6. An diesen 

Komplex bindet nachfolgend Cdc6 und bewirkt die Anlagerung des MCM (mini-

chromosome maintainance)-Komplexes, der sich wiederum aus sechs Untereinheiten 

zusammensetzt (Mcm2-7). Der MCM-Komplex besitzt (zumindest in vitro) Helikase-

Aktivität und bereitet die DNA für die Replikation vor (so genanntes licensing, s. Blow 

und Hodgson, 2002; Ishimi, 1996). Nach Phosphorylierung durch den Cyclin A-cdk2-

Komplex zu Beginn der S-Phase dissoziiert Cdc6 vom Chromatin ab und wird durch 

Cdc45 ersetzt. Zusätzlich zu Cdc45 lagert sich an diese „lizenzierten“ Replikations-

ursprünge Mcm10 an, worauf die DNA-Synthese beginnt (DePamphilis et al., 2005). 

Cdc6 transloziert vom Zellkern ins Zytoplasma, wo es für die restliche Dauer des Zell-

zyklus verbleibt. Dies ist nur einer von vielen Mechanismen, wodurch gewährleistet 

wird, dass die DNA im Verlauf eines Zellzyklus nur einmal abgelesen wird (Ritzi und 

Knippers, 2000; Semple und Duncker, 2004). Das so genannte „licensing“ erfolgt in 

eukaryotischen Zellen nur während der G1-Phase, ist also charakteristisch für diesen 

Abschnitt des Zellzyklus. Daher können durch Analyse der Expression der MCM-
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Proteine proliferierende von ausdifferenzierten, sich nicht mehr teilenden Zellen unter-

schieden werden (Stoeber et al., 2001). Da es für die formelle Unterscheidung, ob sich 

Zellen in der G0- oder G1-Phase des Zellzyklus befinden, bislang keine charakteristi-

schen Merkmale gibt, schlagen Blow und Hodgson (2002) vor, die Abwesenheit lizen-

zierter Replikationsursprünge als Zeichen dafür zu werten, dass Zellen sich in der G0- 

und nicht in der G1-Phase befinden. 

Bislang war nicht klar, ob kontaktinhibierte Zellen in der G0- oder G1-Phase geblockt 

sind. Wenn wir dem Vorschlag von Blow und Hodgson (2002) folgen, weisen unsere 

Ergebnisse darauf hin, dass kontaktinhibierte NIH3T3-Zellen möglicherweise in der G0-

Phase des Zellzyklus arretiert werden. 

 

Zellzyklus 

 

Als Marker für den G0 / G1-Arrest wurde die verringerte Expression von Cyclin D1 und 

A, sowie die Akkumulation von p27 in den konfluenten NIH3T3-Zellen angesehen (Abb. 

5). Durch die Downregulation ihrer regulatorischen Untereinheit  – Cyclin D1 – wird die  

Aktivität der cdk4 herabgesetzt. Zudem wird die Kinase-Aktivität der cdk2 auch durch 

die Assoziation von p27 an den Cyclin E-cdk2-Komplex gehemmt. In der Folge können 

beide cdks das Retinoblastomprotein nicht mehr phosphorylieren, welches in seiner 

hypophosphorylierten, inhibitorischen Form verbleibt. pRb liegt dabei an den Transkrip-

tionsfaktor E2F gebunden vor und blockiert die Synthese u. a. von Cyclin A (Polyak et 

al., 1994; Dietrich et al., 1997). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass p27 in humanen Fibroblasten und 

embryonalen Mausfibroblasten ein Zielprotein der MAP Kinase p38 ist (Faust et al., 

2005), wobei der Mechanismus der Regulation noch unbekannt ist. P38α-/--MEFs 

zeichnen sich durch eine signifikant erhöhte Sättigungsdichte aus, wobei die Kontaktin-

hibition in diesen Zellen gehemmt, aber nicht ausgeschaltet ist. Des Weiteren zeigen 

die p38α-/--MEFs eine verzögerte Akkumulation von p27. Die bereits erwähnte persistie-

rende Aktivierung der p38 in kontaktinhibierten FH109-Zellen könnte also zur Akkumu-

lation von p27 in diesen Zellen beitragen. Der Mechanismus muss aber noch aufgeklärt 

werden. Entsprechende Versuche zur Aktivität der p38 in NIH3T3-Zellen stehen noch 

aus. 

Weiterhin ist bekannt, dass p27 negativ über Skp2 reguliert wird (Carrano et al., 1999; 

Pagano et al., 1995). Skp2 kann eine Komponente des Skp2-Cullin1-F-Box Protein 

(SCF)-Komplexes sein (Nakayama und Nakayama, 2005) und ist für die Erkennung 

und Phosphorylierung des Zielproteins p27 durch den SCF-Komplex in der G1-Phase 

nötig (Carrano et al., 1999; Pagano et al., 1995). In der Folge wird p27 ubiquitinyliert 
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und durch Proteasomen degradiert. Die Degradation von p27 bewirkt eine erhöhte Akti-

vität der Cdk2-Cyclin E- bzw. Cdk2-Cyclin A-Komplexe, so dass die Zellen in die S-

Phase eintreten können. 

Abgesehen von der Downregulation des cdk-Inhibitors p27 wird die Aktivität der Cdk2-

Cyclin E-Komplexe auch durch die Phosphatase Cdc25a beeinflusst. Dabei aktiviert 

Cdc25a die Komplexe durch Dephosphorylierung inhibitorischer Aminosäurereste (Nils-

son und Hoffmann, 2000).  

Diese Beispiele zeigen anschaulich, wie Zellen die Funktion wichtiger Gene über das 

Zusammenspiel verschiedener Mechanismen engmaschig regulieren. Unsere Arbeits-

gruppe konnte bereits in verschiedenen Zelllinien zeigen, dass die Aktivität der cdk2 in 

konfluenten Kulturen herunterreguliert ist (Dietrich et al., 1997; Dietrich et al., 2002). Die 

verringerte Aktivität der cdk2 wird dabei auf verschiedenen Wegen erreicht. So ist in 

konfluenten NIH3T3-Zellen zum einen die aktivierende Phosphatase Cdc25a herunter-

reguliert, zum anderen akkumuliert der Cdk-Inhibitor p27 (Abb. 9B und 5B). Zur Akku-

mulation von p27 wiederum trägt einerseits die Downregulation von Skp2 (Abb. 9B) bei, 

das die Degradation von p27 stimuliert. Andererseits konnte unsere Arbeitsgruppe zei-

gen, dass p27 ein Zielprotein der p38 ist (Faust et al., 2005).  Abbildung 14 zeigt, dass 

die p38 in konfluenten NIH3T3-Zellen phosphoryliert, d. h. aktiv ist, wenngleich noch 

untersucht werden muss, ob diese Phosphorylierung persistierend wie in FH109-Zellen 

(Faust et al., 2005). 

Sowohl Skp2 als auch Cdc25a können über Foxm1 reguliert werden (Wang et al., 

2005). Die durch Microarray-Analyse gezeigte Downregulation von Foxm1 in konfluen-

ten NIH3T3-Zellen konnte mittels RT-PCR verifiziert werden (Abb. 8B). 

Foxm1 ist ein Transkriptionsfaktor aus der Forkhead-Familie (Korver et al., 1997). Um 

transkriptionell aktiv werden zu können, muss Foxm1 am Aminosäurerest Thr 596 

phosphoryliert vorliegen. Dazu bindet Foxm1 je nach Phase des Zellzyklus an unter-

schiedliche Cdk-Cyclin-Komplexe (G1 / S: bevorzugt cdk2-Cyclin E; G2: bevorzugt 

cdk1-Cyclin B) und wird von der Kinase phosphoryliert. Die Bindung an den Cdk-Cyclin-

Komplex ist dabei essentiell für eine effektive Phosphorylierung (Korver et al., 1997; 

Major et al., 2004). 

Der Transkriptionsfaktor Foxm1 gilt als Marker proliferierender Zellen. Seine RNA wird 

in allen fetalen Geweben der Maus exprimiert. Bei adulten Tieren dagegen beschränkt 

sich die Expression auf einige wenige Organe, deren Zellen sich noch teilen, zum Bei-

spiel Thymus, Testes und Darm. Des Weiteren ist eine Überexpression von Foxm1 in 

vielen verschiedenen Tumoren beschrieben worden (Korver et al., 1997; Laoukili et al., 

2007). Im Gegensatz dazu findet man bei Progerie-Patienten (Syndrom der vorzeitigen 

Vergreisung) und älteren Menschen, bei welchen die Zellproliferation bekanntlich gerin-
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ger ist, eine verminderte Expression von Foxm1. Diese wiederum geht einher mit er-

höhter genomischer Instabilität (Laoukili et al., 2007).  

Um mehr über die physiologische Rolle von Foxm1 zu erfahren, wurden von verschie-

denen Arbeitsgruppen Knockout-Mäuse generiert (Korver et al., 1997; Laoukili et al., 

2007). Dabei  erscheinen die heterozygoten Tiere unbeeinträchtigt. Das Fehlen beider 

Kopien von Foxm1 dagegen bewirkt embryonale Letalität, wobei die meisten Tiere noch 

in utero sterben, die anderen sofort nach der Geburt. Gemeinsam sind den Knockout-

Mäusen schwere Defekte bei der Organogenese, v. a. Herz- und Leber-schäden. Dabei 

zeigen sich auffällig viele polyploide Hepatozyten bzw. Cardio-myozyten, wie sie für 

Embryonen untypisch sind. Diese Ergebnisse stützen die Vermutung, dass Foxm1 für 

die korrekte DNA-Replikation und Mitose, also den Zellzyklus verantwortlich ist und 

dadurch auch die genomische Stabilität der Zellen gewährleistet (Korver et al., 1997; 

Laoukili et al., 2007). Die Tatsache, dass Foxm1 in den meisten soliden Tumoren übe-

rexprimiert wird, könnte mit zur genomischen Instabilität der Tumorzellen beitragen so-

wie ihren Zellzyklus beschleunigen. 

 

Abbildung 19: 

Foxm1 ist ein Schlüsselprotein in der Zellzyklus-Regulation und beeinflusst viele 

Proteine sowohl am G1 / S- als auch am G2 / M-Übergang (aus Wang et al., 2005). 

 

In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen beschreiben Kalinichenko et al. (2004) 

eine Akkumulation des ckd-Inhibitors p27 in Foxm1-/--Hepatozyten. Dadurch werden 

diese Zellen sehr resistent gegenüber einer Behandlung mit Chemikalien, durch welche 
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normalerweise Lebertumoren induziert werden. Eine Akkumulation der inhibitorischen 

Proteine p21 und p27 in Foxm1-defizienten Zellen wird auch von anderen Autoren be-

schrieben. Zum Einsatz kamen dabei sowohl Foxm1-/--MEFs als auch Tumorzellen, 

welche mit siRNA gegen Foxm1 behandelt wurden. Beide Zellmodelle zeigen eine ver-

längerte G2-Phase. Diese geht einher mit einer verminderten Expression G2 / M-

induzierender Gene (z. B. Cyclin B, Cdc25B, Aurora kinase) und der erwähnten Akku-

mulation von p21 und p27. Parallel dazu wird eine verminderte Expression von Skp2 

beobachtet (Wang et al., 2005; Laoukili et al., 2007). Die in kontaktinhibierten Zellen 

beobachtete Zunahme von p27 kann also, neben der Regulation über die p38, zumin-

dest zum Teil durch die Abnahme von Foxm1 und die dadurch bedingte Abnahme von 

Skp2 erklärt werden, was zur Folge hat, dass der Abbau von p27 verringert wird. 

 

Foxm1 könnte also eine ganz zentrale Rolle bei der Kontaktinhibition spielen. Als wei-

tergehende Versuche sind die Behandlung von NIH3T3-Zellen mit siRNA gegen Foxm1 

bzw. eine ektopische Überexpression von Foxm1 geplant. Dabei soll geklärt werden, 

welche Gene (z. B. Skp2, Cdc25a, Plk1) direkt durch Foxm1 reguliert werden, um seine 

mögliche Rolle in der Kontaktinhibition weiter aufzuklären. 

 

Tsc-22 

 

Das potentielle Tumorsuppressorgen Tsc-22 (Transforming growth factor-β1- stimula-

ted clone 22) wurde ursprünglich als Gen identifiziert, welches durch die Gabe von 

TGF-β oder PPARγ induziert werden kann und die Transkription hemmt (Kester et al., 

1999; Kester et al., 2000; Gupta et al., 2003). Die Speicheldrüsenkrebs-Zelllinie TYS 

zum Beispiel kann durch Herunterregulation von Tsc-22 zur Proliferation angeregt wer-

den (Nakashiro et al., 1998). Im Einklang mit dieser Beobachtung wurde in einigen Tu-

moren eine verminderte Expression von Tsc-22 beobachtet, z. B. in Hirn- und Prostata-

tumoren (Shostak et al., 2003; Rentsch et al., 2006) sowie bei der durch chemische 

Karzinogene induzierten Entstehung von Lebertumoren in Ratten (Iida et al., 2005). 

Unbekannt ist, ob Tsc-22 auch im Rahmen der Kontaktinhibition eine Rolle spielen 

kann. Unsere Microarray-Daten zeigen eine Heraufregulation von Tsc-22 in konfluenten 

NIH3T3-Zellen, die mittels RT-PCR bestätigt werden konnte (Abb. 8A). Auf Protein-

ebene konnten wir aber keine Unterschiede feststellen zwischen subkonfluenten und 

konfluenten NIH3T3-Zellen (Abb. 9). Unsere Versuche sprechen daher gegen eine Be-

teiligung von Tsc-22 an der Kontaktinhibition von NIH3T3-Zellen.  
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NCAM 

 

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise auf eine Beteiligung von Membran-/ Adhäsi-

onsmolekülen an der Kontaktinhibition verschiedener Zelllinien, zum Beispiel VE-

Cadherin, E-Cadherin oder β-Catenin (Dietrich et al., 2002; Grazia Lampugniani et al., 

2003; Perrais et al., 2007).  

Unsere Microarray-Analysen zeigen, dass das Adhäsionsmolekül Ncam (neural cell 

adhesion molecule) in konfluenten NIH3T3-Zellen auf RNA-Ebene heraufreguliert ist, 

was mittels RT-PCR verifiziert werden konnte (Abb. 8A). Inwieweit diese Expression in 

die Signaltransduktion der Kontaktinhibition involviert ist oder „nur“ dem festeren Zu-

sammenhalt der konfluenten Zellen dient, muss in weiteren Versuchen näher unter-

sucht werden.  

Ncam ist ein Adhäsionsmolekül, das in drei Splicevarianten vorkommt, welche gemäß 

ihrer Größe als 120, 140 und 180 kDa-Isoformen bezeichnet werden. Ncam ist sowohl 

an der Zelladhäsion als auch an Signaltransduktionsprozessen beteiligt und spielt eine 

Rolle bei der Entwicklung, im zentralen Nervensystem und bei dem Fortschreiten bzw. 

der Metastasenbildung bei Tumoren. 

Die Ncam-vermittelte Zell-Zell-Adhäsion wird nicht nur durch homophile Bindungen zwi-

schen Ncam-Molekülen benachbarter Zellen beeinflusst. Der extrazelluläre Teil des 

Ncam kann posttranslational mit Ketten des Oligosaccharids PSA (polysialic acid) ver-

knüpft werden, wobei ein geringer PSA-Gehalt eine festere Bindung ermöglicht. Dieser 

Effekt könnte dadurch entstehen, dass die voluminösen PSA-Ketten die Ncam- Ncam-

Wechselwirkung sterisch behindern und dadurch die Zelladhäsion schwächen (Rutis-

hauser et al., 1988). Im Einklang damit steht auch die Beobachtung, dass der PSA-

Gehalt im Laufe der Entwicklung eines Organismus abnimmt. Parallel dazu nimmt die 

Plastizität der Membranen ab und ihre Stabilität zu (Povlsen et al., 2003). 

Im Laufe der Entwicklung eines Organismus gibt es weiterhin eine Verschiebung im 

Expressionsmuster der verschiedenen Ncam-Splicevarianten, weg von den embryona-

len Isoformen (180 bzw. 140 kDa) hin zur 120 kDa-Isoform, die im adulten Organismus 

hauptsächlich vorliegt (Christofori, 2003). Aoki et al. (1991) konnten in murinen 

Fibroblasten der Zelllinie m5S/1M zeigen, dass proliferierende Zellen zwar insgesamt 

eine geringere Gesamtmenge an Ncam enthalten, dabei aber alle drei Isoformen 

exprimieren. Im Gegensatz dazu liegt in konfluenten Zellen hauptsächlich die 140 kDa-

Isoform vor. Zudem ist das Molekül in den konfluenten Kulturen bevorzugt an Stellen 

der Zell-Zell-Kontakte lokalisiert. Die Transformation von m5S/1M-Zellen mittels EGF 

bewirkt morphologische Veränderungen und einen Verlust der Kontaktinhibition bei 

gleichzeitiger Downregulation der 140 kDa-Isoform (Aoki et al., 1991). 
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Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten NIH3T3-Zellen konnte auf RNA-Ebene 

ebenfalls eine Zunahme des Ncam-Gesamtgehaltes in konfluenten Kulturen gezeigt 

werden (Abb. 8A und Tab. 3). Genauere Untersuchungen zu den beteiligten Isoformen, 

ihrer subzellulären Verteilung etc. stehen aber noch aus. Die angestrebten Unter-

suchungen auf Proteinebene (Western Blot, Immunfluoreszenz) haben sich als sehr 

schwierig erwisen, da mit keinem der drei bislang getesteten Antikörper ein Signal er-

halten wurde. Möglicherweise exprimieren die NIH3T3-Zellen auf der Zellmembran nur 

sehr geringe Mengen an Ncam-Protein, die mit den gewählten Methoden nicht erfasst 

werden, weshalb für weitergehende Untersuchungen auf andere Methoden ausgewi-

chen werden muss. 

In der Literatur wird für verschieden Krebsarten (z. B. Melanom, Wilm’s Tumor, Kolon-

karzinom) beschrieben, dass der Gesamtgehalt an Ncam in den Zellen verringert ist, 

wobei sich die Expression zusätzlich wieder zu den embryonalen Isoformen hin verla-

gert (Christofori, 2003). Interessanterweise konnten Cavallaro et al. (2001) zeigen, dass 

bei NCAM-defizienten Tumorzelllinien zwar die Adhäsion der Zellen an das Sub-strat 

gestört ist, nicht aber der Zusammenhalt der Zellen untereinander. Dieser Aspekt könn-

te Invasion und Metastasenbildung in Ncam-defizienten Tumoren begünstigen. 

 

Marcks-like Protein 

 

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die Proteinkinase C δ (PKCδ) an der 

Kontaktinhibition von NIH3T3-Zellen beteiligt ist und dass der PKCδ-Proteingehalt in 

konfluenten NIH3T3-Zellen deutlich höher ist als in proliferierenden (Heit et al., 2001).  

Die PKCδ ist ein (potentieller) Tumorsuppressor (Lu et al., 1997), dessen Überexpres-

sion in verschiedenen Zelllinien einen Wachstumsstopp induzieren kann. Die PKC ist 

an diversen biologischen Prozessen beteiligt, z. B. Tumorigenese, Wachstum, Wachs-

tumsarrest, Embryogenese und Differenzierung. Ein Ziel der PKCδ ist dabei das Aktin-

zytoskelett. 

Wichtige Zielgene der PKC sind Marcks (Myristoylated alanine-rich C kinase substrate) 

und Mlp (Marcks-like protein). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen 

Arraydaten zeigen eine Heraufregulation von Marcks (3,1- bzw. 1,7-fach; p-Wert: 0,023) 

und Mlp (2,8- bzw. 2,4-fach; p-Wert: 0,001) in konfluenten NIH3T3-Zellen. 

 

Herget et al. (1993) haben in Mausfibroblasten (Swiss3T3 und MEFs) gezeigt, dass die 

Marcks-Expression auf RNA- und Proteinebene stark ansteigt, sobald die Zellen kon-

fluent gewachsen sind. Werden die Zellen dann wieder in geringer Zellzahl in FCS-

haltigem Medium ausgesät, sinkt die Expression von Marcks rapide und bleibt niedrig, 
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solange die Zellen aktiv proliferieren. Dieser Effekt wird auch dann beobachtet, wenn 

die PKC in den Zellen durch Behandlung mit Phorbolester abgeschaltet wurde. Das 

lässt darauf schließen, dass die Expression von Marcks in den arretierten Zellen PKC-

unabhängig erfolgt. Außerdem finden Herget et al. (1993) eine inverse Korrelation zwi-

schen Marcks-Expression und Anzahl der Zellen in der S-Phase, dagegen aber eine 

positive Korrelation zwischen Marcks und der Anzahl der Zellen in der G0 / G1-Phase. 

Chemisch oder viral transformierte Zellen, die keine Kontaktinhibition mehr zeigen, 

exprimieren nur wenig Marcks. Das alles spricht für eine wachstumshemmende Funkti-

on von Marcks, was im Einklang mit unserem Ergebnis steht, dass die mRNA-

Expression von Marcks in konfluenten Zellen erhöht ist. 

Marcks und Mlp haben eine zu 50 % identische Aminosäuresequenz, vor allem die Ef-

fektordomäne ist nahezu identisch. Diese ist das Ziel für die Phosphorylierung durch 

PKC und die dadurch bedingte Aktivierung. Die Domäne ist essentiell für die Bindung 

an Aktin und Calmodulin, die nach Phosphorylierung gelöst wird (Verghese et al., 1994; 

Zhao et al., 2007). Die in den NIH3T3-Zellen beobachtete Aktivierung der PKC bei 

gleichzeitiger Translokation in den Zellkern und nachfolgende Zerstörung der Aktin- 

Stressfilamente  (Heit et al., 2001) könnte bewirkt werden durch eine Phosphorylierung 

von Marcks und Mlp und nachfolgende Dissoziation der Komplexe mit Aktin  

Obwohl die Expressionsmuster von Marcks und Mlp in Mäusen sehr ähnlich sind, zei-

gen Knockout-Tiere verschiedene Phänotypen. Das deutet darauf hin, dass Marcks und 

Mlp trotz ihrer Ähnlichkeit verschiedene biologische Funktionen erfüllen (Zhao et al., 

2007). Die genaue physiologische Rolle von Marcks und Mlp ist noch nicht bekannt. 

Auch ihre Beteiligung an der Kontaktinhibition muss noch weiter untersucht werden. 
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5.2. Regulation der MAP Kinasen 

 

Duale Phosphatasen 

 

Duale Phosphatasen (Dusps) dephosphorylieren MAP Kinasen, welche dadurch inak-

tiviert werden. Damit erfüllen die Dusps eine wichtige Funktion in der Regulation der 

MAPK-Signalkaskaden, welche im Organismus eine sehr große Rolle spielen.  

Die differentielle Expression der Dusp9, die sich in der Microarray-Analyse gezeigt hat, 

konnte mittels RT-PCR verifiziert werden. Diese Phosphatase ist in konfluenten 

NIH3T3-Zellen auf RNA-Ebene deutlich herunterreguliert (Abb. 8B). Neben der Dusp9 

wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch eine zweite duale Phosphatase unter-

sucht, die MKP-1 (Dusp1). Beide Phosphatasen können sowohl ERK als auch p38 

dephosphorylieren und dadurch inaktivieren (Muda et al., 1997; Camps et al., 1999; 

Owens und Keyse, 2007).    

 

Die unterschiedliche Selektivität verschiedener Dusps gegenüber den MAPK wird durch 

spezifische Bindungen der N-terminalen Domäne der Dusps mit Aminosäuregruppen 

der MAPK bedingt. Die Phosphatasen besitzen im N-Terminus zwei konservierte Berei-

che mit Sequenzhomologie zur Phosphatase Cdc25. Der Rest der Sequenz entscheidet 

über die zum Teil hoch affinen Bindungen zu bestimmten MAPKs (Camps et al., 1999). 

Des Weiteren erhöht sich die Aktivität einiger Dusps signifikant, nachdem sie an spezi-

fische MAP Kinasen gebunden haben. Die Aktivität der Dusp9 zum Beispiel erhöht sich 

nach Bindung an ERK2, JNK und p38 (Camps et al., 1998). MKP-1 (Dusp1) wird nach 

Bindung an ERK1 / 2, JNK2 und p38 ebenfalls aktiviert (Slack et al., 2001). Dabei ist 

die Aktivierung unabhängig davon, ob die MAPK ihrerseits aktiviert ist (Camps et al., 

1999). 
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MAP Kinase p38 

 

MAPK spielen in der mitogen-induzierten Signaltransduktion eine herausragende Rolle, 

wobei besonders die über Wachstumsfaktoren verlaufenden Signalkaskaden schon 

intensiv erforscht wurden.  

Über die Rollen der MAPK im Rahmen der Kontaktinhibition, die ein wichtiges wachs-

tumshemmendes Signal darstellt, ist dagegen weit weniger bekannt. In bisherigen Ar-

beiten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die MAPK p38 an der Kontaktinhibiti-

on der humanen Fibroblastenzelllinie FH109 und embryonalen Maus-fibroblasten betei-

ligt ist (Faust et al., 2005). Eine Beteiligung der p38 in der Kontaktinhibition der NIH3T3-

Zellen ist noch nicht detailliert untersucht worden. Es gibt allerdings Hinweise darauf, 

dass die p38 auch in diesen Zellen an der Kontaktinhibition beteiligt ist. Den Effekt der 

Kontaktinhibition kann man simulieren, indem man proliferierenden Kulturen fixierte 

Zellen zusetzt, welche aus kontaktinhibierten Kulturen gewonnen wurden (Wieser et al., 

1985). Kontaktinhibierte Zellen exprimieren auf ihrer Membran das aktive, glykosilierte 

Protein Contactinhibin, welches durch Glutaraldehyd fixiert werden kann. Bei der Fixie-

rung bleiben die Eigenschaften der Kohlenhydrat-Ketten erhalten und das Contactinhi-

bin kann nach Zugabe zu proliferierenden Zellen durch Interaktion mit seinem spezifi-

schen Rezeptor die Kontaktinhibition imitieren (Gradl et al., 1995). 

Nach Zugabe von fixierten zu exponentiell wachsenden NIH3T3-Zellen wird eine deutli-

che Proliferationshemmung beobachtet, d. h. die Zellen werden „kontaktinhibiert“. Wer-

den die exponentiell wachsenden Zellen dagegen mit SB203580 vorbehandelt, einem 

spezifischen Inhibitor der p38, fällt die Proliferationshemmung nach Zugabe fixierter 

Zellen deutlich geringer aus (Schmitt, 2002). Das spricht für eine Beteiligung der p38 an 

der Kontaktinhibition in NIH3T3-Zellen. Für p38-/--MEFs wurde eine höhere Sättigungs-

dichte gezeigt als in den Wildtyp-Kontrollen, wobei sich aber keine foci bilden. Das lässt 

darauf schließen, dass die Kontaktinhibition in den p38-/--MEFs gestört, aber nicht ganz 

aufgehoben ist. Weiterhin kann durch Zugabe fixierter Zellen zu den p38-/--MEFs die 

Proliferation nicht wesentlich gehemmt werden, was ebenfalls für eine Beteiligung der 

p38 an der Kontaktinhibition in diesen Zellen spricht (Faust et al., 2005). Ob und über 

welchen Mechanismus die p38 an der Kontaktinhibition der NIH3T3-Zellen beteiligt ist, 

muss aber noch geklärt werden. 
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MAPK-Kinasen (MKKs) 

 

Im Falle der MAPK wird die Aktivität zum einen durch duale Phosphorylierung konser-

vierter Threonin- und Tyrosinreste durch MKKs gesteuert, zum anderen über die 

Dephosphorylierung durch duale Phosphatasen (s. o.). Dabei weisen die in der Signal-

kaskade vorgeschalteten MKKs unterschiedliche Affinitäten zu den einzelnen MAPK 

auf. So werden ERK1 / 2 bevorzugt von MKK1 und 2 aktiviert; die p38 dagegen von 

MKK3 / 6 und MKK4 (Derijard et al., 1995; Raingeaud et al., 1996; Enslen et al., 1998; 

Brancho et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der 

MKKs 3 / 6 und 4 untersucht, welche in die p38- Signalkaskade involviert sind. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der vorgeschalteten Kinasen MKK3 / 6 und 

MKK4 in konfluenten NIH3T3- und FH109-Zellen verringert ist (Abb. 12, FH109 nicht 

gezeigt). Das macht eine verstärkte bzw. andauernde Aktivierung der p38 in konfluen-

ten FH109-Zellen über diese MKKs unwahrscheinlich. Die im Rahmen dieser Arbeit 

gezeigte Downregulation der inhibitorischen Phosphatasen Dusp9 und MKP-1 (Dusp1) 

dagegen könnte zu der persistierenden Phosphorylierung beitragen (Abb. 8B und 10). 

 

MAP Kinase ERK 

 

Wir haben gezeigt, dass die phosphorylierte, d. h. aktive Form der ERK in konfluenten 

NIH3T3-Zellen herunterreguliert ist (Abb. 15), wobei die Ursache dafür noch nicht be-

kannt ist. Denkbar waren eine eingeschränkte Aktivierung der ERK, z. B. durch nicht-

aktivierbare WF-Rezeptoren, oder Inaktivierung durch eine verstärkte Phosphatase-

aktivität in den konfluenten NIH3T3-Zellen. 

Wayne et al. (2006) zum Beispiel sehen in kontaktinhibierten humanen Fibroblasten 

(BJ) eine verminderte Phosphorylierung der ERK. Parallel dazu ist die Aktivität der 

MEK-1, der ERK übergeordneten Kinase, in konfluenten BJ-Zellen verringert. Im Ge-

gensatz dazu ist die Expression der dualen Phosphatasen MKP-1, -2 und -3 in diesen 

Zellen heraufreguliert (Wayne et al., 2006). Das heißt, dass die verminderte ERK-

Phosphorylierung in diesem Fall durch die Kombination aus verringerter Aktivierung 

und verstärkter Deaktivierung bedingt sein kann. Auch in konfluenten murinen Endo-

thelzellen wird eine Herunterregulation der ERK-Phosphorylierung beschrieben (Vinals 

und Pouyssegur, 1999). Um zu testen, ob bzw. auf welcher Stufe die Mitogen-

induzierte ERK-Signalkaskade in den konfluenten Zellen gehemmt ist, haben Vinals 

und Pouyssegur (1999) subkonfluente und konfluente Zellen serumdepletiert und an-
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schließend mit FGF stimuliert. Dabei zeigt sich, dass die ERK-Phosphorylierung in kon-

fluenten Zellen nach FGF-Gabe wesentlich schwächer ist als in subkonfluenten. Auch 

die Induktion der ERK-Zielgene MKP-1, MKP-2, c-fos und Cyclin D1 ist in den konfluen-

ten Zellen gehemmt. Dagegen ist die Aktivität der upstream von ERK gelegenen Kom-

ponenten der Signalkaskade, Ras und MEK-1, von der Kontaktinhibition unbeeinträch-

tigt. Das lässt darauf schließen, dass der FGF-Rezeptor in den konfluenten Zellen akti-

vierbar ist. Werden die konfluenten Endothelzellen mit Natriumorthovanadat vorbehan-

delt, einem Inhibitor von Tyrosin- bzw. dualen Tyrosin-/ Threonin-Kinasen, fällt die ERK-

Aktivierung durch FGF genauso stark aus wie in den subkonfluenten Zellen. Das spricht 

dafür, dass Phosphatasen in der Kontaktinhibition dieser Zellen eine Rolle spielen (Vi-

nals und Pouyssegur, 1999). 

Da die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten dualen Phosphatasen, Dusp9 

und MKP-1 (Dusp1), in konfluenten NIH3T3-Zellen herunterreguliert sind (Abb. 9 und 

12), ist ihre Beteiligung an der Downregulation der ERK-Phosphorylierung unwahr-

scheinlich. Die Expression weiterer Dusps muss aber noch untersucht werden. 

In der Literatur wird weiterhin beschrieben, dass die Anzahl bzw. Aktivierbarkeit der 

WF-Rezeptoren auf der Zellmembran in verschiedenen Zelllinien je nach Zelldichte und 

Gabe unterschiedlicher Wachstumsfaktoren verändert sein kann. So haben zum Bei-

spiel Sörby und Ostman (1996) gezeigt, dass die Anzahl an EGF-Rezeptoren auf der 

Zellmembran proliferierender und konfluenter Mv1Lu-Zellen (Lungenepithelzellen aus 

dem Nerz) vergleichbar ist, die Phosphorylierung nach EGF-Stimulation dagegen ist in 

den konfluenten Zellen geringer. Als Grund konnte eine erhöhte Phosphataseaktivität in 

den konfluenten Mv1Lu-Zellen ausgemacht werden, wodurch deren EGF-Rezeptoren 

schneller inaktiviert werden als diejenigen in den pro-liferierenden Zellen. Im Gegensatz 

dazu ist auf der Membran konfluenter Endothelzellen (Aorta-Endothelzellen aus dem 

Schwein) die absolute Zahl der PDGF-Rezeptoren verringert. Werden die Endothelzel-

len mit dem PDGF-Rezeptor transfiziert, um eine gleiche Rezeptor-Anzahl in proliferie-

renden und konfluenten Zellen zu erreichen, fällt die Liganden-induzierte Phosphorylie-

rung der Rezeptoren in den konfluenten Zellen trotzdem noch geringer aus als in den 

proliferierenden. Dieser Effekt kann durch Vorbehandlung mit einem Phosphataseinhi-

bitor aufgehoben werden, was wiederum für eine erhöhte Phosphataseaktivität in den 

konfluenten Zellen spricht (Sörby und Ostman, 1996). 

Einen Einfluss der Zelldichte auf die Anzahl bzw. die Aktivierbarkeit von Rezeptoren 

haben auch Rizzino et al. (1988) in verschiedenen Zelllinien beschrieben. Sie zeigen, 

dass konfluente Kulturen weniger Wachstumsfaktor binden als proliferierende Kulturen. 

Dabei zeigen sich unterschiedliche Mechanismen. Bei hoher Zelldichte weisen einige 

Zellen eine geringere Anzahl an bestimmten WF-Rezeptoren auf. Z. B. ist in BSC-1-

Zellen die Zahl an EGF- und in NRK-49F-Zellen die Zahl der TGFβ-Rezeptoren ver-
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mindert. In anderen Zelllinien, wie z. B. A431-R1, ist die Gesamtzahl an EGF-

Rezeptoren in proliferierenden und konfluenten Zellen zwar gleich, aber in den kon-

fluenten ist ein hoch affiner Rezeptor-Typ selektiv herunterreguliert, wodurch die EGF-

Wirkung stark abgeschwächt wird. 

Unsere Versuche sprechen dafür, dass die Rezeptoren der untersuchten Wachstums-

faktoren FGF, PDGF und EGF in konfluenten serumdepletierten NIH3T3-Zellen vor-

handen und aktivierbar sind. So wird nach Stimulation mit jedem der Wachstumsfakto-

ren ERK-Phosphorylierung detektiert (Abb. 17). Im Proliferationsassay (Abb. 16) zeigt 

sich, dass EGF die Proliferation der NIH3T3-Zellen nicht zu stimulieren vermag. Im Ge-

gensatz dazu können FCS, FGF und PDGF auch in kontaktinhibierten serumdepletier-

ten NIH3T3-Zellen die Proliferation stimulieren (Abb. 16). Wenn wir davon ausgehen, 

dass der EGF-Rezeptor in den konfluenten NIH3T3-Zellen aktivierbar ist, stellt sich die 

Frage, auf welcher Stufe die Signalkaskade gehemmt ist. 

Da die ERK-Phosphorylierung nach EGF-Gabe in konfluenten (Abb. 17) und sub-

konfluenten (nicht gezeigt) NIH3T3-Zellen vergleichbar ist, ist eine Hemmung 

downstream von ERK am wahrscheinlichsten. Auf welcher Stufe der weiteren Signal-

kaskade diese Hemmung erfolgt, muss noch genauer untersucht werden. 

Eine Hemmung der PDGF-induzierten Proliferation auf einer sehr späten Stufe der Sig-

nalkaskade zeigen Afrakhte et al. (1998) in konfluenten Kulturen der humanen 

Fibroblastenzelllinie AG1518. In serumdepletierten AG1518-Zellen können durch Sti-

mulation mit PDGF c-myc, c-jun und c-fos induziert werden. Eine Expression von 

Cdc25a und Cyclin A unterbleibt jedoch in konfluenten Zellen. Eine detaillierte Untersu-

chung zellzyklusregulatorischer Proteine zeigt, dass pRb in den konfluenten AG1518-

Zellen in seiner hypophosphorylierten, d.h. inhibitorischen, in subkonfluenten Zellen 

aber in seiner hyperphosphorylierten Form vorliegt. Als Ursachen dafür konnten eine 

Akkumulation der CKIs p15, p16 und p21 und eine verminderte Aktivität der cdk2 in den 

konfluenten AG1518-Zellen gefunden werden. Infolgedessen unterbleibt die Hy-

perphosphorylierung von pRb und die konfluenten AG1518-Zellen bleiben nach PDGF-

Gabe in der späten G1-Phase arretiert (Afrakhte et al., 1998). 

Unsere Versuche zeigen, dass die EGF-induzierte Signalkaskade in konfluenten 

NIH3T3-Zellen gehemmt ist, nicht aber die durch FGF und PDGF ausgelösten Signal-

kaskaden. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass diese Hemmung über eine Deregula-

tion der ERK erfolgt. Auf welcher Stufe die Signalkaskade blockiert ist, muss aber noch 

weiter untersucht werden. 
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6. Zusammenfassung 

 

Obwohl die Kontaktinhibition schon lange als wichtiges wachstumshemmendes Signal 

anerkannt ist, sind die ihr zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht aufgeklärt. Die 

vorliegende Arbeit sollte durch Genexpressionsanalysen zum besseren Verständnis der 

molekularen Ursachen der Kontaktinhibition beitragen.  

 

Durch den Einsatz von Microarray-Analysen konnte eine umfassende Untersuchung 

von an der Kontaktinhibition beteiligten Genen durchgeführt werden. Dabei wurde die 

Beteiligung einiger weniger bereits bekannter Signalmoleküle bestätigt und es wurden 

neue Komponenten gefunden. Es ist gelungen zu zeigen, dass viele (Schlüssel)-

proteine des Zellzyklus eine Rolle spielen. So war zum Beispiel für Skp2 und Foxm1 

bislang nicht bekannt, dass sie in die Kontaktinhibition involviert sind. Des Weiteren 

konnte gezeigt werden, dass kontaktinhibierte NIH3T3-Zellen ihre DNA-Synthese ein-

stellen und möglicherweise in die G0-Phase eintreten. 

 

Unsere Arbeitsgruppe hatte bereits gezeigt, dass die MAP Kinase p38 in kontaktinhi-

bierten FH109-Zellen persistierend phosphoryliert ist. Als ein möglicher Mechanismus 

dafür konnte im Rahmen dieser Arbeit die Herunterregulation der dualen Phosphatasen 

Dusp9 und MKP-1 (Dusp1) in konfluenten Zellen gezeigt werden. Dass die persistie-

rende Phosphorylierung der p38 über eine verstärkte Aktivierung durch übergeordnete 

Kinasen geregelt wird ist unwahrscheinlich, da gezeigt werden konnte, dass die aktiven 

Formen der MKK3 / 6 und MKK4 in konfluenten Zellen herunter-reguliert sind. 

 

In NIH3T3-Zellen wird die EGF-induzierte Signaltransduktion durch Kontaktinhibition 

gehemmt.  Im Gegensatz dazu sind die Signalwege für FCS, FGF und PDGF auch in 

kontaktinhibierten NIH3T3-Zellen funktionell. 
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Anhang 

 

Vollständige Tabelle aller Proben, deren Expression auf den Microarrays um mindestens 

das 1,5-Fache verändert ist, und die einen p-Wert ≤ 0,05 besitzen. 
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