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 1. Einleitung  
 

Animale Viren sind obligate intrazelluläre Parasiten. Sie besitzen keinen eigenen 

Stoffwechsel und können sich erst in einer passenden Wirtszelle mit Hilfe des 

enzymatischen Apparates der infizierten Zelle vermehren. Einige der animalen Viren 

sind in der Lage, ihre Wirtszellen zu Tumorzellen zu transformieren. 

  Die Studien von Virus-Wirtszell-Systemen ermöglichen wichtige Einblicke in 

die Regulation von zellphysiologischen Vorgängen wie der Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose, die für das Verständnis von molekularen Prozessen in 

Eukaryontenzellen entscheidend sind. So wurden z. B. das Spleißen von RNA (Berk 

and Sharp, 1978) und das Verpacken von DNA mit Histonen in Nukleosomen an 

Virusmodellen identifiziert (Gariglio et al., 1979). Seit der Entdeckung der tumorigenen 

Eigenschaft spezifischer Adenovirus-Serotypen wird das Adenovirus/Zell-System als 

Modellsystem zum Studium der virusinduzierten Transformation genutzt. Die 

Zelltransformation durch Adenoviren ist die Folge der Funktion mehrerer Genprodukte 

der zwei frühen viralen Regionen E1A und E1B.  

  Die E1A-Proteine agieren vor allem als Regulatorproteine (Transaktivatoren, 

Repressoren), die nicht nur die Expression viraler, sondern auch die spezifischer 

zellulärer Gene modulieren. Die Untersuchungen der Wirkungsweise adenoviraler E1A- 

Onkoproteine tragen daher zur Aufklärung zellulärer Regulationsmechanismen bei, die 

im Weiteren für das Verständnis molekularer Vorgänge während der Zelltransformation 

essentiell sein können.  

 

 

1.1 Adenoviren 

 
Die Familie der Adenoviridae lässt sich in die vier Genera Mastadenovirus, 

Aviadenovirus, Siadenovirus und Atadenovirus einteilen. Die Mastadenoviren umfassen 

die verschiedenen Virusspezies der Säugetiere und die Aviadenoviren die der Vögel. 

Aufgrund molekularbiologischer und struktureller Unterschiede wurden die beiden 

Genera Siadenovirus und Atadenovirus definiert, welche Virusspezies der Säugetiere, 

Vögel, Fische und Reptilien umfassen (Benko et al., 2005). 
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  1953 isolierten Wallace Rowe und seine Mitarbeiter erstmals aus Tonsillen und 

adenoidem Gewebe Adenoviren und vermehrten sie in Zellkultur (Rowe et al., 1953). 

Heute sind über 50 verschiedene humane Adenovirus-Serotypen beschrieben. Sie 

verursachen meist milde Infektionen des Respirationstraktes, des Gastrointestinaltraktes  

oder der Bindehaut des Auges (zur Übersicht siehe Horwitz, 1990). Die humanen 

Adenoviren werden nach unterschiedlichen Kriterien, wie DNA-Sequenzhomologie, 

Hämagglutinations-Reaktion mit Ratten- und Rhesusaffenerythrozyten, dem Ausmaß 

ihrer Onkogenität in Nagetieren und der Polypeptid-Zusammensetzung des Virions, in 

sechs Subgenera (A bis F) eingeteilt (als Übersicht siehe Bailey und Mautner, 1994). 

Obwohl die humanpathogenen Adenoviren der Subgenera A und B in Nagetieren 

Tumore hervorrufen können, wurde bisher kein kausaler Zusammenhang zwischen 

adenoviraler Infektionen und der Entstehung von menschlichen Tumoren nachgewiesen. 

  Das Virion des Adenovirus ist nicht membranumschlossen, hat eine 

ikosaedrisch geformte Struktur und weist einen Durchmesser von 80 bis 110 nm auf. 

Das Capsid wird aus 240 Hexon- und zwölf Pentoncapsomeren aufgebaut. Das Virus-

Genom besteht aus doppelsträngiger, linearer DNA mit einer Länge von 36 – 38 kbp 

(als Übersicht siehe Flint und Bruker, 1981; Rux und Burnett, 2004). Die 

Pentoncapsomere setzen sich aus einem Pentonbasis- und einem Fiberproteinanteil 

zusammen. Durch die Fiberproteine wird die Absorption des Virus an spezifische 

Rezeptoren der Zielzelle vermittelt. Der bis jetzt am besten untersuchte Fiber-Rezeptor 

ist der Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR). CAR gehört zur 

Immunglobulinfamilie und vermittelt unter anderem die Zelladhäsion. Als weitere 

Fiber-Rezeptoren sind CD46, CD80 und CD86 sowie einige Integrine bekannt (Zhang 

und Bergelson, 2005). Über Rezeptor-vermittelte Endozytose dringt das Adenovirus 

durch die Interaktion der Penton-Proteine mit einem Rezeptor der αV-Integrin-

Rezeptor-Familie an Clathrin-reichen Regionen in die Zellen ein. Die Ansäuerung des 

Milieus in den Endosomen führt zu einer Konformationsänderung der Virionhülle, die 

die Zerstörung der frühen endosomalen Membran einleitet und zur Freisetzung des 

teilweise enthüllten Virions führt (Greber et al., 1993). Vermutlich gelangen die 

Virionen nach Eintritt in das Zytoplasma über eine Interaktion der Hexoncapsomere mit 

den Mikrotubuli zu den Kernporen (Pastan et al., 1987). Durch die Assoziation des 

Virus an die Kernmembran wird die komplexierte Virus-DNA in den Zellkern 

importiert und die verbleibende Virushülle abgebaut (Greber et al., 1993). Als 

Interaktionsprotein für den Import in den Zellkern wurden für die Ad2-Capside das  



                                                                                                                                                   3 Einleitung 

„Nuclear Pore Complex“ Protein CAN/Nup214 identifiziert. Im Weiteren wichtig für 

die Freisetzung der Virus-DNA sind die Interaktion von Histon H1 und H1-

Importfaktoren mit dem Viruscapsid (Trotman et al., 2001).  

  Nach Infektion mit humanpathogenen Adenoviren bestehen in Abhängigkeit 

von der Wirtszelle zwei mögliche Formen des Infektionsverlaufes: die produktive 

Infektion und die abortive Infektion. 

 

 

1.1.1 Die produktive Infektion 

 
Bei der produktiven Infektion finden in der Wirtszelle die virale Genom-Replikation 

und der Zusammenbau der viralen Nachkommen statt. Im Anschluss erfolgt die Zell-

Lyse und somit die Freisetzung der viralen Nachkommen. 

  Nach Eintritt des viralen Genoms in den Zellkern findet die Expression der 

viralen Gene statt, die entsprechend dem zeitlichen Beginn ihrer Expression in frühe 

(E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4) und späte (L1-L5) Gene unterteilt werden (Abb. 1; 

Broker et al., 1984). 

  In der „frühen Genexpression“ werden die Genprodukte der Regionen E1-E4 

exprimiert. Da DNA-Tumorviren in den meisten Fällen ausdifferenzierte, 

teilungsinaktive Zellen infizieren, ist es eine der Hauptfunktionen dieser Genprodukte 

die Zelle in einen teilungsaktiven Zustand zu überführen, damit die Virusreplikation 

und die Synthese weiterer viraler Genprodukte stattfinden kann. Die Gene der E1-

Gruppe werden als erste transkribiert (immediate early genes) und sind für den weiteren 

Verlauf der Infektion entscheidend. Durch die Wechselwirkung mit 

Transkriptionsfaktoren beeinflussen die E1A-Proteine die Genexpression der 

adenoviralen sowie der zellulären Gene (siehe Brockmann und Esche, 1995; Gallimore 

und Turnell, 2001). Die Proteine der E1B-Region sind unter anderem für die 

Akkumulation, die Stabilisierung, den Transport und die selektive Expression viraler 

mRNA verantwortlich (Pilder et al., 1986; Zhang et al., 1995; Gabler et al., 1998). Im 

Weiteren inhibieren die E1B-Proteine die TNFα-induzierte Apoptose (Gooding et al., 

1991; White et al., 1992). Die Produkte der E2-Gene sind für die Replikation der 

viralen DNA entscheidend. Hierbei handelt es sich um ein DNA-Bindeprotein, eine 

virale DNA-Polymerase und das terminale Protein (Sussenbach und van der Vliet, 

1983). Die genetische Information in der E3-Region kodiert für etliche Proteine, die 
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unter anderem der Immunantwort des Wirtsorganismus entgegenwirken. Sie verhindern 

z. B. den Transport von MHC-Klasse-I-Antigenen an die Zellmembran (Burgert et al., 

1987) und die TNF-α vermittelte Einleitung der Apoptose (Gooding et al., 1988). Die 

E4-Proteine sind an der Regulation der viralen und zellulären Genexpression sowie am 

Zusammenbau der Viruspartikel beteiligt. Weiterhin regulieren sie in Kooperation mit 

den E1B-Proteinen die selektive Akkumulation viraler RNA (Shenk, 1996).  

 

 
Abb. 1 Schematische Darstellung der Genomorganisation humanpathogener Adenoviren (nach 
Watson et al., 1987). Das lineare doppelsträngige DNA-Molekül der Adenoviren wird hier in „map units“ 
(1-100) unterteilt. Die frühen Transkriptionseinheiten (E = early; E1-E4) werden jeweils durch einen 
eigenen Promotor reguliert. Die späten Regionen L1-L5 (L = late) stehen unter der Kontrolle eines 
einzigen Promotors, des „major late promoters“. Wichtige Funktionen der entsprechenden Genprodukte 
sind der jeweiligen Region zugeordnet.  

 

 

Die Proteine der späten Phase, deren Expression etwa 6-8 h nach Infektion der Zelle 

eingeleitet wird, sind fast ausnahmslos Strukturproteine. Aus einer Vorläufer-RNA 

werden durch alternatives Spleißen mehr als 20 mRNAs prozessiert. Diese werden in 

die fünf Familien L1 bis L5 eingeteilt und kodieren für virale Strukturproteine oder 

deren Vorläufer (siehe Flint und Broker, 1981). Der Zusammenbau der infektiösen 

Virionen findet im Zellkern statt. Die Zell-Lyse und die Freisetzung der 

Nachkommenviren werden unter Beteiligung des E3-ADP (adenovirus death protein) 

eingeleitet (Tollefson et al., 1996).  
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1.1.2 Die abortive Infektion 

 
Die Infektion humanpathogener Adenoviren in nicht-permissiven Zellen führt zu einer 

abortiven Infektion. Hierbei gelangt das Virus zwar in die Zelle und die frühe 

Genexpression kann eingeleitet werden, jedoch ist die virale DNA-Replikation bzw. die 

Expression der späten Regionen gestört. In diesen Zellen können keine infektiösen 

Virionen gebildet werden (Doerfler, 1969; Esche et al., 1979; Esche und Siegmann, 

1982). In 10-6 bis 10-5 Fällen kann die abortive Infektion durch vollständige oder 

partielle Integration der viralen DNA in das zelluläre Genom und die Expression der 

viralen Genprodukte E1A und E1B zur Transformation der infizierten Zelle führen (van 

der Eb und Bernards, 1984). Alle Adenoviren (Subgenus A bis F) sind in der Lage in 

vitro Nagetierzellen zu transformieren, jedoch rufen nur die Adenovirustypen, die zu 

dem hochonkogenen Subgenus A (Ad12, Ad18 und Ad31) und dem schwach 

onkogenen Subgenus B (Ad3, Ad7 und Ad11) gehören, in immunkompetenten 

Nagetieren Tumore hervor. Durch den Grad ihrer tumorigenen Eigenschaft in 

Nagetieren werden die Adenoviren in nicht onkogene und onkogene Serotypen 

unterteilt (Wadell, 1984). Für die Zelltransformation sind die viralen Proteine, die von 

der E1-Region der „immediate early genes“ kodiert werden, notwendig. Weitere 

Untersuchungen mit chimären Adenoviren haben gezeigt, dass die tumorigene 

Eigenschaft der Adenovirus-Serotypen von der E1A-Region bestimmt wird (van der Eb 

et al., 1977; Bernards et al., 1983; van der Eb und Bernards, 1984). 

 

 

1.2  Die adenoviralen E1A-Proteine  

 
Die E1A-Proteine werden nach Eintritt des viralen Genoms in den Zellkern als erste 

exprimiert und sind für die Aktivierung der Expression weiterer adenoviraler 

Transkriptionseinheiten essentiell sowie zur Aktivierung der Expression einer Reihe 

von zellulären Genen notwendig (Berk, 1986). Über eine Kernlokalisationssequenz 

translozieren die E1A-Proteine nach der Synthese in den Zellkern. Da E1A-Proteine 

keine intrinsische sequenzspezifische DNA-Bindeaktivität aufweisen, beeinflussen sie 

die Transkription zellulärer und viraler Gene über die Wechselwirkung mit 

Wirtsproteinen. Die E1A-abhängige Aktivierung der viralen und zellulären 
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Transkription führt in der Regel zur Einleitung der S-Phase, die für den viralen 

Entwicklungszyklus essentiell ist. Madison und Mitarbeiter entdeckten, dass eine 

Acetylierung der viralen E1A-Proteine zum Verbleib dieser im Zytoplasma führt 

(Madison et al., 2002). In den letzten Jahren konnten zytoplasmatisch lokalisierte 

Proteine identifiziert werden, die durch die Interaktion mit E1A-Proteinen zelluläre 

Vorgänge beeinflussen. 

 

 

1.2.1 RNAs und Proteine der E1A-Region des onkogenen Adenovirus-

Serotyps 12 

 
Durch alternative Spleißprozesse entstehen aus einer hnRNA der E1A-Region des hoch-

onkogenen Adenovirus-Serotyps 12 sechs verschiedene mRNAs. Entsprechend ihrer 

Sedimentationskoeffizienten werden diese als 13S, 12S, 11S, 10S, 9,5S und 9S 

bezeichnet und kodieren für die fünf Proteine Ad12-E1A13S, (266R), Ad12-E1A12S 

(235R), Ad12-E1A10S/11S (106R), Ad12-E1A9,5S (52R) und Ad12-E1A9S (53R) (vgl. 

Abb. 2; Sawada und Fujinga, 1980; Brockmann et al., 2001). Durch Spleißvorgänge 

kommt es bei den 11S-, 10S-, 9,5S- und 9S-mRNAs zu einer Leserasterverschiebung, 

so dass nur der N-Terminus aller E1A-Proteine sequenzhomolog bleibt. 

  In allen E1A-Proteinen des Adenovirus-Serotyps 12 findet sich die gleiche 

aminoterminale Aminosäuresequenz, bestehend aus 29 Aminosäuren. Die beiden 

hauptsächlichen Genprodukte Ad12-E1A13S und Ad12-E1A12S bestehen aus 266 bzw. 

235 Aminosäuren und unterscheiden sich lediglich durch das Fehlen eines internen 

Bereiches, bestehend aus 31 Aminosäuren, der CR3-Domäne im E1A12S-Protein. Die 

konservierten Regionen finden sich in allen Serotypen wieder und werden als CR1-CR4 

bezeichnet (Kimelman et al., 1985; Avvakumov et al., 2002). Der Aminoterminus und 

die konservierten Domänen der E1A-Proteine beinhalten die meisten 

transkriptionsregulierenden Funktionen, die für den viralen Entwicklungszyklus 

notwendig sind (als Übersicht siehe Brockmann und Esche, 1995). Zwischen der CR2- 

und CR3-Domäne liegt im Ad12-E1A-Protein eine 20 Aminosäuren umfassende 

Sequenz, der sog. Spacer, die in der E1A-Region nicht onkogener Adenoviren fehlt. In 

Versuchen mit Spacermutanten ließ sich dieser Bereich im Tierversuch als eine der 

onkogenen Determinanten in Ad12-E1A identifizieren (Jelinek et al., 1994; Telling und 

Williams, 1994). Im Weiteren finden sich zu den Genprodukten der 11S-, 10S- und 
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9,5S-mRNA aus onkogenen Viren keine äquivalenten Proteine in nicht-onkogenen 

Adenoviren. Da das Stopkodon in den 11S- und 10S-mRNAs vor der zweiten 

Spleißstelle liegt, wird in beiden Fällen ein identisches Protein (106R) exprimiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Ad12-E1A mRNAs (A) und Proteine (B) (nach Brockmann et 
al., 2001). A) Die Zahlen unterhalb der Linien geben die Nukleotidposition innerhalb des Ad12-Genoms 
an. Die gestrichelten Linien weisen auf Introns hin und die „Sternchen“ markieren den Stopkodon- 
Bereich. B) Leserasterverschiebungen werden durch die veränderte Farbgebung angegeben. Die roten 
Rechtecke stellen die konservierten Regionen 1-4 (CR1, CR2, CR3, CR4) dar. (R) Aminosäurerest; (S) 
Svedberg-Einheit. 
 

 

1.2.2 Funktion der E1A-Proteine 

 
Da E1A-Proteinen eine sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivität fehlt (Ferguson et 

al., 1985), interagieren sie mit zellulären Faktoren, um ihre transkriptionelle Funktion 

zu vermitteln. Am carboxyterminalen Ende der E1A13S- und E1A12S-Proteine befindet 

sich eine Kernlokalisationssequenz, wodurch die synthetisierten E1A-Proteine in den 

Zellkern translozieren (Lyons et al., 1987). Unter den mit E1A interagierenden 

Wirtsproteinen finden sich sowohl generelle wie auch DNA-sequenzspezifisch-

bindende Transkriptionsfaktoren. Hierzu zählen z. B. das TATA-Box-Bindungsprotein 

und der promotorgebundene cJun/ATF-2-Transkriptionsfaktorkomplex (Brockmann et 
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al., 1993; Duyndam et al., 1996; Brockmann et al., 2001). Im Weiteren sind als 

Interaktionpartner unter anderem Koaktivatoren (p300/CBP), Korepressoren (CtBP), 

Chromatin modulierende Faktoren (SWI/SNF) oder Mediatorkomplexe (Sur2, TAFs) 

bekannt (Bayley und Mymryk, 1994; Mymryk und Smith, 1997; Stevens et al., 2002; 

siehe Übersicht Gallimore und Turnell, 2001). 

  Der N-Terminus, die konservierten Domänen CR1-CR4 sowie das Exon 2, das 

die Interaktionsdomäne für den zellulären Repressor CtBP beinhaltet, stellen 

Interaktions- und Aktivierungsdomänen dar. Die CR3-Region von E1A13S fungiert z.B. 

als Zinkfinger-Transaktivierungsdomäne (Jones, 1995).  

  Die gezielte Interaktion mit zellulären regulatorischen Proteinen führt zu einer 

transkriptionellen Veränderung, die für die virale Replikation und somit für den viralen 

Entwicklungszyklus essentiell ist. So führt z.B. die Interaktion mit den 

Transkriptionsfaktoren cJun und ATF-2 zu einer transkriptionellen Aktivierung des 

cjun-Promotors. Die steigende Expression von cJun beeinflusst zahlreiche zelluläre 

Prozesse, wie z. B. Differenzierung und Proliferation (Liu und Green, 1990; Angel und 

Karin, 1991). Ein weiteres Eingreifen in den Zellzyklus wird durch die Interaktion über 

die CR1- und CR2-Domänen mit den Rb- (Retinoblastom) Proteinen p107 und p130 

eingeleitet. Durch die Interaktion werden die transkriptionsaktiven E2F-Proteine, die an 

der Zellzyklusregulation beteiligt sind, aus dem inhibitorischen Komplex mit pRb 

freigesetzt und initiieren so z.B. die Expression der Gene der Dihydrofolatreduktase 

oder der Thymidinkinase (Whyte et al., 1988; Li et al., 1993).  

  Die Bindung zu zellulären Histon-Acetyltransferasen, wie z.B. zu p300 und 

p400, führt zur Veränderung des Acetylierungsmusters der basischen Lysin- und 

Argininreste der Histone, wodurch sich die Struktur des Histonkomplexes mit der DNA 

verändert und somit die Transkription beeinflusst wird (Arany et al., 1995; Fuchs et al., 

2001).  

  Die E1A-Proteine sind vor allem im Zellkern, in geringerer Konzentration 

jedoch auch im Zytoplasma lokalisiert. Die Lokalisation der E1A-Proteine wird im 

Zytoplasma durch die Acetylierung des Lysinrestes 239 beeinflusst. Die Acetylierung 

hemmt die Bindungsaffinität von E1A zum Importin-α3-Protein des 

Kernporenkomplexes, was zu einem Verbleib von E1A im Zytoplasma führt (Madison 

et al., 2002). Erst in den letzten Jahren wurden auch zytoplasmatisch lokalisierte 

Interaktionspartner identifiziert. Hierbei wurde z.B. eine Interaktion mit dem zellulären 

Protein Rack1 (Receptor for activated C-kinase 1) gefunden, für die eine inhibitorische 
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Wirkung der E1A-induzierten Apoptose gezeigt werden konnte. Der genaue 

Mechanismus bleibt jedoch ungewiss (Sang et al., 2001; Severino et al., 2004). Aus 

unserer Arbeitsgruppe konnten Fax und Mitarbeiter 2001 eine Interaktion mit der 

regulatorischen Untereinheit RIIα des PKA-Holoenzyms und der damit verbundenen 

Translokation in den Zellkern nachweisen. Des Weiteren wurde eine sowohl im 

Zytoplasma wie auch im Zellkern identifizierte Assoziation von E1A mit dem 26S 

Proteasom entdeckt, wodurch die ATPase-Aktivität des Proteasoms beeinflusst wird. Es 

wird vermutet, dass die Funktion dieser Interaktion zwischen E1A und dem 26S 

Proteasom lokalisationsbedingt variiert (Turnell et al., 2000). 

  Über die Funktion der niedermolekularen E1A-Proteine E1A11S, E1A10S, 

E1A9,5S und E1A9S ist nur sehr wenig bekannt. Für das Ad12-E1A9,5S-Protein konnte 

jedoch eine reprimierende Funktion für die cJun/Ap-1-abhängige Genexpression gezeigt 

werden (Brockmann et al., 1993 ; Übersicht s. Brockmann et al., 2001). 

 

 

1.2.3 Transformation durch Adenoviren 

 
Unabhängig von ihrer serotypischen Einteilung sind alle bekannten humanpathogenen 

Adenoviren in der Lage, nicht-permissive Zellen in Zellkultur zu transformieren und in 

immundefizienten Nagern (z. B. Nacktmäuse) die Bildung von Tumoren zu induzieren 

(als Übersicht siehe William et al., 1995). Die virale Transformation lässt sich hierbei 

auf das onkogene Potential adenoviraler Genprodukte der folgenden frühen Regionen 

zurückführen:  

Proteine der E1A-Region 

Die konstitutive Expression der E1A- und E1B-Proteine kann zur zellulären 

Transformation führen. Die E1A-Proteine sind in der Lage Zellen zu immortalisieren, 

jedoch sind für die vollständige Transformation die Genprodukte der E1B-Region 

notwendig, durch die die E1A-induzierte Apoptose inhibiert wird (als Übersicht siehe 

White et al., 1995). Die E1A vermittelte Zellzykluseinleitung kann in nicht- 

permissiven Zellen zur Immortalisierung führen. So führt die Interaktion mit dem 

Tumorsuppressorprotein pRb zur Freisetzung der E2F-Transkriptionsfaktoren aus 

inhibitorischen Komplexen mit pRb. Der freigesetzte aktive E2F-Transkriptionsfaktor 

aktiviert zusammen mit dem zellulären Faktor DP-1 zahlreiche, für das Durchlaufen der 

S-Phase notwendige Gene, wie z.B. der Dihydrofolatreduktase, der Thymidinkinase,    
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c-myc oder Zyklin-E (Moran, 1994; Slansky und Farnham, 1996; als Übersicht siehe 

Zhang und Dean, 2001). Weitere Bindungspartner von E1A13S und E1A12S sind p300 

und CBP (CREB-Bindungs-Protein), zwei nahe miteinander verwandte Proteine mit 

Histon-Acetylaseaktivität. Die CBP/p300-Proteine kooperieren mit dem Anaphase 

Promoting Komlex (APC/C), eine E3 Ubiquitin Ligase, die den zeitlichen Ablauf der 

Zellteilung steuert (Turnell et al., 2005). Während der Mitose reguliert das APC/C den 

Abbau des Proteins Securin, wodurch ein koordinierter Übergang von der Metaphase in 

die Anaphase eingeleitet wird. Im Weiteren reguliert es den Abbau von Cyclin-B1, 

wodurch der Mitoseaustritt und die Einleitung der G1-Phase reguliert wird (Harper et 

al., 2002; Peters, 2002). Es gibt Hinweise, dass die E1A-Proteine während der 

Transformation mit CBP/p300 interagieren, um die Zellteilung über das APC/C zu 

regulieren und somit der Eintritt in die S-Phase und der Übergang von der Metaphase in 

die Anaphase beeinflusst wird (Turnell und Mymryk, 2006). Die Interaktion mit einer 

weiteren Histonacetyltransferase, das Protein p400, nimmt ebenfalls Einfluss auf das 

E1A-Potential zur Transformation der Zelle. E1A-Mutanten, die nicht an p400 binden 

können, sind auch nicht mehr in der Lage, primäre Zellen zu transformieren (Fuchs et 

al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass E1A stabilisierend auf das 

Tumorsuppressorprotein p53 wirkt, was vermutlich auch über die Interaktion mit p300 

vermittelt wird (Debbas und White, 1993; Grossman et al., 1998).  

  Die Fähigkeit einiger Adenoviren, die infizierten Zellen gegen die 

Eliminierung durch das Immunsystem des Wirtsorganismus zu schützen, ist für das 

virale onkogene Potential von entscheidender Bedeutung. Vasavada und Mitarbeiter 

konnten zeigen, dass die E1A-Proteine des Adenovirus Serotyps 12 für die Reduktion 

der MHC-Klasse-I–Expression verantwortlich sind (Vasavada et al., 1986). In weiteren 

Untersuchungen von Zhao und Ricciardi konnte festgestellt werden, dass E1A13S die 

Unterdrückung der MHC-Klasse-I–Expression über die Histondeacetylasen 1 und 8 

vermittelt, wodurch die Chromatinstruktur verändert und die Genexpression beeinflusst 

wird (Zhao und Ricciardi, 2006). Die Reduzierung von MHC-Klasse-I–Antigenen auf 

der Zelloberfläche verringert das Risiko, dass die transformierte Zelle von Natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen) erkannt und zerstört wird.  

  Alle Adenovirus Serotypen sind in der Lage, in vitro Zellen morphologisch zu 

transfomieren. Die Fähigkeit zur Onkogenität, d.h. die Fähigkeit, in immunkompetenten 

Nagern Tumore zu induzieren, ist dagegen abhängig vom Serotyp. Die Tumorigenität 

der Adenoviren lässt sich unter anderem auf einen 20 Aminosäuren umfassenden Spacer 
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der E1A-Proteine zurückführen. Dieser liegt bei dem hoch-onkogenen Adenovirus 

Serotyp 12 zwischen der CR2- und der CR3-Domäne und ist bei nicht-onkogenen 

Serotypen nicht vorhanden. Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Länge dieses 

Spacers mit dem onkogenen Potential der Viren korreliert (Jelinek et al., 1994; Telling 

und Williams, 1994). Ein weiterer Unterschied zwischen onkogenen und nicht-

onkogenen Adenoviren ist die Expression der Splicevarianten E1A10S/11S und E1A9,5S, 

welche spezifische Genprodukte des hoch-onkogenen Adenovirus-Serotyps 12 sind. Es 

ist daher wahrscheinlich, dass sie für die selektive Onkogenität mitverantwortlich sind, 

jedoch konnte bis heute kein eindeutiger Beleg dafür gefunden werden. Ein Hinweis 

darauf, dass Ad12-E1A9,5S onkogenes Potential aufweist, ist sein inhibitorischer 

Einfluss auf die transkriptionelle Aktivierung bestimmter Promotoren durch cJun/AP-1-

Transkriptionsfaktoren. Möglicherweise trägt Ad12-E1A9,5S zur Suppression der MHC-

Klasse-I–Expression bei, da die cJun/AP-1-abhängige Aktivierung des murinen MHC-

Klasse-I–Pomotors über ein AP-1-abhängiges Element im Enhancer A unterdrückt wird 

(Brockmann et al., 1996).  

Proteine der E1B-Region 

Zur Transformation der Zelle ist die konstitutive Expression der E1B-Proteine oder die 

eines anderen kooperierenden Onkogens bzw. Protoonkogens, wie z.B. der aktivierten 

Form des Ras-Proteins oder Bcl-2, notwendig (Byrd et al., 1988; Sabbatini et al., 1995). 

Die Ad12-E1B-Region kodiert für ein 55 kDa und ein 19 kDa großes Protein. E1B- 

Proteine weisen keine transformierenden Eigenschaften auf, sind aber für die 

Ausbildung der vollständigen Transformation notwendig, da sie hauptsächlich die E1A-

induzierte Apoptose inhibieren (Van den Elsen et al., 1983; als Übersicht White, 1995).  

E1A induziert die Stabilisierung des Tumorsuppressorproteins p53, was zur Folge hätte,  

dass die Zelle in der G1-Phase arretiert und der programmierte Zelltod eingeleitet wird. 

Die E1B-Proteine inhibieren die p53-vermittelte Apoptose unter anderem durch die 

Aktivierung der Transkription des mdm2 Gens, dessen Genprodukt ein Inhibitor von 

p53 ist (Debbas und White, 1993; Thomas und White, 1998). Als ein Homolog des 

zellulären Onkoproteins Bcl-2 verhindert das E1B-19 kDa Protein ebenfalls die Bildung 

des Bax-Protein-Komplexes und unterdrückt somit die TNF-α-induzierte Apoptose 

(Han et al., 1996; Sundararajan und White, 2001). Die E1B-Region des Adenovirus-

Serotyps 5, einem nicht-onkogenen Serotyp, kodiert für drei weitere E1B-Proteine: 

E1B-156R, E1B-93R und E1B-84R. Für das E1B-156R-Protein ließ sich auch ein 

transformationsförderndes Potential zeigen (Sieber und Dobner, 2007). 
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Proteine der E4-Region 

Obwohl der Adenovirus-Serotyp 9 in die Gruppe der nicht-onkogenen Adenoviren 

eingeordnet wurde, entstanden nach subkutaner oder intraperitonealer Injektion in 

weiblichen Mäusen östrogen-abhängige Tumore (Javier et al., 1991; Javier und Shenk, 

1996). Das onkogene Potential geht hierbei von dem E4-ORF1-Protein aus (Javier, 

1994; Thomas et al., 1999). Für die Proteine E4-ORF3 und E4-ORF6 des Adenovirus-

Serotyps 5, welches ebenfalls in die Gruppe der nicht-onkogenen Adenoviren 

zugeordnet wurde, konnten in Kooperation mit den E1A- und E1B-Proteinen 

transformierende Eigenschaften gezeigt werden (siehe Übersicht Täubner und Dobner, 

2001). So bindet das E4-ORF6-Protein, ähnlich wie das E1B-Protein, an das zelluläre 

Protein p53, wodurch dieses dem Proteasom-abhängigen Abbau zugeführt wird (Moore 

et al., 1996; Nevels et al., 1997, 1999). 

 

 

   1.3 Die Sprouty-Proteine 

 
Die Sprouty-Proteine sind zelluläre zytoplasmatisch lokalisierte Proteine, die 

regulierend in den Rezeptor-Tyrosin-Kinase- (RTK) Signalweg eingreifen. Sie 

modulieren z.B. den aktivierten FGFR- (Fibroblasten Wachstumsfaktor Rezeptor) oder 

EGFR- (Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor) Signalweg und beeinflussen somit 

entscheidend die Zellphysiologie (als Übersicht siehe Kim et al., 2004). Sprouty (Spry) 

wurde erstmals in Drosophila gefunden. Das 63 kDa große Protein wird während der 

embryonalen Entwicklung unter anderem im sich ausbildenden Tracheensystem von 

Drosophila melangogaster exprimiert und konnte hier als FGF-Antagonist identifiziert 

werden. Als FGF-Antagonist reguliert es die Ausprägung der Tracheenverzweigung 

während der Entwicklung.  

  Über Sequenzierungsanalysen wurden zu Drosophila Sprouty-homologe 

Proteine im Genom des Krallenfrosches (Xenopus laevis, Xenopus tropicalis), des 

Zebrabärblings, des Haushuhns, der Maus und im menschlichen Genom identifiziert. In 

der Maus und im Menschen wurden vier Sprouty-Proteine gefunden. Diese sind im 

Vergleich zum Drosophila Homolog nur 32-34 kDa groß. Charakteristisch für alle 

Sprouty-Proteine ist die Sprouty-Domäne, ein cysteinreicher konservierter Bereich in 

der C-terminalen Hälfte des Proteins, der sowohl die Verankerung an der 
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Plasmamembran als auch die Interaktion mit verschiedenen Proteinen vermittelt (vgl. 

Abb. 3; als Übersicht siehe Kim et al., 2004).  

 

Domäne

konservierter Tyrosinrest Sprouty-Domäne

mSpry1
1 313

1 315
mSpry2

mSpry4
1 300

mSpry3
1 288

1 591

dSpry
Y201

Y53

Y55

Y27

Y53

 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Sprouty-Proteine. Die konservierten Bereiche der Sprouty- 
Proteine von Drosophila (dSpry) und Maus (mSpry) sind entsprechend farblich dargestellt. Die Zahlen 
unterhalb der Darstellungen geben die Aminosäureposition an. Y markiert den konservierten Tyrosinrest, 
welcher nach Aktivierung der RTK-Signalweges phosphoryliert wird. 
 

In der N-terminalen Hälfte findet sich in einer kurzen konservierten Sequenzregion ein 

unveränderter Tyrosinrest, welcher nach Phosphorylierung für die inhibitorische 

Funktion von Sprouty z.B. innerhalb des FGFR-Signalweges essentiell ist und 

Homologien zu der katalytischen SRC-Autophosphorylierungs-Domäne aufweist 

(Mason et al., 2004 und 2006; Hanafusa et al., 2002). Das spry2-Gen weist den 

höchsten Grad an Homologie zu den Sprouty-Sequenzen anderer Spezies auf (als 

Übersicht siehe Mason et al., 2006).  

  Obwohl die Sprouty-Domäne mittlerweile auch in weiteren Proteinfamilien  

nachgewiesen wurde, gilt die Spred (Sprouty-related EVH1 [Ena/VASP (vasodilator-

stimulated phosphoprotein) homology 1] domain) Proteinfamilie als zweit-

prominentester Träger dieser konservierten Region (King et al., 2005;  Bundschu et al., 
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2006; Wakioka et al., 2001). Die Spred-Proteine weisen als zusätzliches 

Charakteristikum die Ena/VASP-Homologie-Domäne 1 (EVH1) und die KIT-

Bindungsdomäne auf. Obwohl beide Proteinfamilien regulierend auf den RTK- 

Signalweg Einfluss nehmen, unterscheiden sie sich dadurch, dass sie über 

unterschiedliche biochemische Mechanismen eingreifen (als Übersicht siehe Kim et al., 

2004).  

  Der Einfluss der Sprouty-Proteine auf die Zellphysiologie ist sehr variabel und 

komplex. Die Funktion von Sprouty ist abhängig vom Zelltyp, dem jeweils aktivierten 

Rezeptor, den intrazellulär aktiven Proteinen sowie von dem jeweils involvierten 

Sprouty-Protein. Durch ihr Eingreifen wird der RTK-Signalweg nach Aktivierung durch 

extrazelluläre Liganden reguliert. RTK sind an der Zellmembran gebundene 

Rezeptoren, deren intrazelluläre Domäne nach Ligandenbindung phosphoryliert und 

dadurch ein Signaltransduktionsweg eingeleitet wird. Deren Folge ist die Aktivierung 

bestimmter Transkriptionsfaktoren, welche die Zellphysiologie entscheidend 

beeinflussen. Als vor allem negativ regulatorisch eingreifendes Protein interagiert 

Sprouty an verschiedenen Punkten innerhalb des Signalweges (z.B. über Grb2 oder 

Shp2) (als Übersicht siehe Mason et al., 2006). Ein Teil der exprimierten Sprouty 1- 

und Sprouty 2-Proteine ist konstitutiv mit der Plasmamembran verankert und assoziiert 

hier mit Caveolin 1 (Impagnatiello et al., 2001). Für die Palmitoylierung ist die 

Sprouty-Domäne, die daher auch als Translokationsdomäne bezeichnet wird, 

verantwortlich. Die Verankerung an der Plasmamembran ermöglicht nach Aktivierung 

des Rezeptors die gezielte Interaktion mit Adaptormolekülen (Lim et al., 2002).  

  Die Aktivierung des Rezeptors nach Ligandenbindung wird durch die 

Autophosphorylierung von Tyrosinresten in der intrazellulären katalytischen Domäne 

des Rezeptors eingeleitet. Über aktivierte Andockstellen binden Adaptormoleküle, wie 

z.B. Grb2 an den Rezeptor. Die Assoziation von Grb2 mit dem Rezeptor führt zur 

Rekrutierung des Ras-Aktivators SOS (son of sevenless) an die Zellmembran. SOS 

katalysiert die Umwandlung des inaktiven GDP-Ras in aktives GTP-Ras und initiiert 

dadurch eine Proteinkinase-Kaskade. Sprouty hat insbesondere Einfluss auf den ERK-

Signalweg (extracellular-regulated kinases) (als Übersicht siehe Kim et al., 2004; Gross 

et al., 2001).  Innerhalb des ERK/MAPK-Signalweges phosphoryliert und aktiviert Ras 

die MAPK-Kinase-Kinase Raf (MAPKKK), welche wiederum die MAPK-Kinasen 

MEK1 und MEK2 (MAPKK) phosphoryliert und somit aktiviert. Schließlich 

phosphorylieren und aktivieren die MAPKK die MAPK ERK1 (p44) und ERK2 (p42), 
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welche in den Zellkern translozieren, wo sie diverse Transkriptionsfaktoren 

phosphorylieren (wie Elk-1 oder c-Myc), die z.B. an die Promotorsequenz des serum 

response element (SRE) binden und diesen transkriptionell beeinflussen. Die Regulation 

des RTK-Signalweges durch die Sprouty-Proteine kann schließlich durch die veränderte 

Transkription Einfluss auf zelluläre Prozesse wie die Proliferation, die Differenzierung, 

die Migration sowie die Apoptose nehmen (siehe als Übersicht Karin und Hunter, 1995; 

Cahill et al., 1996). Eine Reihe von Interaktionspartnern der Sprouty-Familie wurde 

bisher identifiziert, doch deren Funktion nur teilweise entschlüsselt (siehe Tab. 1).  

  Ein inhibitorischer Einfluss der Sprouty-Proteine auf den RTK-Signalweg 

resultiert aus der Interaktion mit dem Adaptorprotein Grb2 und der Kinase Raf 

(Hanafusa et al., 2002; Sasaki et al., 2003). Dagegen wirkt sich nach Aktivierung des 

EGF-Rezeptors die Interaktion von Sprouty mit der E3-Ubiquitin-Ligase CBL positiv 

auf den Signaltransduktionsweg aus. Normalerweise bindet CBL an den aktivierten 

EGF-Rezeptor, wodurch dieser über die Anheftung von Ubiquitin-Molekülen für den 

Abbau im Proteasom markiert wird. In Anwesenheit von Sprouty 1 oder Sprouty 2 

bindet CBL an Sprouty und markiert dieses für den Transport zum Proteasom. Als 

Konsequenz bleibt der EGF-Rezeptor länger im aktiven Zustand (Hall et al., 2003; 

Fong et al., 2003; Mason et al., 2004). Die Protein Tyrosinphosphatase Shp2 begünstigt 

wiederum die Aktivierung der ERK/MAPK über die Dephosphorylierung der Sprouty-

Proteine (Hanafusa et al., 2004). Die Interaktion von Sprouty 2 mit der Protein 

Tyrosinphosphatase-1B (PTP1B) hat dagegen Einfluss auf das Migrationsverhalten von 

HeLa-Zellen (Yigzaw et al., 2003).  

  Da die aktiven Sprouty-Proteine kontrollierend auf die Expression weiterer 

Sprouty-Proteine einwirken, spricht man hier auch von einem „negative feedback loop“ 

(negative Rückkopplung) (Rubin et al., 2003;  Mason et al., 2004). 

  Die Sprouty-Domäne vermittelt außerdem Homo- und Heterodimerisierungen 

zwischen den Sprouty-Proteinen (Hanafusa et al., 2002; Mason et al., 2004). Wu und  

Mitarbeiter fanden des Weiteren heraus, dass die Sprouty 2-Proteine über die 

Assoziation miteinander monodisperse Partikel ausbilden und als „intrazelluläre 

Batterien“ elektrische Ladung speichern können. Ob diese „Nanobatterien“ im 

Zusammenhang mit der inhibitorischen Funktion von Sprouty stehen, ist noch fraglich 

(Wu et al., 2005).  

  Die Expression von Sprouty während der embryonalen Entwicklung in 

Säugetieren korreliert mit der Expression des FGF-Rezeptors.  
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    Tab. 1: Sprouty-interagierende Proteine (aus Mason et al., 2006). 
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Sprouty wird während der embryonalen Entwicklung in der Lunge, dem Nervensystem, 

im Herzen, Gastrointestinaltrakt und Muskelgewebe exprimiert (Minowada et al., 1999; 

Chambers et al., 2000). Spry1-/- (Spry1 Knockout-Mutation) Mäuse sind nur für eine 

kurze Zeit lebensfähig. Die Nierenentwicklung ist stark beeinträchtigt, da sich während 

der Nephrogenese überzählig Ureterknospen ausbilden und eine vielfache Anzahl von 

Uretern entwickeln (Basson et al., 2005). Spry2-/- Mäuse sind nur drei bis vier Wochen 

lebensfähig; sie sind etwas kleiner als der Wildtyp-Embryo und weisen einen abnormen 

Gastrointestinaltrakt und ein beeinträchtiges Hörvermögen auf. Das Corti-Organ im 

Innenohr ist aufgrund einer abnormen Zytoarchitektur nicht richtig ausgebildet, was zur 

Beeinträchtigung des Hörvermögens führt (Shim et al., 2005). Über  Spry3-/- und  

Spry4-/- Mäuse wurden noch keine Publikationen veröffentlicht. 

  Aufgrund des komplexen und variablen Einflusses der Sprouty-Proteine auf die 

Zellphysiologie sowie auf die embryonale Entwicklung lässt sich hierbei auch von 

pleiotropen Effekten durch Sprouty-Proteine sprechen.  

 

 

1.3.1 Die Funktion von Sprouty 1  

 
Über spezifische Interaktionen mit bestimmten Faktoren des Signalweges (wie Grb2 

und Shp2) nimmt Sprouty 1 auf den Signaltransduktionsweg regulierend Einfluss (als 

Übersicht siehe Mason et al., 2006). Einige der bis jetzt bekannten Interaktionspartner 

von Sprouty 1 und der daraus resultierenden Funktion sind der Tab. 1 zu entnehmen. 

Die Expression von Sprouty-Proteinen wird unter anderem durch die Aktivierung der 

Ras-ERK-MAPK-Signalkaskade reguliert. Abe und Mitarbeiter konnten außerdem  

feststellen, dass die FGF-Rezeptor-induzierte Expression von Sprouty 1 in der 

Chondrozyten-Zelllinie ATDC5 zusätzlich von der Aktivierung der Phospholipase C γ 

und dem Kalzium Einstrom in die Zelle abhängig ist (Abe et al., 2004). In T-Zellen hat 

die Expression von Sprouty 1 je nach Differenzierungsstadium unterschiedliche 

Funktionen: In naiven T-Zellen führt die Überexpression von Sprouty 1 nach 

Aktivierung des T-Zell-Rezeptors zu einer Verstärkung des „Signals“, was eine 

Erhöhung der Interleukin-2 Produktion zur Folge hat und die Proliferation anregt. In 

ausdifferenzierten Th1-Helferzellen inhibieren die Sprouty 1-Proteine den T-Zell-

Rezeptor-Signalweg, wodurch die Interleukin-2 Produktion gehemmt wird (Choi et al., 

2006). 
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  Wie Untersuchungen mit Spry1-/- Mäuse zeigen, ist Sprouty 1 für die 

embryonale Entwicklung essentiell. Während der Entwicklung der Niere hat Sprouty 1 

als Antagonist des GDNF/RET-Signalweges einen regulierenden Einfluss auf die 

Ausbildung der Ureterknospen. Es beeinflusst die Anzahl der sich ausbildenden 

Uereterknospen aus dem WOLFFschen Gang (Basson et al., 2005).  

 

 

1.3.2 Das Potential der Sprouty-Proteine als Tumorsuppressoren 

 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind fundamental in die Kontrolle der Zellphysiologie 

involviert. Sie beeinflussen somit die Proliferation, Migration und Differenzierung der 

Zelle sowie die Apoptoseeinleitung. Daher ist es wahrscheinlich, dass Sprouty als 

regulatorisch eingreifendes Protein des RTK-Signalweges auch Einfluss auf die 

Tumorentstehung nimmt (als Übersicht siehe Lo et al., 2005).   

  Bei bestimmten Krebserkrankungen hat man eine veränderte Expression von 

Sprouty-Proteinen nachweisen können. Eine verminderte Expression von Sprouty 1 ließ 

sich im Mamma- und Prostatakarzinom feststellen (Lo et al., 2004; Kwabi-Addo et al., 

2004). Eine reduzierte Sprouty 2-Expression konnte häufig im Mammakarzinom und im 

Leberzellkarzinom nachgewiesen werden (Lo et al., 2004; Fong et al., 2006). Außerdem 

konnten Wang und Mitarbeiter eine verminderte Sprouty 4-Expression im 

Leberzellkarzinom nachweisen (Wang et al., 2006). Die verminderte Expression von 

Sprouty 2 im Mammakarzinom, sowie die reduzierte Expression von Sprouty 4 im 

Prostatakarzinom lassen sich auf eine epigenetische Inaktivierung zurückführen. CpG-

Inseln, die stromaufwärts der Transkriptionsinitiations-Sequenz der Sprouty-Gene 

liegen, sind in Tumorzellen hypermethyliert (McKie et al., 2005; Wang et al., 2005). 

Weitere Hinweise für das Potential der Sprouty-Proteine als Tumorsuppressoren geben 

Untersuchungen, bei denen die Überexpression von Sprouty 1 und Sprouty 2 einen anti-

proliferativen Effekt bewirkt (Kwabi-Addo et al., 2004; Lee at al., 2004). Außerdem 

konnten Shaw und Mitarbeiter zeigen, dass Sprouty 2 als Tumorsuppressor in der K-

rasG12D vermittelten Tumorentstehung der Lunge fungiert. (Shaw et al., 2007). Da die 

Expression bestimmter Sprouty-Proteine im Mamma-, Prostata- und Leberzellkarzinom 

häufig reduziert wird, werden die Sprouty-Proteine als potentielle Tumormarker und 

daher auch als Tumorsuppressoren diskutiert.  
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1.4 Ziel der Arbeit 
 

Die Funktionen der E1A-Genprodukte des hoch-onkogenen Adenovirus-Serotyps 12 

innerhalb des Zellkerns sind weitgehend untersucht worden, jedoch ist nur wenig von 

der Funktion der im Zytoplasma lokalisierten E1A-Proteine bekannt. Die von Mason 

und Mitarbeitern entdeckte Acetylierung von E1A, die zum Verbleib der E1A-Proteine 

im Zytoplasma führt (Madison et al., 2002), ließ vermuten, dass diese Proteine mit 

bestimmten zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen interagieren, um die 

Zellphysiologie zu beeinflussen. 

  Die Identifizierung und funktionelle Charakterisierung dieser zytoplasmatisch 

lokalisierten E1A-Interaktionspartner könnte möglicherweise neue Erkenntnisse zur 

E1A vermittelten Funktion bzw. Transformation geben. In unserer Arbeitsgruppe hat 

die Doktorandin Petra Filmether mit Hilfe eines „SOS-Two-Hybrid-Systems“ Sprouty 1 

als einen zytoplasmatischen E1A-Interaktionspartner identifiziert. 

  Zur Analyse der Interaktion von E1A mit Sprouty sollten während meiner 

Doktorarbeit  folgende Punkte erarbeitet werden:  

 

(1) Bestätigung der Interaktion zwischen den E1A-Proteinen und Sprouty 1 

sowie zu weiteren Sprouty-Isoformen in Protein-Protein-

Interaktionsstudien in vitro   

(2) Identifizierung der für die Bindung verantwortlichen Domänen durch 

Deletionsmutationen und GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen  

(3) Aufzeigen von Hinweisen für eine physiologische Relevanz durch Protein-

Protein-Interaktionsstudien in vivo (Immunpräzipitation)  

(4) Bestätigung der Protein-Protein-Assoziation sowie der zytoplasmatischen 

Lokalisation durch Immunfluoreszenzstudien  

(5) Untersuchung einer funktionellen Interaktion von Sprouty 1 und E1A13S  

unter Anwendung der Responseelemente TPA-responsive element (TRE) 

und serum response element (SRE) in transienten Expressionsanalysen, und 

über die Phosphorylierungsanalyse der ERK1/2-Kinasen.  
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2.  Material 
 
Die hier nicht gesondert aufgeführten Chemikalien (mit dem Reinheitsgrad „zur 

Analyse“) und nicht erwähnter allgemeiner Laborbedarf wurden mit der entsprechenden 

Qualität im Fachhandel bezogen. 

 

 

2.1   Chemikalien 

 

Acrylamid      BioRad, München  

Agarose      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ampicillin      Bayer, Leverkusen 

Aprotinin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Bacto Hefe Extrakt     Difco, Detroit, USA  

Bacto-Agar      Difco, Detroit, USA  

Bacto-Pepton      Difco, Detroit, USA  

Bacto-Trypton      Difco, Detroit, USA  

Bromphenolblau     Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

BSA (Bovine Serum Albumin)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

Coomassie Brilliant Blue G250   Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

Deoxycholsäure    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Desoxyribonukleotide   Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim 

DMSO (Dimethylsulfoxid)    Fluka, Neu-Ulm  

DTT (Dithiothreitol)     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EDTA       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ethidiumbromid     Roche Molecular Biochemicals,  

       Mannheim  

Galaktose      Difco, Detroit, USA  

Glukose      Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

Glycerin      Fluka, Neu-Ulm  

Glycin      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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HEPES                                                                             

(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

IPTG (Isopropyl-β-thiogalactosid)  Biomol, Hamburg  

Kanamycin     Roth, Karlsruhe   

ß-Mercaptoethanol    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Natriumfluorid      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Natriumorthovanadat     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

NP-40  (Nonidet P-40)    Fluka, Neu-Ulm  

Paraformaldehyd     Merck, Darmstadt  

Pefabloc      Biomol, Hamburg  

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

SDS (Natriumdodecylsulfat)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

TEMED 

 (N,N,N´,N´-Tertramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Triton-X-100      BioRad, München     

Trypton       Difco, Detroit, USA  

Tween 20      Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

 

 

2.2  Enzyme 

 
Alkalische Phosphatase (1U/µl)  Roche Molecular Biochemicals,  

       Mannheim 

 

Restriktionsendonukleasen (2-50 U/µl) Roche Molecular Biochemicals,  

       Mannheim; Life Technologies,  

       Eggenstein; Promega, Mannheim 

 

Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)  Sigma, Deisenhofen 

 

Trypsin (Rinderpankreas, 110 U/mg)  Roche Molecular Biochemicals,  

       Mannheim 
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T4-DNA-Ligase (1 U/µl)   Invitrogen, Karlsruhe  

 

 

2.3  Oligonukleotide 

 
Die aufgelisteten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion in Martinsried 

synthetisiert. 

 

Bezeichnung    Nukleotidsequenz 

5´Ad2E1A       5´-ATAAGGATCCATGAGACATATTATCTGCCAC-3´ 

3´Ad2E1A       5´-ATAAGGATCCTTATGGCCTGGGGCGTTTACA-3´ 

5´Ad12-E1A13sBamHI     5´-ATAAGGATCCGTTGAGTGCCAGCGAGAAGAG-3´ 

3´Ad12-E1A13sBamHI     5´-ATAAGGATCCAAATTACATCTAGGGCGTTTC-3´ 

5´Ad12-E1A13sΔN      5´-ATAAGGATCCATGGTACCCAGTGATGATGAT-3´ 

3´Ad12-E1A13sΔN      5´-ATAAGGATCCTTAATTACATCTAGGGCGTTT-3´ 

5´-cJun        5´-AAAAGGTACCATGACTGCAAAGATGGAAAC-3´ 

3´-cJun        5´-AAAATCTAGACTCAAAACGTTTGCAACTGC-3´ 

5´-cJunXbaI       5´-AAAATCTAGAATGACTGCAAAGATGGAAAC-3´ 

3´-cJunKpnI       5´-AAAAGGTACCCTCAAAACGTTTGCAACTGC-3´ 

5´-colTRE       5´-TTATGAAGCTTGATGGGTACCTATGATGAGTCAG 

         AGAATCATGAGTCAGAGAATCATGAGTCAGATTCG 

         GATCCTAGTT-3´ 

3´-colTRE       5´-AACTAGGATCCGAATCTGACTCATGATTCTCTGA 

         CTCATGATTCTCTGACTCATCATAGGTACCCATCAA 

         GCTTCATAA-3´ 

3´-hsv-tk       5´-ACGCGTCACCTTAATATGCG-3´ 

5´-pRc/RSV       5´-CGCATTGCAGAGATAATTGTATT-3´ 

3´-pRc/RSV708bp      5´-ACAGTCGAGGCTGATCAGCG-3´ 

5´-pSG9M       5´-CATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG-3´ 

3´-pSG9M       5´-TGAGCGAGGAAGCGGAAGAG-3´ 

5´-Spred1       5´-AAAAGGATCCATGAGCGAGGAGACGGCGACT-3´ 

3´-Spred1       5´-AAAAAAGCTTTCACCCAGCAGCCTTATGTTT-3´ 

5´-Spred2       5´-AAAACCCGGGATGACCGAAGAAACACACCCG-3´ 

3´-Spred2       5´-AAAAAAGCTTTCACGCGGCGGCTTTGTGCTT-3´ 
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5´-Spry1EcoRV      5´-AAAAGATATCATGGATTCCCCAAGTCAGCAT-3´ 

3´-Spry1XhoI       5´-AAAACTCGAGAGTCATGACAGCTTGCCCTGA-3´ 

5´-Spry1ΔC       5´-AAAAGGATCCATGGATTCCCCAAGTCAGCAT-3´ 

3´-Spry1ΔC       5´-AAAAGCTTTCACTTGTGCTGGGTGGGGTCCT-3´ 

5´-Spry1ΔN          5´-AAAAGGATCCATGTTCATATGCGAACAGTGT-3´ 

3´-Spry1ΔN       5´-AAAAAAGCTTAGTCATGACAGCTTGCCCTGA-3´ 

 

 

2.4 Plasmide 

 
pcDNA3.1(-)/Myc/His   eukaryontischer Expressionsvektor, der die  

      klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem 

      Myc-Epitop und einem C-terminalen Polyhistidin 

      exprimiert (Invitrogen, Karlsruhe) 

 

pcDNA3-MS4    exprimiert Sprouty 4 (mus musculus) als  

      Fusionsprotein mit einem 6 x Myc-Epitop, zur 

      Verfügung gestellt von A. Yoshimura, Medical 

      Institute of Bioregulation, Kyushu University, 

      Fukuoka, Japan 

 

pcDNA-Spred1    exprimiert Spred 1  (mus musculus) als  

      Fusionsprotein mit einem 6 x Myc-Epitop, zur 

      Verfügung gestellt von A. Yoshimura, Medical 

      Institute of Bioregulation, Kyushu University, 

      Fukuoka, Japan 

 

pcDNA-Spred2    exprimiert Spred 2 (mus musculus) als  

      Fusionsprotein mit einem 6x Myc-Epitop, zur 

      Verfügung gestellt von A. Yoshimura, Medical 

      Institute of Bioregulation, Kyushu University, 

      Fukuoka, Japan 
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pCR3.1     eukrayontischer Expressionsvektor (Invitrogen, 

      Karlsruhe) 

 

pGEM-T    bakterieller Expressionsvektor, der aufgrund von 

      3´-T- Überhängen die direkte Einklonierung von 

      PCR-Produkten ermöglicht (Promega, 

      Mannheim) 

 

pGEX-2T    bakterieller Expressionsvektor, der die klonierten 

      cDNAs als Fusionsproteine mit einer N- 

      terminalen GST-Proteindomäne exprimiert, 

      (Pharmacia Biotech, Freiburg) 

 

pGex-2T-HPV-E7   bakterieller Expressionsvektor, der die cDNA des 

      E7-Onkoproteins des humanen Papillomavirustyp 

      16 mit der GST-Proteindomäne exprimiert, zur 

      Verfügung gestellte über K. Lowinski 

      (Universitätsklinikum Essen) von D.J. McCance, 

      University of Rochester, Medical School, New 

      York, USA 

 

pGL3     Luciferase Reporter Vektor (Promega,  

      Mannheim) 

 

pRc/RSV    eukaryontischer Expressionsvekor (Invitrogen, 

      Karlsruhe) 

 

pSG9M     eukaryontischer Expressionsvektor, der die  

      klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem 

      Myc-Epitop exprimiert, zur Verfügung gestellt 

      von G. Christofori, Institut für Biochemie und 

      Genetik, Basel, Schweiz 
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pSG9M-MS1    exprimiert Sprouty 1 (mus musculus) als  

      Fusionsprotein mit einem Myc-Epitop, zur  

      Verfügung gestellt von G. Christofori, Institiut 

      für Biochemie und Genetik, Basel, Schweiz 

 

pSG9M-MS2    exprimiert Sprouty 2 (mus musculus) als  

      Fusionsprotein mit einem Myc-Epitop, zur  

      Verfügung gestellt von G. Christofori, Institiut 

      für Biochemie und Genetik, Basel, Schweiz 

 

pSRE-Luc    Luciferase Reporter Vektor, der 5 x die  

      Sequenz des serum response element enthält 

      (Stratagene, Heidelberg) 

 

 

2.5 Antikörper 
 

Alexa Fluor 488 anti-Kaninchen-AK  Invitrogen, Karlsruhe 

(H+L) IgG 

 

Alexa Fluor 594 anti-Maus-AK  Invitrogen, Karlsruhe 

(H+L) IgG 

 

Anti-Ad12E1A-Antiserum   Herstellung über Genovac, Freiburg 

polyklonales Kaninchen-Antiserum 

 

Anti-c-Jun-AK (H-79) sc-1694  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

polyklonales Kaninchen IgG 

 

Anti-Maus-AK     Perbio Science, Bonn  

Peroxidase-konjugiert 

 

Anti-Myc-Epitop-AK    Invitrogen, Karlsruhe 

monoklonales Maus IgG  
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Anti-Phospho-ERK1/2(p44/42)  Cell Signaling, New England Biolabs, 

Map-Kinase-AK    Frankfurt am Main 

(Thr202/Tyr204) (#9101)    

Polyklonales Kaninchen IgG 

 

Anti-ERK1/2(p44/42)    Cell Signaling, New England Biolabs, 

Map-Kinase-AK (#9102)   Frankfurt am Main 

polyklonales Kaninchen IgG    

 

Anti-Kaninchen-AK    Perbio Science, Bonn 

Peroxidase-konjugiert 

 

Anti-Sprouty 1-AK (H-120) sc-30048  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

polyklonales Kaninchen IgG 

 

 

2.6  Medien, Reagenzien und Materialien für die Zellkultur 

 
100 x nicht-essentielle Aminosäuren  Life Technologies, Eggensetein 

 

6-Loch-Zellkulturschalen mit 3,5 cm Ø Becton Dickinson, New York, USA 

Vertiefungen, Zellkulturplatten, -flaschen, über Oehmen, Essen 

-schalen 

 

Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) Invitrogen, Karlsruhe 

 

Dulbecco's Modified Eagle Medium  Gibco, Karlsruhe                                  

(DMEM)      

 

Fötales Kälberserum (FKS)    PAA, Coelbe 

 

L-Glutamin     Merck, Darmstadt 

 

Neugeborenes Kälberserum (NKS)  PAA, Coelbe 
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Penicillin G (1000 U/ml)   Gibco, Karlsruhe 

 

Streptomycinsulfat    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

Transfectin, Lipid Reagenz   BioRad, München 

 

 

2.7  Puffer und Lösungen 
 

Hier nicht aufgeführte Zusammensetzungen von Puffern und Lösungen wurden den 

Laborhandbüchern „Molecular Cloning: a laboratory manual, second edition“ 

(Sambrook et al., 1989) und „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al., 

1997) entnommen.  

 

2 x YT-Medium    16 g Trypton 

       10 g Bacto-Hefe-Extrakt 

       5 g NaCl 

       ad. 1l A. bidest 

 

Ampicillinlösung    50 mg/ml in A. bidest 

 

APS-Lösung     10 % (w/v) APS in A. bidest 

 

DNA-Probenpuffer (6x)   150 mM EDTA 

       0,25 % (w/v) Bromphenolbau 

       0,25 % (w/v) Xylenxyanol FF 

       30 % (v/v) Glycerin 

 

dNTP-Mix (für PCR)    je 1,25 mM dATP, dCTP, dGTP und 

       dTTP in A. bidest 
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Gelfärbelösung (SDS-PAGE)   450 ml A. bidest 

       450 ml Methanol 

       100 ml Eisessig 

       2,5 g Coomassie Brilliant Blue 

 

Gelfixierlösung (SDS-PAGE)   50 % (v/v) 2-Propanol 

       7 % (v/v) Essigsäure 

 

IPTG-Lösung     1 M in H2O (bei -20 °C gelagert) 

 

LB-Medium     2,5 % (w/v) LB (Luria-Bertoni) 

 

Mowiol      0,25 % (w/v) Mowiol 

       2,5 % (w/v) Dabco 

 

NETN-Puffer     20 mM Tris-HCl, pH 8 

       100 mM NaCl 

       1 mM EDTA 

       0,4 % NP40 

        

NP-40 Lysepuffer    50 mM NaCl 

       1 % NP-40 

       10 mM Tris/HCl, pH 7,4 

       1:100 Pefablock kurz vor Gebrauch  

       zugeben 

 

Paraformaldehyd-Lösung   3 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4  

 

PBS      4 mM MgSO4 

       7 mM  CaCl2 

       1,4 mM KH2PO4 

       137 mM NaCl 

       2,7 mM KCl 

       6,5 mM Na2HPO4 
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PBS–      wie PBS, ohne MgSO4 und CaCl2 

 

PBS-Tween     0,1 % (v/v) Tween in PBS– 

 

PS-Lösung     1,5 g Penicillin 

       2,5 g Streptomycinsulfat 

       2 g NaCl 

       0,1 g KCl 

       0,25 g Glucose 

       0,1 g NaHCO3 

       In H2O lösen, mit NaOH auf pH 7,2  

       einstellen, mit H2O ad 250 ml auffüllen 

       und in 5 ml Aliquots abfüllen 

 

Permeabilisierungslösung   PBS 

       0,1 % (v/v) Triton-X-100 

 

Ripa-Puffer     1 % NP-40 

       1 % Deoxycholsäure 

       0,1 % SDS 

       0,15 M NaCl 

       0,01 M Natriumphosphat, pH 7,2 

       2 mM EDTA 

       50 mM Natriumfluorid 

       200 µM Natriumorthovanadat 

       0,1 µM Aprotinin 

       2 mM PMSF 

 

SDS-PAGE-Laufpuffer    25 mM Tris/HCl, pH 8,3 

       250 mM Glycin 

       0,1 % SDS 

 

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer   0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 

       0,4 % (w/v) SDS 
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SDS-PAGE-Trenngelpuffer   1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 

       0,4 % (w/v) SDS 

 

SDS-Probenpuffer (6 x)   0,3 M Tris/HCl,  pH 6,8 

       0,6 M DTT 

       12 % SDS 

       60 % Glycerin 

       0,6 % Bromphenolblau 

 

TBS      10 mM Tris/HCl, pH 7,5 

       150 mM NaCl 

 

TBS-Tween     0,1 % (v/v) Tween in TBS 

 

Transferpuffer (für Western Blots)  48 mM Tris 

       39 mM Glycin 

       0,037 % (w/v) SDS 

       20 % (v/v) Methanol 

 

VT-Lösung     0,5 M EDTA 

       2,5 g/l Trypsin in PBS– 

 

 

2.8 Bakterienstämme 
 

E. coli K12 DH5α [supE44, ΔlacU169 (φ80lacZ M15) hsdR 17 recA1 endA1 gyrA96, 

thi1 relA1] ist ein rekombinationsdefekter Bakterienstamm zur Vermehrung von 

Derivaten der pBR322-Plasmide (Gibco, Eggenstein).  

 

E. coli K12 BL21 (F-, ompT, hsdS (rB
-, mB

-), gal) ist ein Protease-defizienter 

Bakterienstamm zur Expression von Fusionsproteinen (Amersham Pharmacia Biotech, 

Freiburg).  
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2.9  Zelllinien 
 

C33A-Zellen   Humane epitheloide Zervix-Karzinomzelllinie;  

     American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, 

     USA (Gey et al., 1952) 

 

HeLa-tk--Zellen   Humane epitheloide Zervix-Karzinomzelllinie;  

     American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, 

     USA (Gey et al., 1952)  

 

NIH-3T3-Zellen    Etablierte Maus-Fibroblastenzelllinie; American Type 

     Culture Collection (ATCC),  Rockville, USA  

 

 

2.10  Molekulargewichtstandards 

 
1 kb plus Marker    Invitrogen, Karlsruhe 

 

SDS-PAGE Standards (gefärbt)  BioRad, München 

 

 

2.11  Reaktions- und Nachweis- „Kits“ und spezielle  

  Reagenzien 
 

BioRad Bradford-Reagenz    BioRad, München  

 

Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz- Perbio Science, Bonn 

Detektionssystem (für Western Blot)  

         

Mowiol       Höchst, Frankfurt am Main 

 

ECL-Western Blotting Detection Kit  Amersham Pharmacia Biotech,  

       Freiburg  
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PCR Mycoplasma Test Kit   Applichem, Darmstadt 

 

Pefablock SC     Roche Molecular Biochemicals,  

       Mannheim 

 

pGEM®-T Vector System (TA-Cloning) Promega, Mannheim 

 

Luciferase Assay System   Promega, Mannheim 

 

Qiagen-Plasmid-Maxipräparations-Kit  Qiagen, Hilden 

 

QIAamp DNA Mini Kit     Qiagen, Hilden  

 

QIAquick Spin PCR Purification and   Qiagen, Hilden 

Gelextraction Kit         

 

 

2.12  Filme, Membranen und besondere     

  Verbrauchsmaterialien 
 

Adhäsions-Objektträger    Histobond, Marienfeld  

 

Bradford-Reagenz    BioRad, München 

 

control IgG     Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

 

Elektroporationsküvetten 0,4 mm   Peqlab, Erlangen 

 

Glutathione Sepharose-4B   Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Hybond-C-plus Nitrocellulose-Membran  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg  

 

Hyperfilm ECL     Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

Protein-A/G Plus Agarose     Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
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Protein-A Sepharose    Pharmacia Biotech, Freiburg 

 

Whatman Filterpapier      Whatman, Maidstone, England  

 

 

2.13  Spezielle Laborgeräte 
 

DNA Trio Thermoblock (PCR)   Biometra, München 

 

Electro Square Porator ECM 830   BTX Instruments, Massachusetts, 

        USA 

 

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop  Leica, Düsseldorf 

Leica TCS SL 

 

Luminometer Lumat LB 9501    Berthold, Wildbad 

 

Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell   BioRad, München 

 

Ultraschalldesintegrator    Branson, USA 
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3.  Methoden 

 
3.1  Allgemeine Methoden 
 

Hier nicht gesondert aufgeführte molekularbiologische Arbeitstechniken wurden gemäß 

den Laborhandbüchern „Molecular Cloning: a laboratory manual, second edition“ 

(Sambrook et al., 1989) und „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al. 

1997) durchgeführt.  

  Das Arbeiten mit Säugerzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Lösungen 

und Materialien wurden bei 121 °C und 1 bar autoklaviert. Lösungen mit 

hitzeempfindlichen Komponenten wurden sterilfiltriert. 

 

 

3.2  Isolierung und Charakterisierung von Nukleinsäuren 
 

Die Aufreinigung PCR-amplifizierter oder restringierter DNA, sowie die Isolierung von 

DNA aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des „QIAquick Spin PCR 

Purification and Gelextraction-Kits“ (Firma Qiagen). Die Isolierung von Plasmid-DNA 

aus Bakterien erfolgte unter Verwendung des „QIAamp DNA Mini Kits“ bzw.   

„Qiagen-Plasmid-DNA-Maxipräparationskits“ (Firma Qiagen). DNA-Sequenzierungen 

wurden von der Sequenzierfirma GATC in Konstanz durchgeführt.  

 
 

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Mullis et al. 1986) 
 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Technik zur selektiven Anreicherung von 

definierten DNA-Bereichen in vitro. Hierfür macht man sich die Eigenschaft von DNA-

Polymerasen zunutze, einzelsträngige Matrizen-DNA zu einem Doppelstrang zu 

polymerisieren, sofern ein kurzer doppelsträngiger Bereich als Startermolekül 

(„Primer“) zur Verfügung steht. Als Primer dienen zwei chemisch synthetisierte 

Oligonukleotide, die in den Randbereichen komplementär zu der zu amplifizierten 

Sequenz sind und unter geeigneten Bedingungen sequenzspezifisch an den 
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Matrizenstrang binden. Die Synthese von Oligonukleotiden wurde als Auftragsarbeit 

von der Firma Metabion (Martinsried) durchgeführt.  

 

 

3.3  Zellkultur 
 

Die adhärenten Zelllinien C33A, HeLa-tk- und NIH-3T3 wurden bei 37 °C im 

Brutschrank in 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Als Medium wurde DMEM 

verwendet, dem auf 500 ml ergänzend 10 % Fötales Kälberserum (FKS), 1,5 % 100 x  

nicht-essentielle Aminosäuren, 1,5 % einer 2 mM L-Glutamin-Lösung und jeweils 100 

µg/ml der Antibiotika Penicillin und Streptomycin zugesetzt wurden (als DMEM-

Vollmedium bezeichnet). Die verwendeten Lösungen wurden für alle routinemäßigen 

Zellkulturarbeiten auf 37 °C vorgewärmt. Konfluent gewachsene Zellen wurden mit 

PBS– gewaschen und durch Trypsinbehandlung von der Zellkulturoberfläche abgelöst. 

Die abgelösten Zellen wurden in DMEM-Vollmedium resuspendiert und in einem 

Verhältnis von 1:2 bis 1:10 auf neue Zellkulturgefäße überführt. Zur Lagerung von 

Zellen wurden diese bei 50 % Konfluenz wie oben beschrieben behandelt. Die 

Zellsuspension wurde anschließend abzentrifugiert (1 min, 600 x g, RT), in 2-3 ml 

Einfriermedium (DMEM-Vollmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO) resuspendiert 

und als 1 ml Aliquots in Kryoröhrchen überführt. Die Kryoröhrchen wurden dann mit 

Zellstoff umwickelt, 24 h bei -80 °C aufbewahrt und danach in Flüssigstickstoff 

gelagert. Die Zellen wurden außerdem regelmäßig über eine PCR auf Mykoplasmen 

überprüft. 

 

  

3.4 Transfektion eukaryontischer Zellen 
 

Die Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte mittels Elektroporation (s. Kap. 3.4.1) 

oder durch liposomale Transfektionsreagenz (s. Kap. 3.4.2). 
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3.4.1 Elektroporation 

 
Für die Elektroporation wurde mit dem „Electro Square Porator ECM 830“ der Firma 

BTX Instruments gearbeitet. Hierzu wurden 5 x 106 HeLa-Zellen mit 10 µg der zu 

transfizierenden DNA in 700 µl DMEM-Vollmedium mit 20 % FKS in die 

Elektroporationsküvette überführt. Anschließend wurden die Zellen bei 200 V für 99 ms 

und 2 Pulsen bei RT elektroporiert. Nach einer zweiminütigen Inkubationszeit bei RT 

wurden die transfizierten Zellen in DMEM-Vollmedium auf 100 x 20 mm Ø 

Zellkulturschalen ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen komplett umgesetzt und am 

Tag darauf geerntet (s. Kap. 3.5.1).  

 

 

3.4.2 Lipofektion 

 
Die Transfektion von Eukaryontenzellen erfolgte unter Verwendung der liposomalen 

Transfektionsreagenz TransFectin der Firma BioRad. Gemäß den Angaben des 

Herstellers wurden für den Luciferase Reporter Assay (s. Kap. 3.5.6) und die 

Immunfluoreszenz-Untersuchungen (s. Kap. 3.5.8) 1 Tag vor Transfektionsbeginn 2,5 x 

105 HeLa- bzw. C33A-Zellen und von den NIH-3T3-Zellen 1,8 x 105 Zellen in 6-Loch-

Zellkulturplatten in DMEM-Vollmedium ausgesät. Die Zellen wurden für 5 h mit dem 

Transfektionsansatz, bestehend aus DMEM-Vollmedium ohne Antibiotika und FKS mit 

2 µg Gesamt-DNA und den Lipidkomplexen, inkubiert. Die Transfektion wurde durch 

die Zugabe von 5 ml DMEM-Vollmedium gestoppt. 

  Für die Immunpräzipitation (s. Kap. 3.5.7) und die ERK1/2-MAP-Kinasen 

Analyse wurden 1 Tag vor Transfektionsbeginn 2 x 106 HeLa-Zellen in 100 x 20 mm Ø 

Zellkulturschalen ausgesät. Die Zellen wurden mit 10 µg Gesamt-DNA für die 

Immunpräzipitation und mit 16 µg Gesamt-DNA für die ERK1/2-MAP-Kinasen 

Analyse transfiziert und die Reaktion mit 10 ml DMEM-Vollmedium gestoppt.       
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3.5 Analyse von Proteinen 
 

3.5.1 Herstellung von Gesamtzell-Proteinextrakten aus Säugerzellen 
 

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Kulturzellen wurden konfluent 

gewachsene Zellen in 4 °C kaltem PBS–
 gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 

durch Abschaben in PBS–
 geerntet und bei 1500 x g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in NP40-Lysepuffer resuspendiert 

und dreimal im Wechsel für jeweils 1 min in Stickstoff und anschließend für 1 min bei 

37 °C im Wasserbad inkubiert. Hiernach wurden die Extrakte für 15 min bei 4 °C 

geschüttelt. Die Zelltrümmer wurden bei 51000 x g und 4 °C für 30 min pelletiert und 

der klare Überstand abgenommen.  

  Für den ERK1/2-MAPK Assay wurden die Zellen vor dem Abschaben mit   

100 µl Ripa Puffer bei 4 °C für 15 min geschwenkt. Das Lysat wurde anschließend mit 

einer Spritze über ein 22 g Kanüle fünfmal angezogen und anschließend für 20 min bei 

4 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 10000 g für 10 min bei 4 °C wurde der 

Überstand abgenommen und die Proteinkonzentration bestimmt.  

  Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 595 nm nach der Methode von Bradford (1976). 

 
 

3.5.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 

 
Die Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-gekoppelten Fusionsproteinen 

aus bakteriellem Extrakt erfolgte durch Affinitätschromatographie über Glutathion-

Sepharose 4B. Hierfür wurde ein prokaryontischer Expressionsvektor des pGEX-

Systems, welcher nach Induktion mit IPTG die entsprechenden cDNAs als 

Fusionsproteine mit einer N-terminal gekoppelten GST-Domäne aus Schistosoma 

japonicum exprimieren, in Bakterien des E. coli Stammes BL21 transformiert.  

  Ein Einzelklon wurde in eine Übernachtkultur in 2 x YT-Medium inokuliert 

und diese am nächsten Tag bis zu einer OD600 von 0,2 herunter verdünnt (ca. 1 l). Beim 

Erreichen einer OD600 von 0,8-1 wurde die Expression der GST-Fusionsproteine durch 

Zugabe von 100 µl 1 M IPTG für 1-2 h induziert. Im Anschluss wurde die Kultur 

gedrittelt und jeweils 1 Aliquot, wie im Folgenden beschrieben, aufgereinigt. Das Pellet 
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wurde in 10 ml NETN-Puffer resuspendiert, 50 µl einer Lysozymlösung (100 mg/ml) 

zugegeben und der Ansatz für 30 min bei 4 °C inkubiert. Um die Bakterien vollständig 

zu lysieren wurden die Proben mit dem Ultraschalldesintegrator (sechsmal für je 10 s; 

Stufe 5) beschallt. Nach einer Zentrifugation (18300 x g, 20 min) wurden 200 µl mit 

NETN-Puffer gewaschene Glutathion-Sepharose hinzugegeben. Diese wurde zuvor 

durch eine 15 min Inkubation mit Milchpulver in NETN-Puffer abgesättigt. Der Ansatz 

wurde 1 h bei 4 °C auf einem Schüttelrad inkubiert und mit NETN-Puffer gewaschen. 

Die an Glutathion-Sepharose immobilisierten Fusionsproteine wurden anschließend in 

200 µl NETN-Puffer resuspendiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm nach der Methode von Bradford 

(1976). Die portionierten GST-Fusionsproteine wurden bei –80 °C gelagert. Zur 

qualitativen Bestimmung der Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden 20 µg in 

10 µl 6 x SDS-Probenpuffer für 5 min gekocht, auf einem SDS-Polyacrylamidgel 

elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung detektiert.  

 
 

 

3.5.3 GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen 
 

Für die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurden zur Absättigung 0,5 mg des 

zellulären Lysats, welches das jeweils überexprimierte Protein aus einer Elektroporation 

enthielt, mit 50 µl Glutathion-Sepharose für 1 h bei 4 °C im Schüttelrad inkubiert. Nach 

einer Zentrifugation bei 110 x g für 3 min und 4 °C wurden die abgesättigten 

Zellextrakte zu 50 µg GST-gekoppelten Fusionsproteine überführt. Die 

Bindungsreaktion erfolgte für 1 h bei 4 °C im Schüttelrad. Hiernach wurden die über 

Glutathion-Sepaharose immobilisierten Fusionsprotein-Protein-Komplexe 

abzentrifugiert (110 x g, 1 min, 4 °C) und fünfmal mit je 1 ml NP-40 Lysepuffer 

gewaschen. Nach Zugabe von 40 µl 6 x SDS-Puffer wurden die Protein-Komplexe für  

5 min gekocht. Zur quantitativen Überprüfung wurden 10 µl der Proben auf ein 12 % 

SDS-Kontrollgel aufgetragen und danach mit Coomassie-Lösung gefärbt. Die 

verbliebenen 30 µl wurden auf ein weiteres 12 % SDS-Gel aufgetragen und 

elektrophoretisch aufgetrennt. Die interagierenden Proteine wurden anschließend mittels 

Immunoblot-Analysen mit spezifischen Antikörpern detektiert (s. Kap. 3.5.5).  
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3.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in 

Polyacrylamidgelen wurde unter denaturierenden Bedingungen im diskontinuierlichen 

Puffersystem nach Laemmli (1970) durchgeführt. Die Trenngele (im Bereich von 12 - 

15 %, C-Wert: 2,7 %) und Sammelgele (5 %, C-Wert: 2,7 %) wurden nach Sambrook et 

al. (1989) angefertigt. Vor der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine 

mit SDS-Probenpuffer vermischt und für 5 min gekocht. Die SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese erfolgte in einer Mini-Protean-II-Dual-SLAB-Kammer.  

 

 

3.5.5 Western Blot 
 

Für den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden diese elektrophoretisch 

aufgetrennt (s. Kap. 3.5.4) und auf eine Nitrocellulose-Membran (Hybond C-extra) 

überführt. Vor Gebrauch wurde die Nitrocellulose-Membran für 5 min in Transferpuffer 

äqulibriert. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte 

anschließend für 90 - 120 min (RT) bei einer Stromstärke von 1,6 mA/cm2 mit der 

„Semi-Dry-Blot“ Apparatur (BioRad). 

  Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose-Membran für 5 min in PBS bzw. 

TBS gewaschen. Anschließend wurde die Membran für 1 h mit PBS- bzw. TBS-T/10 % 

Milchpulver bei RT blockiert und danach in dem entsprechend gleichen Puffer mit dem 

Primärantikörper (Verdünnung 1:200 bis 1:5000, je nach Antikörper) über Nacht 

inkubiert. Hiernach wurde die Membran dreimal für 10 min in PBS/T bzw. TBS/T 

gewaschen und danach mit einem sekundären, Merrettich-Peroxidase konjugierten 

Antikörper, der gegen den Fc-Anteil des Primärantikörpers gerichtet ist, für 1 h in PBS-

T/1% Milchpulver bzw. TBS-T/1% Milchpulver (Verdünnung 1:50000) bei RT 

inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion der Antigen-

Antikörperkomplexe durch das Detektionssystem gemäß den Angaben des Herstellers. 

Für weitere Antikörperreaktionen mit der Membran wurden die bestehenden Antigen-

Antikörperkomplexe durch Inkubation in PBS- bzw. TBS-0,2 % Tween für 10 - 40 min 

bei 70 °C unter leichtem Schütteln dissoziiert. Danach wurde die Membran kurz im 

entsprechenden Puffer gewaschen und einer erneuten Antikörperreaktion unterzogen.  
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3.5.6 Luciferase Reporter Assay 
 

Der Luciferase Reporter Assay wird zur quantitativen Messung der Expression von 

Luciferase in eukaryontischen Zellen, die mit einem für die Photinus pyralis-Luciferase 

codierenden Vektor transfiziert wurden, eingesetzt. 14 h nach einer Transfektion von 

HeLa-Zellen mit liposomaler Transfektionsreagenz in 6-Loch-Zellkulturplatten (s. Kap. 

3.4.2) erhielten die Zellen frisches DMEM-Vollmedium und wurden nach weiteren 49 h 

geerntet. 

  Bei den SRE-Reporterplasmid-Assays in denen eine Stimulierung mit 10 % 

Fötalem Kälberserum (FKS) oder dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) erfolgte, 

erhielten die HeLa-, C33A- bzw. NIH-3T3 Zellen 14 h nach einer Transfektion DMEM-

Medium mit 1,5 % 100 x nicht-essentielle Aminosäuren, 1,5 % einer 2 mM L-

Glutamin-Lösung, 100 µg/ml der Antibiotika Penicillin und Streptomycin und 0,5 % 

Neugeborenen Kälberserum (NKS) (0,5 %iges NKS-DMEM-Medium oder Serum-

reduziertes-Vollmedium). Nach weiteren 24 h erhielten die „hungernden Zellen“ 

DMEM-Vollmedium oder DMEM 0,5 %iges NKS-DMEM-Medium mit 20ng/ ml 

bFGF. Im Weiteren folgte eine Inkubationsdauer von 1 – 9 h und im Anschluss wurden 

die Zellen 2 x mit PBS- gewaschen und nach einer 10 min Inkubation mit 70 µl 

Reporter-Lysis-Puffer (Promega, # E1531) geerntet. Die Proben wurden gevortext und 

bei 20000 x g für 4 min und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 

überführt und als Zellextrakt bei -70 °C aufbewahrt. Die Messung der Luciferase 

Aktivität wurde mit 5 µl der Proben in dem Luminometer Lumat LB 9501 durchgeführt. 

Die jeweiligen Proteinkonzentrationen (Methode nach Bradford, 1976) wurden zu den 

Messwerten mit einbezogen.  

 

 

3.5.7 Immunpräzipitation 
 

Für die Immunpräzipitationen wurden HeLa-Zellen durch Lipofektion transient 

transfiziert (s. Kap. 3.4.2). Die Zellen wurden 48 h nach Transfektionsbeginn mit PBS- 

gewaschen und mit einem Gummischaber von der Zellkulturschale gelöst und 

abzentrifugiert (1500 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde mit Ripa-Puffer (4 °C) 

resuspendiert und dreimal im Wechsel für jeweils 1 min in Stickstoff und anschließend 

für 1 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden die Extrakte für 15 
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min bei 4 °C geschüttelt und im Nachfolgenden bei 51000 x g für 15 min bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Proteinkonzentration mit der 

Bradford-Reagenz bestimmt.  

  0,5 mg der Gesamtzellextrakte wurden mit Ripa-Puffer auf ein Volumen von 1 

ml eingestellt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Zugabe von 0,25 µg 

control IgG (Santa Cruz) und 20 µl  Protein-A/G Plus Agarose bei einer Inkubation für 

30 min und 4 °C im Schüttelrad abgesättigt. Der Überstand wurde nach einer 

Zentrifugation bei 1000 x g und 4 °C für 0,5 min abgenommen und mit dem 

entsprechenden Antikörper (1,5 µg) auf einem Schüttelrad bei 4 °C für 90 min 

inkubiert. Hiernach wurden 20 µl Protein-A/G Plus Agarose hinzupipettiert und der 

gesamte Ansatz für weitere 16 h im Schüttelrad bei 4 °C inkubiert. Die über die Protein-

A/G Plus Agarose immobilisierten Antikörper-Antigen-Komplexe wurden 

abzentrifugiert (1000 x g, 0,5 min, 4 °C) und dreimal mit je 1 ml Ripa-Puffer 

gewaschen. Die Antikörper-Antigen- Komplexe wurden anschließend in 40 µl 2 x SDS-

Puffer für 5 min gekocht und über ein SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch 

aufgetrennt. Die separierten Proteine wurden im Anschluss wie in Kap. 3.5.5 

beschrieben auf Nitrocellulose-membran transferiert und über entsprechende Antikörper 

nachgewiesen. 

 

 

3.5.8 Immunfluoreszenz 
 

Für die Immunfluoreszenz-Untersuchungen wurden HeLa-Zellen wie in Kap 3.4.2 

beschrieben transient transfiziert. Die Zellen wurden 14 h nach der Transfektion in einer 

Zellzahl von 0,5 x 105 Zellen auf sterilen Glasdeckgläschen in 24-Loch-

Zellkulturplatten ausgesät und für 24 h in 0,5 %iges NKS-DMEM-Vollmedium 

inkubiert, (statt 10 % FKS wurden dem DMEM-Medium 0,5 % NKS beigesetzt, vgl. 

Kap 3.5.6). Im Anschluss wurden die „hungernden Zellen“ zur Stimulierung für 2 h in 

0,5 %igem NKS-DMEM-Vollmedium mit 20ng/ ml bFGF inkubiert. Hiernach wurden 

die Deckgläschen mit den angewachsenen Zellen durch kurzes Eintauchen in PBS (RT) 

gewaschen und mit 3 % Paraformaldehyd in PBS für 15 min bei RT fixiert. 

Anschließend wurde das Fixativ entfernt und das Präparat dreimal für je 5 min mit PBS/ 

100 mM Glycin gewaschen. Darauf folgend wurden die Zellen mit 0,1 % Triton X-100 

in PBS für 4 min permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen für je 5 min in PBS 
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wurden die Zellen für 30 min in PBS/ 1 % BSA inkubiert. Im Anschluss erfolgte die 

Inkubation mit dem Primärantikörper in PBS/ 1 % BSA (Verdünnung je nach 

Antikörper 1: 100 bis 1: 200) für 1 h. Nach dreimaligem Waschen (je 10 min in PBS) 

erfolgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper für 1h in PBS/ 1 % BSA 

(Verdünnung 1: 100). Nach einem weiteren Waschgang wurden die Präparate mit 

Mowiol eingedeckt und bis zur Betrachtung mit einem konfokalen Laser-Scanning 

Mikroskop der Firma Leica bei 4 °C aufbewahrt.  

 


