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Ziele der Arbeit 

Zellpenetrierende Peptide (CPPs) haben großes Potential, den zellulären Import einer 

Vielzahl von Molekülen zu unterstützen. Die Entwicklung von hocheffektiven, 

immunologisch unbedenklichen CPPs, die Aufklärung der zellulären Aufnahme und die 

Erhöhung der Stabilität gegenüber Proteasen sind einige Herausforderungen, die die 

Einsatzfähigkeit von CPPs vor allem in vivo untermauern würden. In der vorliegenden 

Arbeit wurden unterschiedliche Projekte bearbeitet, die sich mit den oben genannten 

Fragen auseinandersetzten. In diesem Zusammenhang war es ein Ziel der Arbeit, einen 

kürzlich beschriebenen Aufnahmemechanismus des CPPs R9 weiter zu analysieren. 

Dieser Aufnahmeweg führt konzentrationsabhängig zu einer hocheffektiven 

zytoplasmatischen Aufnahme von R9. Die Erfassung der Kinetik und der beteiligten 

zellulären Strukturen sollte zum Verständnis und zur Optimierung der Peptidaufnahme 

beitragen. 

Weiterhin wurde untersucht, ob die Stabilität von Peptiden durch die Kopplung an ein 

Polymer erhöht werden kann und inwieweit die Bioaktivität der Peptide durch die Kopplung 

beeinflusst wird.  

In einem weiteren Projekt wurde ein neues CPP humanen Ursprungs charakterisiert. Die 

Entwicklung eines effektiven CPPs auf Basis einer im menschlichen Körper 

vorkommenden Peptidsequenz würde das Risiko einer Immunantwort gegen dieses CPP 

senken und wäre somit die Basis für einen unbedenklichen Vektor.
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1. Einleitung 

Fast alle biologischen Prozesse werden über unterschiedliche Mechanismen der 

molekularen Erkennung kontrolliert. So werden in einer Zelle beispielsweise Signalwege 

über spezifische Protein-Protein Interaktionen initiiert oder inhibiert. Die Aufklärung und 

Funktion von Protein-Protein Interaktionen in regulatorischen Prozessen innerhalb der 

Zelle ist unter anderem Gegenstand der zellbiologischen Forschung. Das Wissen vor 

allem über intermolekulare Wechselwirkungen bildet die Grundlage für die gezielte 

Entwicklung neuer pharmakologischer Wirkstoffe. Dabei ermöglicht der ständig größer 

werdende Pool an Datenmengen zu Genom und Proteom immer genauere Informationen 

über Zielstrukturen zu erfahren und somit selektiver gegen sie vorzugehen. Vor allem 

Peptide bieten die Möglichkeit intrazellulär sehr spezifisch zu operieren. So können 

beispielsweise lineare Proteininteraktionsdomänen effektiv und kontrolliert synthetisch 

nachgebildet werden und experimentell eingesetzt werden um die Interaktion von 

Proteinen stören. Die potentiell mannigfaltigen Möglichkeiten, Peptide oder Proteine in 

therapeutischen Verfahren einzusetzen, werden allerdings durch Faktoren wie 

Immunogenität, geringe Stabilität und die limitierte Fähigkeit der Moleküle, die 

Plasmamembran zu passieren, eingeschränkt. Vor allem Größe und Ladung von 

Molekülen sind kritische Parameter, aufgrund derer häufig nur eine geringe intrazelluläre 

Konzentration und somit inadäquate Aktivität erreicht wird. Um die intrazelluläre 

Verfügbarkeit von Wirkstoffen zu erhöhen, werden daher mittlerweile mehrere Strategien 

verfolgt. Darunter fallen unter anderem Techniken, die ein Vektor-Molekül gebrauchen, um 

ein Cargo-Molekül in Zellen zu transportieren. Eine Gruppe solcher Vektoren sind kurze, 

kationische Peptide, sog. zellpenetrierende Peptide (cell penetrating peptides, CPPs), von 

denen gezeigt wurde, dass sie Moleküle ganz unterschiedlicher Größe und Charakteristik 

in Zellen transferieren können. Die hier vorgestellte Arbeit beschäftigt sich mit der 

Untersuchung eines zellulären Aufnahmemechanismus von CPPs, der Bioaktivität eines 

Polymer-CPP-Peptid Konjugats und der Charakterisierung eines neuen CPPs humanen 

Ursprungs. 
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1.1 Zelluläre Aufnahmemechanismen 

1.1.1 Die Plasmamembran 

Die zelluläre Plasmamembran bildet eine semipermeable Grenze zum äußeren Milieu und 

dient dem Schutz sowie der Aufrechterhaltung der inneren Homöostase. Intrazelluläre 

Membranen dienen der Kompartimentierung und Organisation zellulärer Prozesse. 

Biologische Membranen bestehen aus einer Lipid-Doppelschicht, die aus 

unterschiedlichen Lipiden (Cholesterol, Phosphatidylcholine, Sphingomyelin u.a.), 

verschiedenen Proteinen und Lipopolysacchariden zusammengesetzt ist. Die Organisation 

der Zellmembran ist unter dem Namen Flüssig-Mosaik-Modell bekannt geworden [1]. Die 

Zellmembran wird als dynamische, zweidimensionale Lösung beschrieben, in der sowohl 

eine laterale Diffusion der Lipide und Proteine, als auch eine transversale Diffusion der 

Lipide möglich ist. Demnach bildet die Zellmembran keine einheitliche Lipidphase, sondern 

enthält häufig Mikrodomänen aus Cholesterol und verschiedenen anderen Lipiden, sog. 

lipid rafts [2], die beispielsweise Plattformen für Signaltransduktionsprozesse bilden. Im 

folgenden werden Transportprozesse durch die Plasmamembran, die zur Regulation der 

zellulären Homöostase und weiteren wichtigen, zellulären Funktionen beitragen kurz 

dargestellt. 

 

 
 
Abb.1:  Modell der Zellmembran nach dem Flüssig-Mosaik-Modell [1] (Bildquelle: 
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellmembran). 
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1.1.2 Passive Diffusion 

Die passive Diffusion ist ein energieunabhängiger Prozess. Vor allem kleine, lipophile, 

ungeladene Moleküle können entlang eines Konzentrationsgradienten durch die 

Plasmamembran diffundieren. Dabei ist die Diffusionsrate proportional zu dem 

Konzentrationsgradienten und abhängig von der Größe, Löslichkeit und Ladung des 

Moleküls, aber auch von der zu passierenden Membranoberfläche. 

 

1.1.3 Energieunabhängige (Carrier-vermittelte) Diffusion 

Auch bei der Carrier-vermittelten Diffusion ist ein Konzentrationsgradient die treibende 

Kraft. Der Transport unterscheidet sich von der passiven Diffusion vor allem durch seine 

größere Geschwindigkeit, seine Substratspezifität sowie durch eine limitierte Anzahl von 

spezifischen Transportern. Bei einer hohen Substratkonzentration kann somit eine 

Sättigung erreicht werden. Auf diesem Weg werden vor allem organische Moleküle wie 

Zucker und Aminosäuren transportiert. 

 

1.1.4 Energieabhängiger Transport 

Der Transport von Molekülen kann auch gegen ein Konzentrationsgefälle stattfinden, 

verbraucht in diesem Fall aber Energie in Form von ATP. Dazu werden unterschiedliche 

Transporter verwendet, die in folgende Klassen eingeteilt werden können [3]: Zu den 

Transportern der P-Klasse gehören z.B. Ca2+-Pumpen des Sarkoplasmatischen 

Retikulums in Muskelzellen, sowie Na+/K+-Pumpen. Die F- und V-Klasse umfasst 

Protonenpumpen, die beispielsweise für die Regulierung des pH-Werts in Lysosomen 

verantwortlich sind. Transporter der P-, F- und V-Klasse sind also ausschließlich für den 

Transport von Ionen zuständig. Die Transporter der ABC (ATP-binding cassette)-

Superfamilie transportieren neben Ionen auch Peptide und andere kleine Moleküle. Zu 

dieser Familie gehören u.a. der TAP-Transporter (transporter associated with antigen 

processing) und verschiedene MDR (multi drug resistance) Transportproteine [3].  

 

1.1.5 Endozytose 

Endozytose beschreibt den Vorgang der Internalisierung von Molekülen aus dem 

extrazellulären Milieu in die Zelle durch die Abschnürung von Membranvesikeln (Abb. 2). 
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Die endozytotische Aufnahme von großen Partikeln wie z.B. Pathogenen oder toten Zellen 

wird als Phagozytose bezeichnet. In Eukaryoten sind fast ausschließlich Zellen des 

Immunsystems wie Makrophagen, Neutrophile und Monozyten dazu in der Lage [4]. Die 

Aktivierung spezieller Oberflächenrezeptoren auf diesen Zellen und die intrazelluläre 

Signalweiterleitung durch GTPasen der Rho-Familie [5] führt zur Ausbildung von 

Membranvorstülpungen, die einen Partikel umschließen und zur Aufnahme in die Zellen 

führen können.  

Die Aufnahme kleinerer Moleküle wird als Pinozytose bezeichnet und in Makropinozytose, 

Caveolae-vermittelte Endozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose, sowie in Caveolae- und 

Clathrin- unabhängige Endozytose unterschieden [6]. Auch bei der Makropinozytose bildet 

die Zelle, vermittelt über GTPasen der Rho-Familie und das Aktinzytoskelett, 

Membranausstülpungen. Diese umschließen allerdings keine Partikel, sondern kollabieren 

nach kurzer Zeit und fusionieren wieder mit der Zellmembran. Dabei bilden sich Vesikel 

(Makropinosomen, > 500 nm), die große Mengen extrazellulärer Flüssigkeit enthalten. 

Makropinozytose kann in vielen Zellen durch eine Reihe von Signalen, wie z.B. 

Wachstumsfaktoren induziert werden. Die Funktionen sind vielfältig und reichen von der 

Regulation von Signalmolekülen an der Zelloberfläche bis zur Antigenpräsentation 

aktivierter dendritischer Zellen [7].  

Eine weitere Form der Endozytose stellt die Caveolae-vermittelte Aufnahme dar. Als 

Caveolae werden Cholesterin- und Sphingolipid-reiche Mikrodomänen bezeichnet. Sie 

bilden 50-80 nm große, flache Membraninvaginationen in glykolipidreichen Regionen, in 

welchen diverse Rezeptoren und Transporter konzentriert sind [8]. Auf molekularer Ebene 

sind sie durch das Vorkommen von Caveolin-1 definiert [9]. Ähnlich wie lipid rafts 

verhalten sich Caveolae stabil gegenüber Detergenzien [10]. Die Internalisierung von 

Caveolae wird durch eine Kinase-vermittelte Umorganisation des Aktinzytoskeletts und die 

GTPase Dynamin begleitet [11]. Caveolae vermitteln die Aufnahme von diversen 

Molekülen wie z.B. Sphingolipiden, bakteriellen Toxinen (Cholera-Toxin B) und Viren 

(Simian Virus 40, Echo Virus 1) [11-13].  

Clathrin-vermittelte Endozytose (CME clathrin-mediated endocytosis) erfolgt 

rezeptorvermittelt in allen Säugerzellen. CME ist u.a. essentiell in der Entwicklung von 

Organismen, moduliert Signaltransduktionsprozesse und reguliert die zelluläre 

Homöostase [14;15] Beginnend mit der Aufkonzentrierung von Rezeptor-Ligand-

Komplexen in der Zellmembran erfolgt intrazellulär die Rekrutierung von Adapterproteinen. 

Sie verbinden die Rezeptor-Ligand-Komplexe mit Proteinen der Clathrinhülle und legen 
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die Region der CME durch Interaktionen mit Membranproteinen fest [16]. Der weitere 

Aufbau der Clathrinhülle führt zur Formierung und Invagination der Membran. Diese 

Einstülpungen, sog. coated pits werden u.a. durch die GTPase Dynamin in Membrannähe 

abgeschnürt.  

Unter Caveolin- und Clathrin- unabhängiger Endozytose versteht man unterschiedliche 

Aufnahmewege, die noch unvollständig charakterisiert sind und keinem der vorher 

genannten Aufnahmewege zugeordnet werden können.  

Alle endozytotischen Mechanismen benötigen Energie, sind sättigbar und durch 

spezifische Inhibitoren hemmbar. 

 

 
 
Abb. 2: Verschiedene endozytotische Aufnahmewege [6]. 

 

 

1.2. Transfermethoden 

Die Untersuchung oder Modulation intrazellulärer Prozesse kann heutzutage in vitro sehr 

effektiv und selektiv durchgeführt werden. Dabei stellen beispielsweise siRNA (small 

interfering RNA), Plasmide und andere Drug-like Moleküle wertvolle Werkzeuge dar, die 

aber häufig ihren Weg in die Zelle kaum finden. Darum wurden Techniken entwickelt, die 

einen effizienten Transfer von Molekülen in Zellen erlauben. In diesem Kapitel sollen nun 

einige gängige Transfermethoden kurz vorgestellt werden. Man kann die 

Transferstrategien in drei unterschiedliche Gruppen einteilen (s. Tab. 1).  

 

 

 

 

 



Einleitung 
 

7 

Tabelle 1: Zelluläre Transfektions-Techniken (modifiziert nach [17;18]). 

Direkter Transfer Transfer durch transiente 
Membranpermeabilisierung 

Carrier-vermittelter Transfer 

Mikroinjektion Elektroporation Virale Vektoren 

 Detergenzien Liposomen 

 Gene-Gun Zellpenetrierende Peptide 

 Sonoporation Magnetofektion 

 Laserbestrahlung  

 

1.2.1 Direkter Transfer 

Die Mikroinjektion ist die am häufigsten verwendete Methode, um Material direkt in den 

Kern oder das Zytoplasma von Zellen zu transferieren. Dabei wird das Material mit einer 

feinen Glaskapillare in die Zellen injiziert. Die Vorteile der Methode sind eine hohe 

Transfereffektivität, kompartimentspezifischer Transfer und eine hohe Überlebensrate der 

Zellen. Die Methode ist allerdings technisch aufwendig und kann nur für eine begrenzte 

Zahl von Zellen eingesetzt werden [17;19;20].  

 

1.2.2 Transfer durch transiente Membranpermeabilisierung 

Diese Methoden haben gemein, dass sie kurzzeitig kleine Poren in der Zellmembran 

generieren. Dies geschieht z.B. durch eine kurze Belichtung mit einem Laserstrahl [21], 

durch Hochspannungsimpulse bei der Elektroporation [22], oder durch den Einsatz von 

Ultraschallwellen bei der Sonoporation [23]. Alle diese Methoden sind sehr effizient. 

Allerdings ist den Methoden auch gemein, dass die Zellen sehr harschen Bedingungen 

ausgesetzt werden und die Sterberate der Zellen erhöht ist. 

 

1.2.3 Carrier-vermittelter Transfer 

Der Carrier-vermittelte Transfer beruht auf der Kombination eines zellpermeablen 

Moleküls (carrier) mit dem zu transferierenden Molekül (cargo). Dabei kann das Cargo-

Molekül kovalent oder nicht-kovalent an den Carrier gebunden sein oder, wie im Fall von 

Liposomen, sogar eingeschlossen werden. Der Carrier-vermittelte Transfer kann in zwei 

Klassen unterteilt werden, den viralen und den nicht-viralen Transfer. Die meisten viralen 
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Vektoren stammen von Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierten Viren, Lentiviren oder 

Herpes Simplex Viren ab und werden für den Transfer von DNA eingesetzt [24]. Dafür 

werden DNA-Abschnitte, die verantwortlich für die virale Replikation sind, durch die zu 

transferierenden DNA ersetzt. Der Transfer mit viralen Vektoren verläuft äußerst effizient. 

Allerdings ist die Herstellung aufwändig und der in vivo Gebrauch potentiell gefährlich. 

Durch unterschiedliche DNA-Rekombinationsvorgänge können replikationsfähige Viren 

wiederhergestellt, bzw.  starke inflammatorische und immunologische Antworten 

hervorgerufen werden. Außerdem kann die zufällige Insertion der Transfer-DNA in die 

Ziel-DNA Mutationen und somit maligne Transformationen hervorrufen [25-27]. In der 

Klasse der nicht-viralen Vektoren bilden kationischen Lipide und Liposomen eine große 

Gruppe, die für den Transfer von Nukleinsäuren (Lipoplexe) [28], Proteinen [29] und 

Chemotherapeutika [30] eingesetzt wurden. Dabei besteht die Strategie darin, die negative 

Ladung von z.B. Nukleinsäuren abzuschirmen und Komplexe mit positiver Ladung 

herzustellen. Diese erlauben eine Interaktion mit der negativ geladenen Zelloberfläche und 

werden internalisiert. Wegen ihres membranähnlichen Aufbaus gelten Liposomen als sehr 

biokompatibles Transfersystem. Die Aufnahme der Liposomen verläuft vor allem über 

endozytotische Mechanismen [31;32]. Liposomen zeigen eine geringere Immunogenität 

als virale Vektoren und können einfacher produziert werden. Außerdem gibt es für sie 

kaum eine Größeneinschränkung bezüglich des Cargo-Moleküls [25]. Ein weiterer Vorteil 

ist, dass die Lipide kovalent mit spezifischen Molekülen versehen werden können und 

dadurch selektiv die Aufnahme in bestimmte Zellen vermitteln können [33-35]. Nachteile 

sind die eingeschränkte Stabilität, geringe Aufnahmeeffizienz und die schnelle Elimination 

aus dem Blut. Außerdem kann der Transfer von Liposomen zu Störungen im Lipid-

Metabolismus der Zellen führen.  

Alle hier vorgestellten Transferstrategien werden erfolgreich in vitro eingesetzt. Für den in 

vivo Einsatz fehlen allerdings noch Strategien, welche die Kriterien eines effektiven, nicht 

toxischen und einfach zu produzierenden Transfermoleküls erfüllen. Diesbezüglich haben 

sich zellpenetrierende Peptide als eine Klasse von Carrier-Molekülen mit sehr 

interessanten Eigenschaften herausgestellt. 
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1.3 Zellpenetrierende Peptide (CPPs) 

1.3.1 Herkunft und Struktur zellpenetrierender Peptide  

Im Jahr 1988 beobachteten Frankel und Green unabhängig voneinander, dass exogenes 

HIV-1 Tat-Protein in Zellen translozieren und den HIV-1 Promotor transaktivieren kann 

[36;37]. Etwas später wurde die für die Translokation verantwortliche Domäne als eine 

kurze, basische Sequenz von Position 49 bis 58 des HIV-1 Tat-Proteins identifiziert [38]. 

1991 zeigten Joliot et al. dass ein 60 Aminosäuren langes Peptid (pAntp), 

korrespondierend zur Homöodomäne des Drosophila melanogaster Antennapedia 

Proteins, Zellen penetrieren kann. Nach Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen stellten 

Derossi et al. 1994 ein auf 16 Aminosäuren gekürztes, zellpenetrierendes, basisches 

Peptid aus der dritten Helix des Antennapedia Proteins vor und nannten es Penetratin 

[39]. Diese Arbeiten stellen wohl den Ursprung des Forschungsgebiets der 

zellpenetrierenden Peptide dar. Bis heute sind über hundert verschiedene Peptide 

bekannt. Ausgehend von ihrer Herkunft kann man sie in unterschiedliche Familien 

unterteilen (s. Tab. 2).  

 
Tabelle 2: Darstellung eines repräsentativen Ausschnitts verschiedener CPP-Familien und Modell-

Cargoproteinen (modifiziert aus [40]). 

Name Herkunft Sequenz Ref. Cargo/Ref. 

Tat Familie 
Tat (48-60) 

 

HIV-1 Protein 

 

GRKKRRQRRRPPQQ 

 

[36;41-

44] 

 

β-Galaktosidase 

[41] 

Oligoarginine Tat Derivate Rn [45-48] Cyclosporin A [49] 

Penetratin Familie 
Penetratin 

 

Antp Homöodom. 

 

RQIKIWFQNRRMKWKK 

 

[39;50-

52] 

 

Polo-box [56] 

pIsl Isl-1 Homöodom. RVIRVWFQNKRCKDKK [53-55] Biotin/Avidin [54] 

Chimäre CPPs 
Transportan 

 

MPG Peptide 

Pα 

 

 

Galanin-Mastoparan 

 

 

gp41-SV40 

 

 

GWTLNSAGYLLGKINLK-

ALAALAKKIL 

 

GALFLGFLGAAGSTMG-

AWSQPKKKRKV 

 

[57-59] 

 

 

[60;61] 

 

GalR1 (antisense) 

[59;62] 

 

Fluorophor 



Einleitung 

10 

Peptide aus AMP 
Buforin 2 

 

Krötenmagen 

 

TRSSRAGLQWPVGRV-

HRLLRK 

 

[63;64] 

 

GFP [64] 

SynB Protegrin 1 RGGRLSYSRRRFSTST-

GR 

[65;66] Doxorubicin [66] 

Peptide aus hum. 
Calcitonin 
hCT (9-32) 

 

 

humanes Calcitonin 

 

 

LGTYTQDFNKFHTFPQ-

TAIGVGAP 

 

 

[67-69] 

 

 

GFP [67] 

hCT (9-32)-br humanes Calcitonin, 

SV40 

LGTYTQDFNKFHTFPQ-

TAIGVGAPAFGVGPDE-

VKRKKKP 

[70;71] GFP [70] 

 

Andere CPPs 
pVEC 

 

murines VE-Cadherin 

 

LLIILRRRIRKQAHAHSK 

 

[72;73] 

 

Fluorophor [72] 

VP22 HSV-1 Protein DAATATRGRSAASRPT-

ERPRAPARSASRPRRP-

VE 

[74;75] GFP [74] 

AMP: Antimikrobielles Peptid 

 

Im allgemeinen werden als zellpenetrierende Peptide kurze Peptide mit einer Länge 

zwischen 5 und 30 Aminosäuren benannt, die die Fähigkeit haben Zellmembranen zu 

passieren. Dabei besitzen sie häufig kationische sowie amphiphatische Eigenschaften 

[76;77]. CPPs werden für den zellulären Import von unterschiedlichen Cargomolekülen 

eingesetzt, darunter sind u.a. Proteine und Peptide [78;79], antisense Peptidnukleinsäuren 

(PNA) [80], Plasmid-DNA [81] und Liposomen [82;83]. Die Flexibilität von CPPs 

verschiedenste Moleküle zu transportieren macht sie besonders attraktiv für den Einsatz 

als Vektor für pharmakologisch relevante Wirkstoffe. Schwarze et al. konnten 1999 dieses 

Potential von CPPs in vivo zeigen, als sie Mäusen ein Tat-β-Galactosidase-Konstrukt 

intraperitoneal applizierten und daraufhin die Aktivität des Enzyms in fast allen Geweben 

nachweisen konnten [41].  

 

1.3.2 CPPs und zelluläre Aufnahmemechanismen 

Bis 2003 wurde allgemein angenommen, dass CPPs die Plasmamembran durch einen 

nicht-endozytotischen Aufnahmeweg passieren. Dem zu Grunde lagen Arbeiten, die 
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gezeigt hatten, dass CPPs die Plasmamembran in einem Energie- und Temperatur-

unabhängigen Prozess durchqueren [38;39;84]. Diese Sichtweise änderte sich mit einer 

Arbeit von Richard et al. 2003, in der gezeigt wurde, dass die damals üblichen Protokolle 

zur Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie zu Fehlinterpretationen der 

Versuchsergebnisse führten. Die standardmäßig durchgeführte Fixierung von Zellen für 

mikroskopische Analysen führte zu einer artifiziellen Verteilung der CPPs innerhalb der 

Zellen. Außerdem zeigten Richard et al., dass für durchflusszytometrische Analysen eine 

Trypsin-Behandlung der Zellen notwendig ist, um extrazellulläres, membranständiges 

Peptid zu lösen [85]. Seitdem ist die Frage nach der zellulären Aufnahme von CPPs 

wieder Gegenstand vieler Arbeiten und Diskussionen. Es zeichnet sich ab, dass 

verschiedene endozytotische Aufnahmewege an der Internalisierung von CPPs beteiligt 

sind [71;86-88]. Im folgenden wird kurz der Stand der Forschung bezüglich der Aufnahme 

von Tat, Polyargininen und Penetratin wiedergegeben 

 

Tat und Polyarginine 
Für Tat und CPPs aus der Polyarginin Familie wird inzwischen Makropinozytose als 

zellulärer Aufnahmeweg favorisiert. Diese wird durch die Bindung der Peptide an 

Zuckerketten auf der Zelloberfläche über einen noch unbekannten Weg induziert [86;89]. 

Dabei sind die Arginine für die Aufnahme besonders wichtig. Es konnte gezeigt werden, 

dass der Austausch von Argininen in Tat, oder die Verkürzung eines Polyarginin-Peptides 

eine Verringerung der Aufnahme zur Folge hat [48]. Vor allem die Guanidinium-Gruppen 

der Arginine spielen bei Interaktionen mit der Zelloberfläche eine wichtige Rolle [90]. Auf 

zellulärer Seite sind Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) höchstwahrscheinlich 

mitverantwortlich für die Peptidaufnahme von Tat und Polyargininen [91;92]. Weiterhin 

konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass der Einsatz von Makropinozytose-

Inhibitoren wie Amilorid oder CytochalasinD die Aufnahme von Tat und Polyargininen stark 

reduziert [86;89;93;94]. Außerdem scheint die GTPase Rac, die für die Organisation des 

Zytoskeletts bei der Makropinozytose wichtig ist, auch für die Transduktion von Peptiden 

aktiv sein zu müssen [92;95]. Es sollte allerdings auch erwähnt werden, dass der 

Makropinozytose-Inhibitor Amilorid die zelluläre Aufnahme von Tat und R9 in Abhängigkeit 

der extrazellulären Peptidkonzentration verstärken kann [88]. 
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Abb. 3: Modell zur zellulären Aufnahme von argininreichen Peptiden (http://pubs.acs.org/cgi-
bin/abstract.cgi/bichaw/2007/46/i02/abs/bi0612824.html) 

 
Penetratin 
Auch Penetratin wird über Endozytose in Zellen aufgenommen [96;97]. Wichtig für die 

zelluläre Aufnahme von Penetratin scheinen vor allem die Tryptophane zu sein. Ihr 

Austausch beispielsweise zu Phenylalanin reduziert die Aufnahme deutlich [39]. 

Biophysikalische Studien haben gezeigt, dass Penetratin stärker mit Lipid-Vesikeln 

interagiert als Tat-Peptide [98;99] und dass dafür Tryptophane verantwortlich sind [100]. 

Die Frage, ob Penetratin nach Anlagerung an eine Zellmembran (intrazellulär in einem 

Vesikel oder extrazellulär) zur Translokation fähig ist, wurde versucht mit einer Reihe von 

Experimenten zu beanworten. Diese zeigten, dass in artifiziellen Membransystemen ein 

Durchtritt von Penetratin unter unterschiedlichen Bedingungen, wie z.B. entlang eines pH-

Gradienten möglich ist [101-103]. Untersuchungen mit Zellen allerdings haben ergeben, 

dass es wie für die Polyarginine und Tat, auch für Penetratin Hinweise auf eine Beteiligung 

von HSPG an der Internalisierung gibt [104;105]. Experimente mit Inhibitoren haben 

gezeigt, dass an der Aufnahme die drei Wege, Makropinozytose, Clathrin-vermittelte 

Endozytose und Caveolae-vermittelte Endozytose, beteiligt sind [88]. Grundsätzlich ist bei 

der Verwendung von CPPs zu beachten, dass die jeweiligen Aufnahmewege der 

einzelnen Peptide nicht genau bekannt sind und dass sich der Aufnahmeweg in 

Abhängigkeit eines Cargo-Moleküls ändern kann [106]. Für Fluoreszein-markiertes 

Penetratin konnte z.B. eine transiente Membrandestabilisierung festgestellt werden, die 

ohne den Farbstoff oder ein biotinyliertes Penetratin nicht beobachtet wurde [107].  
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1.3.3 CPPs und drug delivery 

Der Einsatz von CPPs als Vektoren ist eine erfolgversprechende Strategie zell-

impermeablen Molekülen eine verbesserte Aufnahme und Bioverfügbarkeit zu verleihen. 

Dabei wird die Bioverfügbarkeit eines CPP-Cargo Konstrukts v.a. durch die Art der 

zellulären Aufnahme bestimmt. Bei einem endozytotischen Aufnahmeprozess wird das 

Konstrukt innerhalb eines Vesikels (Endosom) in die Zelle transportiert. Anschließend 

verschmelzen die Endosomen mit hydrolytisch aktiven Kopartimenten (Lysosomen), aus 

denen die CPP-Cargo Konstrukte nur begrenzt freigesetzt werden [108] wodurch eine 

hohe Konzentration eines intakten Konstrukts im Zytoplasma oder Zellkern nur bedingt 

erreicht werden kann. Es gibt aber Hinweise, dass CPPs beispielsweise, ähnlich wie 

einige bakterielle Toxine, nach einem retrograden Transport von den endosomalen 

Kompartimenten durch das Trans-Golginetzwerk und das endoplasmatische Reticulum in 

das Zytoplasma [97] oder nach lokaler Membrananreicherung durch einen noch nicht 

vollständig charakterisierten Weg sehr effektiv ins Zytoplasma gelangen [88]. Außerdem 

gibt es Strategien, die eine Freisetzung von CPPs aus den endosomalen Kompartimenten 

fördern. Ein Beispiel ist die Fusion eines CPPs mit der pH-sensitiven HA-Domäne des 

Influenza Virus, die in einem sauren Milieu ihre Konformation ändert und die endosomale 

Membran destabilisiert [89]. CPPs zeigen nicht nur eine große Promiskuität bezüglich der 

Cargo-Moleküle, sondern sie sind auch einfach und unter hohen Qualitätsmaßstäben zu 

synthetisieren. Auch wenn bis heute genaue Daten vieler CPPs zu pharmakologisch 

relevanten Parametern fehlen und vor allem die Stabilität skeptisch beurteilt wird, so gibt 

es doch erste erfolgversprechende Studien zum Einsatz von CPPs in vivo. So konnten 

unter anderem Gusarova et al. in einem Mausmodell zeigen, dass ein Konjugat aus D-

Nona-Arginin und einem Tumorsuppressor-Peptid aus dem ARF-Protein (alternative 

reading frame) nach intraperitonealer Applikation die Tumorgröße, Proliferation und 

Angiogenese stark reduzierte [109]. Obwohl viele Studien das Potential von CPPs als 

Vektoren zeigen, so werden nur selten klinisch relevante Formen der Applikation wie in 

den beiden folgenden Arbeiten gewählt. Rothbard et al. testeten in einem Dermatitis 

Mausmodell die Wirksamkeit eines R9-Cyclosporin-Konjugates (PsorBan) nach topischer 

Applikation. Diese Substanz befand sich in klinischen Studien zur Behandlung von 

Patienten mit Schuppenflechte [49]. Weiterhin konnte die Wirksamkeit eines Tat-PKC-δ 

Inhibitor Konjugates (KAI-9803) nach intrakoronarer Injektion zur Behandlung von akuten 

Herzinfarkten gezeigt werden [110;111]. Aktuell wird eine Phase IIb Studie von KAI-9803 

für Ende 2008 geplant. Diese Studien zeigen die vielfältigen Möglichkeiten von CPPs in 
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der Entwicklung und Applikation von CPP-Wirkstoff-Konstrukten. Die weitere Optimierung 

von CPPs in Bezug auf metabolische Stabilität [112], zelluläre Aufnahme [113;114] und 

Gewebespezifität [115-117] werden das Potential von CPPs erhöhen und ihren Einsatz 

zunehmend attraktiv gestalten. Gleichzeitig sind allerdings noch umfangreiche Daten von 

in vivo-Studien zur Pharmakokinetik und -dynamik, als auch zur Sicherheit von CPPs 

notwendig, um ihre Einsatzfähigkeit zu untermauern [118]. 

 

1.3.4 CPPs und Polymere 

Viele in der Klinik verwendeten Wirkstoffe sind kleine Moleküle (< 500 g/mol), die eine 

kurze Halbwertszeit im Blutkreislauf aufweisen und schnell aus dem Körper eliminiert 

werden. Oftmals diffundieren sie schnell in gesundes Gewebe und verteilen sich im 

ganzen Körper. Als Konsequenz erreicht nur ein Bruchteil der Substanz seinen 

Bestimmungsort und die Therapie wird, aufgrund der für einen effektiven Einsatz 

notwendigen hohen Dosen der Wirkstoffe, von Nebenwirkungen begleitet. Diese Nachteile 

wirken sich besonders aus, wenn die Wirkstoffe wie beispielsweise Chemotherapeutika 

und Immunsuppressiva, nur einen engen therapeutischen Index aufweisen [119]. Der 

Einsatz von Polymeren als Trägermoleküle für pharmakologische Wirkstoffe ist eine 

Strategie, die Effizienz von Therapeutika zu verbessern. Durch die Anbindung an ein 

Polymer kann die Löslichkeit eines Wirkstoffs erhöht und die Zugänglichkeit gegenüber 

Proteasen oder anderen abbauenden Enzymen z.B. im Plasma reduziert werden. Die 

Bindung an ein Polymer ändert zudem die Verteilungs- und Aufnahmeeigenschaften des 

Wirkstoffes. Durch das größere Molekulargewicht werden die Polymerkonstrukte von den 

Zellen über Endozytose aufgenommen und bieten durch zusätzliche Kopplung eines 

Liganden z.B. die Möglichkeit einer gezielten Anbindung an einen bestimmten Rezeptor, 

wodurch die Immunogenität des Wirkstoffs reduziert und der therapeutische Index erhöht 

werden kann. Außerdem zirkulieren Polymerkonstrukte länger im Blutkreislauf als kleine 

Wirkstoffe, die häufig innerhalb von Minuten aus dem Blut herausgefiltert werden [120]. 

Eine Reihe von Polymer-Wirkstoff Konstrukten befinden sich bereits in unterschiedlichen 

klinischen Phase der Erprobung (s. Tabelle 3).  
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Tabelle 3: Polymer-Konjugate in klinischen Phasen (modifiziert nach [119;120]).  

Konstrukt Name klinische 
Phasen 

Indikation 

Polyglutamat-

Paclitaxel 

CT-2103; 

Xyotax 

III verschiedene Krebsarten, v.a. 

Ovarial- und Lungenkrebs 

Polyglutamat-

Camptothecin 

CT-2106 I verschiedene Krebsarten 

HPMA-copolymer-

Doxorubicin 

PK1; 

FCE28068 

II verschiedene Krebsarten, v.a. Brust- 

und Lungenkrebs  

HPMA-copolymer- 

Paclitaxel 

PNU166945 I verschiedene Krebsarten 

Dextran-Doxorubicin AD-70; 

DOX-OXD 

I verschiedene Krebsarten 

PEG- Camptothecin Prothecan II verschiedene Krebsarten 

  

Für die Verwendung als Wirkstoffträger sollte ein Polymer idealerweise wasserlöslich, 

nicht toxisch und nicht immunogen sein. Des Weiteren sollte der Träger mehrere 

funktionelle Gruppen für die Anbindung des Wirkstoffes haben [121]. Eines der ersten 

Polymere, die als Träger untersucht wurden, war das N-(2-(Hydroxypropyl)methacrylamid 

Co-polymer (HPMA) [122;123]. HPMA wurde vor allem von der Gruppe um Jindrich 

Kopeček analysiert und etabliert. Dort wurde zuerst die Kombination eines CPPs mit 

HPMA bezüglich zellulärer Aufnahme untersucht. Kopeček verwendete ein mit Tat 

konjugiertes HPMA, um den zellulären Import von HPMA in das Zytoplasma und den 

Nukleus einer humanen Ovarialkarzinom-Zelllinie zu dirigieren. Er ging noch einen Schritt 

weiter und zeigte den Transport auch für ein Polymerkonjugat bestehend aus HPMA-Tat 

und Doxorubicin [124;125]. Die Bioaktivität dieses Konstrukts zeigte Kopeček in seinen 

Arbeiten allerdings nicht. Im Ergebnisteil dieser Arbeit werden die zelluläre Aufnahme und 

die Aktivität eines pro-apoptotischen HPMA Konjugates gezeigt. 
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1.4 Apoptose 

Apoptose bezeichnet den programmierten Tod einer Zelle [126]. Apoptose ist während der 

Entwicklung (Morphogenese) von allen mehrzelligen Organismen und in der 

Aufrechterhaltung von Zellverbänden adulter Organismen essentiell, da sie zur 

Verjüngung von Geweben oder Eliminierung entarteter Zellen beiträgt. Nach der Induktion 

des apoptotischen Programmes erfährt die Zelle eine Reihe morphologischer 

Veränderungen [127]. Das im Nukleus befindliche Chromatin kondensiert und die DNA 

wird schließlich in Fragmente geschnitten. Die Zelle beginnt sich abzurunden und zu 

schrumpfen. Die Membranasymmetrie geht verloren und die in vitalen Zellen nach innen 

ausgerichteten Phosphatidylserine werden auf der Membranaussenseite präsentiert [128]. 

Es bilden sich blasenartige Membranausstülpungen (membrane blebs), die sich als 

apoptotic bodies von der Zelle lösen. Diese werden schließlich von phagozytierenden 

Zellen aufgrund charakteristischer Oberflächenmarker aufgenommen, ohne eine lokale 

Entzündungsreaktion auszulösen [129]. Auf molekularer Ebene wird Apoptose v.a. über 

die Aktivität von proteolytischen Enzymen, sog. Caspasen, definiert. Caspasen sind 

Cysteinproteasen, die bevorzugt C-terminal nach der Aminosäure Aspartat schneiden 

(Cysteinyl-Aspartasen). Man unterscheidet zwischen Initiator- und Effektor-Caspasen. 

Caspasen werden von der Zelle als katalytisch inaktive Zymogene (Pro-Caspasen) 

produziert und während der Apoptose proteolytisch aktiviert. Abhängig vom Stimulus kann 

Apoptose über zwei Wege initiiert werden, den extrinsischen, Rezeptor-vermittelten Weg, 

oder den intrinsischen, Streß-vermittelten Weg. Der extrinsische Weg wird durch die 

Bindung eines Liganden an einen sog. Todesrezeptor (z.B. CD95) eingeleitet. Die 

Aktivierung des Rezeptors vermittelt die zytoplasmatische Organisation des sog. DISC 

(death inducing signalling complex) [130].  
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Abb. 4: Übersicht zur Regulation von Apoptose [131]. 

 

Der Komplex bildet eine Plattform und rekrutiert Pro-Caspase-8, die aufgrund der 

räumlichen Nähe nun in der Lage ist, sich autokatalytisch zu aktivieren (induced-proximity 

model) [132-134]. Die aktivierte Caspase-8 (Initiator-Caspase) schneidet und aktiviert 

anschließend u.a. Caspase-3 (Effektor-Caspase), die durch ihre Aktivität den Zelltod 

einleitet. An der Regulation des intrinsischen Wegs sind Proteine der Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2) Familie beteiligt, deren Mitglieder den programmierten Zelltod auslösen oder 

verhindern können. Zu den anti-apoptotischen Proteinen gehören beispielsweise Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-w und Mcl1. Zu den pro-apoptotischen Proteinen zählen u.a. Bax, Bak, und 

Bok (Bax-like sub family), sowie Bad, Bid, Bim, Noxa und Puma (BH3-only proteins) [135]. 

Für die Aktivierung der Apoptose-Induktion innerhalb des intrinsischen Wegs gibt es zwei 

Modelle. Vereinfacht dargestellt beschreibt ein Modell die Aktivierung von Bax und Bak 

durch eine direkte Interaktion mit Aktivatoren (Bim, tBid) [136]. Dem anderen Modell liegt 
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eine indirekte Aktivierung von Bax und Bak zu Grunde. Dabei wird die Inhibition von Bax 

und Bak durch die Interaktion der Aktivatoren mit den Inhibitoren aufgehoben [137;138]. 

Der intrinsische Weg wird durch eine Reihe von Stimuli ausgelöst (DNA-Schäden, 

Aktivierung eines Onkogens), die letztlich zu einer Freisetzung verschiedener Proteine aus 

dem Intermembranraum von Mitochondrien führen [139]. Dazu gehören Cytochrom c, 

Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of apoptosis / direct (IAP)-binding 

protein with low pI), AIF (apoptosis inducing factor), EndoG (endonuclease G), and 

OMI/HTRA2 (high temperature requirement protein A2) [140]. Im Zytoplasma bindet und 

aktiviert Cytochrom c das Protein APAF1 (apoptotic protease activating factor 1). In 

Gegenwart von ATP oder dATP bilden sie das sog. Apoptosom [141-144]. Dieser Komplex 

rekrutiert und aktiviert Pro-Caspase-9 und löst damit eine Kaskade von 

Caspaseaktivierungen aus. Auch der extrinsische Weg kann zur Freisetzung von 

mitochondrialen Proteinen führen. Dabei spaltet Caspase-8 das Protein BID, das 

anschließend die Freisetzung der oben genannten Proteine aus den Mitochondrien auslöst 

[145;146]. Das freigesetzte Smac/DIABLO ist ein pro-apoptotisches Protein, das die 

Freisetzung und Aktivierung von Caspasen fördert. Dazu interagiert es mit einer Gruppe 

von Proteinen, welche die Apoptose durch eine direkte Bindung an Caspasen inhibieren, 

sog. IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) [147]. Die funktionelle Einheit der IAPs bildet 

dabei die BIR- (baculovirus IAP repeat) Domäne. Ein Protein aus dieser Familie, das XIAP 

(X-linked IAP) beinhaltet drei dieser Domänen, die unterschiedliche Funktionen 

übernehmen. Die Linkerregion zwischen den Domänen BIR1 und BIR2 inhibiert die 

Caspasen-3 und -7, während die BIR3-Domäne selektiv Caspase-9 inhibiert [148;149]. Für 

Smac/DIABLO konnte gezeigt werden, dass die vier N-terminalen Aminosäuren AVPI 

homolog zu dem Bindungsmotiv von Caspase-9 an XIAP sind. Dabei bindet die erste 

Aminosäure Alanin in der hydrophoben Tasche der BIR3-Domäne und bildet 

Wasserstoffbrücken mit benachbarten Aminosäuren von XIAP aus. Die 3 folgenden 

Aminosäuren interagieren mit den umgebenden hydrophoben Resten der BIR3-Domäne 

[150]. Smac/DIABLO ist also in der Lage, mit Caspase-9 um die Bindung an die BIR 

Domäne zu kompetitieren und für einen Anstieg von freier Caspase-9 im Zytoplasma zu 

sorgen.  
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1.5 Lactoferrin und Lactoferrinrezeptoren 

Humanes Lactoferrin ist ein ca. 80 kDa großes eisenbindendes Glykoprotein, das aus 703 

Aminosäuren aufgebaut ist [151]. Es wird vor allem von epithelialen Geweben gebildet und 

ist in nahezu allen Körperflüssigkeiten, vor allem in Muttermilch nachweisbar [152]. 

Lactoferrin übernimmt insbesondere  immunmodulatorische Aufgaben. Es erfüllt wichtige 

Funktionen der angeborenen Immunität durch die Ausübung antifungizider, antiviraler und 

antimikrobieller Eigenschaften [153]. Dafür ist neben der Bindung und Abreicherung von 

Eisen im Gastrointestinaltrakt [154] die direkte Interaktion mit Pathogenen verantwortlich 

[155]. Im menschlichen Gastrointestinaltrakt kann durch Pepsin ein 49 Aminosäuren 

langes, antimikrobiell sehr aktives Peptid (Lactoferricin) vom N-Terminus des Lactoferrins 

abgespalten werden. Das Peptid bildet eine Schleife, die durch Disulfidbrücken zwischen 

den Cysteinen an Position 20/37 und 10/46 stabilisiert wird [156]. NMR-Studien haben 

gezeigt, dass humanes Lactoferricin in wässriger Lösung die Struktur einer naszierenden 

Helix annimmt, in einem membranähnlichen Lösungsmittel sogar teilweise eine Struktur, 

die zu der Gesamtstruktur des Proteins korrespondiert. Dabei bleibt die α-helikale 

Konformation des N-Terminus erhalten und die β-Faltblatt-Struktur des C-Terminus geht 

verloren [157]. Ähnlich wie zahlreiche Peptide, die antimikrobielle Aktivität besitzen, zeigt 

die Struktur des Lactoferricins hydrophobe und positiv geladene Oberflächenareale.  

Lactoferrinrezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der verschiedenen 

Funktionen von Lactoferrin. Die ersten Ergebnisse zu Lactoferrinrezeptoren beruhten auf 

Bindungsstudien von humanem Lactoferrin an Dünndarmzellen. 1979 konnten Cox et al. 

die Anwesenheit von Lactoferrinrezeptoren und den hLF vermittelten Eisentransport im 

Dünndarm nachweisen [158]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass unterschiedliche 

Gewebe und Zelltypen verschiedene Lactoferrinrezeptoren exprimieren, deren Aktivität 

vom vorhandenen Zelltyp abhängig ist [159]. Auf Lymphozyten beispielsweise findet die 

Expression des Lactoferrinrezeptors nur nach Aktivierung der Zellen statt und fördert die 

Reifung und Proliferation von B- und T-Lymphozyten in Anwesenheit von Lactoferrin 

[160;161]. Für die Interaktion von hLF mit den Lactoferrinrezeptoren auf Lymphozyten und 

Thrombozyten konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Schleifen-bildenden 

Aminosäuren nahe des N-Terminus an der Bindung beteiligt sind [162]. Untersuchungen 

mit Jurkat-Zellen haben gezeigt, dass vor allem Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

dem hLF Rezeptor und hLF eine wichtige Rolle bei der Interaktion spielen. Nach der 

Bindung an den Rezeptor wird der hLF Rezeptor-Komplex internalisiert, teilweise im 

endosomalen Kompartiment abgebaut und hLF wieder freigesetzt [163].  
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Tabelle 4 zeigt einen Ausschnitt von unterschiedlichen humanen Geweben und Zellen, die 

Lactoferrinrezeptoren exprimieren und die jeweilige Funktion des Rezeptors. 

 
Tabelle 4: Funktionen humaner Lactoferrinrezeptoren (modifiziert nach [164]). 

Gewebe Spezies Ligand Funktion Ref. 

Dünndarm Mensch  

(Kleinkind) 

hLF Eisenaufnahme [165] 

Monozyten Mensch hLF Interaktion mit CD14 [166] 

Lymphozyten Mensch hLF Lymphozytenreifung [160;161] 

Thrombozyten Mensch  hLF Inhibition der 

Thrombozytenaggregation 

[167] 
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2. Material 

2.1 Geräte 

Laser Scanning Mikroskop LSM 510  Zeiss, Jena 

Epifluoreszenz Mikroskop Axiovert 100  Zeiss, Jena 

Durchflusszytometer FACSCalibur  BD Biosciences, Heidelberg 

Elektroporations-Impulsgenerator   

EPI 2500      Fischer, Heidelberg 

CO2-Inkubator     Heraeus, Hanau 

Sicherheitswerkbank    Integra Biosciences, Fernwald 

Zentrifuge 5417R     Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Megafuge 1.0 R   Heraeus, Hanau 

Lichtmikroskop Telaval 31    Carl Zeiss, Göttingen 

Mikroplatten Spektrophotometer   Molecular Devices, GMI; SpectramMax 340

       Minnesota, USA 

Spektrophotometer Ultraspec 2000  Pharmacia Biotech, Freiburg 

Lumineszenz Spektrometer LS50B  Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut,  

       USA 

pH Meter pH526 Multical    WTW, Weilheim 

analytische HPLC     Waters, Eschborn 

analytische Trennsäule (Nucleosil 100 C18, Grom, Herrenberg 

5 µm Korngröße, 250 x 2 mm) 

präparative HPLC     Gilson, Bad Camberg 

präparative Trennsäule (Nucleosil 300 C18,  Grom, Herrenberg  

10 µm Korngröße, 250 x 20 mm) 

MALDI-TOF-MS     Hewlett Packard, Palo Alto, USA 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml-Reaktionsgefäße  Sarstedt, Nümbrecht 

15 ml-Röhrchen, PP    Sarstedt, Nümbrecht 

50 ml-Röhrchen, PP    Sarstedt, Nümbrecht 

24-Loch-Gewebekulturplatten   Sarstedt, Nümbrecht 
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96-Loch-Gewebekulturplatten   Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturflaschen    Sarstedt, Nümbrecht 

Elektroporationsküvette, 4 mm   Peqlab, Erlangen 

Kryoröhrchen     Nunc, Wiesbaden 

Pipettenspitzen     Sarstedt, Nümbrecht 

Petrischalen      Sarstedt, Nümbrecht 

8 Kammer Mikroskopieplatten    

(chambered coverslips)    Nunc, Wiesbaden 

Pipetten      Greiner Bio One, Frickenhausen 

FACS Röhrchen 0,6 ml PS   Greiner Bio One, Frickenhausen 

Plastikküvetten     Sarstedt, Nümbrecht 

CELLocate 5245 Deckgläser   Eppendorf, Hamburg 

(Seitenlänge der Quadrate: 55 µm) 

 

2.3 Chemikalien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, 

von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Buchs) und Sigma 

(Steinheim) bezogen. 

 

2.4 Medien und Reagenzien 

Zellkulturreagenzien und Farbstoffe 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazoliumbromid (MTT)    SIGMA ALDRICH, Deisenhofen 

Dimethylsulfoxid      SIGMA ALDRICH, Steinheim 

Fötales Kälberserum (FCS, fetal calf serum)  PAN Biotech, Aidenbach 

Propidium-Iodid Calbiochem, Bad Soden 

RPMI 1640 Medium  mit stabilem L-Glutamin  PAN Biotech, Aidenbach 

und 2,0 g/l Na2HCO3 

Triton X100       SIGMA ALDRICH, Steinheim 

Trypanblau       SIGMA ALDRICH, Steinheim 

Trypsin/EDTA Lösung 0,05%/0,02% (w/v)  PAN Biotech, Aidenbach 
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Enzyme, Enzymsubstrate und Inhibitoren 

2-(Difluoromethyl)ornithin (DFMO)   SIGMA ALDRICH, Steinheim 

Caspase 3 Substrat (Ac-DEVD-AMC)   Calbiochem, Bad Soden 

Cytochalasin D      Calbiochem, Bad Soden 

Heparinasen (I, II, III)     SIGMA ALDRICH, Deisenhofen  

Pan-Caspase Inhibitor (zVAD-fmk)   Bachem, Heidelberg 

Phalloidin Alexa Fluor 633     Invitrogen, Karlsruhe 

Rottlerin       Calbiochem, Bad Soden 

 

Antikörper, Proteine und Polymer 

Annexin V Alexa Fluor 647 Konjugat   Invitrogen, Karlsruhe 

anti-human-HSPG Antikörper (HS4C3) erhalten von Toin von 

mit VSV tag [168] und Kuppevelt (Radboud University 

phage-display-derived single chain Nijmegen Medical Centre, 

Maus anti-VSV-G Anikörper (clone P5D4)   Nijmegen, Netherlands)    

Maus anti-human aktivierender Fas Antikörper  Upstate, Hamburg 

(clone CH11) 

Streptavidin Alexa 488 Konjugat    Invitrogen, Karlsruhe 

Zenon Maus IgG1       Mobitech, Göttingen 

Alexa Fluor 647 labeling Kit  

Hydroxypropylmethacrylamid (HPMA), voraktiviert Polymer Laboratories, Shropshire, 

United Kingdom 

 

 

2.5 Puffer und Lösungen 

PBS 137 mM NaCl 

2,7 mM KCl  

8,1 mM Na2HPO 

1,5 mM KH2PO4 

pH 7,2 

 

PBS/BSA PBS mit BSA (0,1% (w/v)) 
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Tris/HCl: 100 mM Tris  

pH 8,8 

 

Permeabilisierungspuffer : PBS mit Triton X100 (0,1% (w/v)) 

 

Lysepuffer: 20 mM Tris 

 150 mM NaCl 

 1mM EDTA 

1% Triton X100 

pH 7,7 

Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim)  

 

Protease Aktivitätspuffer: 20 mM HEPES 

 10 mM Dithiothreitol 

10% Glycerol 

100 mM NaCl 

pH 7,5 

 

Annexin-Bindungspuffer:  10 mM HEPES 

 140 mM NaCl 

2.5 mM CaCl2 

pH 7,4 

 

Bradford Protein Assay Kit  BIO-RAD, München 

 

Einfriermedium RPMI 1640 Medium  mit stabilem L-Glutamin und 2,0 g/l 

Na2HCO3, 20% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS, 

 10% (v/v) DMSO 
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2.6 Peptide  

Alle Peptide wurden von der Firma EMC microcollections (Tübingen) bezogen. 

 
Tabelle 5: Peptide, die in Experimenten verwendet wurden. 

Peptide Sequenz 

R9   Fluo-RRRRRRRRR-CONH2 

Antennapedia Fluo-RQIKIWFQNRRMKWKK-CONH2 

Tat   Fluo-YGRKKRRQRRR-CONH2 

hLF   Fluo-KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR-CONH2 

M1   Fluo-KCFQWQRNMRKVRGPPVSC-CONH2 

M2   Fluo-KSFQWQRNMRKVRGPPVSSIKR-CONH2 

M3   Fluo-KCFQWQRNMRKVR-CONH2 

M4   Fluo-     FQWQRNMRKVRGPPVS-CONH2 

M5   Fluo-      QRNMRKVRGPPVSCIKR-CONH2 

M6   Fluo-      QRNMRKVR-CONH2 

biotinyliertes hLF Biotin-Aminohexan-KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR-CONH2 

Smac-R9 AVPIAQK-RRRRRRRRR-εK(Fluo)-CONH2 

BIDBH3  EDIIRNIARHLAQVGDSMDRSI-εK(Fluo)-CONH2 

mBIDBH3 EDIIRNIARHAAQVGASMDRSI-εK(Fluo)-CONH2 

BIDBH3-R9 EDIIRNIARHLAQVGDSMDRSI-RRRRRRRRR-εK(Fluo)- CONH2 

mBIDBH3-R  EDIIRNIARHAAQVGASMDRS-RRRRRRRRRI-εK(Fluo)- CONH2

 

Alle Peptide wurden C-terminal amidiert (-CONH2). Die AVPIAQK- und BIDBH3- Peptide 

waren N-terminal nicht acetyliert. Fluo ist die Abkürzung für 5(6)- Carboxyfluoreszein. 
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2.7 Peptid-Polymer-Konjugate 

Tabelle 6: Peptid-Polymer-Konjugate, die in Experimenten verwendet wurden. 

Konjugat Sequenz 

HPMA-BIDBH3 HPMA-CEDIIRNIARHLAQVGDSMDRSI-εK(Fluo)- CONH2 

HPMA-mBIDBH3 HPMA-CEDIIRNIARHAAQVGASMDRSI-εK(Fluo)- CONH2 

R9-HPMA-BIDBH3* RRRRRRRRRYC-HPMA-CEDIIRNIARHLAQVGDSMDRSI-

εK(Fluo)- CONH2 

R9-HPMA-

mBIDBH3* 
RRRRRRRRRYC-HPMA-CEDIIRNIARHAAQVGASMDRSI- 

εK(Fluo)- CONH2 

R9-HPMA-C* RRRRRRRRRYC-HPMA-CεK(Fluo)- CONH2 

* Die Kopplung der Peptide an HPMA erfolgte immer über ein N-terminales Cystein (s. Abb. 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 5: HPMA gekoppelt mit den Peptiden R9 und BIDBH3 

 

Das kommerziell erhältliche, voraktivierte Hydroxypropylmethacrylamid-Copolymer 

Poly(HPMA-co-methacrylate-Gly-Gly-p-nitrophenylester) diente als  

Ausgangsmaterial. Es hat eine lineare Struktur und ein Molekulargewicht von ca. 28,5 

kDa. Pro Molekül sind ca. 12,5 reaktive Gruppen vorhanden. Die Synthese und Analyse 

der HPMA-Peptid-Konugate wird in 3.9.4 beschrieben 
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2.8 Zellen 

HeLa Zellen humane, epitheliale Zelllinie, etabliert aus einem Zervixkarzinom. Die 

Zellen wurden bezogen von der American Type Culture Collection 

(ATCC Nummer: CCL2) 

Jurkat Zellen humane T-Zell-Leukämie Zelllinie. Die Zellen wurden bezogen von der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 

(DSMZ Nummer: ACC 282). 
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3. Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Zellkultivierung 

Die Tumorzelllinien Jurkat und HeLa wurden in RPMI 1640-Medium (+10% FCS) bei 37°C 

und 5% CO2 kultiviert. Die Zellen wurden in einer Dichte von ca. 0,3x106/ml in 

Zellkulturflaschen mit 75 cm² Bodenfläche eingesät und ca. alle 3 Tage subkultiviert. Dazu 

wurden 4 ml Zellsuspension mit 20 ml frischem Medium aufgefüllt. Zum Passagieren der 

HeLa-Zellen wurde das Medium abgesaugt und 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung 0,05%/0,02% 

(w/v) zugegeben. Die abgelösten Zellen wurden in 7 ml RPMI 1640-Medium 

aufgenommen und für 3 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, 

die Zellen in frischem Medium resuspendiert und 20% der Zellen in eine neue 

Zellkulturflasche ausgesät. 

 

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Zum Einfrieren wurden die Zellen gewaschen und in einer Konzentration von 5x106 

Zellen/ml in Einfriermedium (RPMI 1640-Medium + 10% FCS + 10% DMSO) 

aufgenommen. Anschließend wurde je 1 ml der Zellsuspension in Kryoröhrchen überführt, 

bei -80°C eingefroren und nach 1-2 Tagen auf flüssigen Stickstoff überführt. Beim 

Auftauen der Zellen wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspension zügig erwärmt und 

sofort in vorgewärmtes Medium überführt wurde. Nach einmaligem Waschen in RPMI 

1640-Medium wurden die Zellen in 5 ml Medium in 25 cm²-Zellkulturflaschen eingesät und 

bei gutem Wachstum nach 2-3 Tagen in 75 cm²-Zellkulturflaschen überführt.  

 

3.2 Durchflusszytometrie 

3.2.1 Durchflusszytometrische Messung der zellulären Peptidaufnahme 

Zur quantitativen Bestimmung der intrazellulären Fluoreszenz wurden Zellen mit einem 

Durchflusszytometer analysiert. Dazu wurden die Zellen 30 min mit dem jeweiligen Peptid 
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bei 37°C inkubiert, anschließend zweimal mit Medium gewaschen und 5 min mit 

Trypsin/EDTA inkubiert, um extrazellulär gebundenes Peptid zu lösen [85]. Dann wurden 

die Zellen erneut gewaschen, in PBS resuspendiert und analysiert. Lebende Zellen 

wurden anhand von Zellgröße (forward scatter, FSC) und Zellgranularität (sideward 

scatter, SSC) als definierter Bereich zusammengefasst und zur Analyse ausgewählt. 

 

3.2.2 Durchflusszytometrische Messung der Apoptose 

Der Nachweis von apoptotischen Zellen innerhalb einer Zellpopulation erfolgte durch 

Anfärbung von Phospatidylserinen an der Zelloberfläche. Extrazellulär präsentierte 

Phosphatidylserine sind Markermoleküle für den programmierten Zelltod und können 

spezifisch mit Annexin V angefärbt werden. Im Anschluss an den jeweiligen Versuch 

wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und in einem Annexin -Bindungspuffer 

zu einer Dichte von ca. 1x106 Zellen/ml resuspendiert. Zu einem Volumen von 150 µl 

Zellsuspension wurden 5 µl des Annexin V Alexa Fluor 647 Konjugats pipettiert. Nach 15-

minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen in 300 µl Annexin–

Bindungspuffer aufgenommen, in FACS-Röhrchen überführt, auf Eis gestellt und sofort 

analysiert. 

 

3.3 Mikroskopie 

3.3.1 Analyse der intrazellulären Peptidverteilung  

Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden an einem inversen LSM510 Laser  Scanning 

Mikroskop mit einem Plan-Apochromat 63 x 1.4 N.A. Objektiv durchgeführt. Zur Anregung 

standen zwei Helium Neon-Laser und ein Argon Ionen-Laser zur Verfügung. 

Untersuchungen zur intrazellulären Peptidverteilung fanden immer an lebenden und nicht 

fixierten Zellen statt. Für die Analyse wurden Zellen in einer Dichte von 4x104 einen Tag 

vor dem Experiment in 8 Kammer Mikroskopieplatten eingesät und in RPMI 1640 mit 10% 

FCS kultiviert. Für die Detektion von Fluoreszein-markierten Peptiden wurde der Argon-

Laser mit folgenden Filtereinstellungen genutzt: HFT/UV 488 Strahlteiler in Kombination 

mit einem BP 505-550 band pass Filter. Für die parallele Detektion von Fluoreszein-

markierten Peptiden und Alexa Fluor 633, bzw. Alexa Fluor 647 Konjugaten wurden der 

Argon- und Helium Neon-Laser mit folgenden Filtereinstellungen genutzt: HFT/UV 
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488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem NFT 545 Strahlteiler und einem BP 

505-530 band pass Filter für Fluoreszein und einem LP 650 long path Filter für die Alexa 

Fluor 633, bzw. Alexa Fluor 647 Konjugate. Für die Aufnahme von Zeitserien wurden die 

jeweiligen Moleküle direkt am Mikroskop zugegeben und deren Aufnahmekinetik bei 

Raumtemperatur verfolgt.  

 

3.3.2 Immunfluoreszenz 

Für die Färbung von Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) wurden Zellen in einer Dichte 

von 4x104 einen Tag vor dem Experiment in 8 Kammer Mikroskopieplatten eingesät und in 

RPMI 1640 mit 10% FCS kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen für 6 Stunden bei 

37°C mit Heparinasen (Heparinase I, II, III (10 U/ml, 5 U/ml, 2 U/ml) in Medium inkubiert 

oder unbehandelt gelassen. Anschließend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS/BSA 

gewaschen und mit einem anti-HSPG Antikörper (α-HS4C3) auf Eis inkubiert. Nach der 

Inkubation wurden die Zellen erneut mit eiskaltem PBS/BSA gewaschen. Als 

Sekundärantikörper wurde ein anti-VSV Antikörper (P5D4) genutzt, welcher zuvor am Fc –

Teil mit einem Zenon Alexa Fluor 647 konjugierten Fab-Fragment nach Herstellerangaben 

markiert wurde. Nach 60 minütiger Inkubation der Zellen mit dem Sekundärantikörper auf 

Eis wurden die Zellen erneut mit PBS/BSA gewaschen und mit konfokaler Laser Scanning 

Mikroskopie analysiert. 

Für die Färbung des Aktinzytoskeletts wurden Zellen in einer Dichte von 4x104 einen Tag 

vor dem Experiment in 8 Kammer Mikroskopieplatten eingesät und in RPMI 1640 mit 10% 

FCS kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen am Mikroskop mit peptidhaltigem 

Medium inkubiert und die Peptidaufnahme beobachtet. Bei Auftreten von Nucleation 

Zones wurden die Zellen sofort zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 4% PFA 

bei Raumtemperatur für 1 h fixiert. Anschließend wurde die fixierten Zellen zweimal mit 

PBS gewaschen und für 15 min mit einem Permeabilisierungpuffer aufgeschlossen. 

Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen, für 30 Minuten mit PBS/BSA (1% (w/v)) 

inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen für 20 min mit einer 

Phalloidinlösung (1U Alexa 633 Phalloidin) inkubiert,  zweimal mit PBS gewaschen und mit 

konfokaler Laser Scanning Mikroskopie analysiert. 
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3.3.3 Elektronenmikroskopie 

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie sollten Strukturen (Nucleation Zone) untersucht 

werden, die im Zusammenhang mit einem raschen Peptideintritt in die Zelle stehen. Dazu 

wurde jeweils ein Glasträger (CELLocate 5245, Eppendorf) in eine Kammer einer 24 

Kammerplatte gelegt, HeLa-Zellen in die Kammer ausgesät und kultiviert. Waren die 

Zellen zu ca. 70% Konfluenz auf dem Glasträger gewachsen, wurde der Träger aus der 

Kammerplatte entnommen und am konfokalen Laser Scanning Mikroskop eingespannt. 

Die Zellen wurden am Mikroskop mit peptidhaltigem Medium inkubiert und die 

Peptidaufnahme beobachtet. Bei Auftreten einer Nucleation Zone wurden die Zellen sofort 

zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 4% PFA bei Raumtemperatur für 30 min 

fixiert. Anschließend wurde die fixierten Zellen noch einmal mikroskopiert, um den Erfolg 

der Fixierung zu kontrollieren. Die fixierten Zellen wurden bei 4°C gelagert und am MPI für 

Entwicklungsbiologie von Herrn Dr. H. Schwarz weiterverarbeitet. Dabei wurden die Zellen 

mit 1% Osmiumtetraoxid in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) für 1 Stunde auf Eis 

behandelt, mit Wasser gewaschen und für 1 Stunde bei 4°C mit 1% Uranylazetat inkubiert. 

Anschließend wurden die Proben durch Behandlung mit Ethanol dehydriert und in Epon 

eingebettet. Für die Elektronenmikroskopie wurden die Proben geschnitten, mit 

Uranylazetat und Bleizitrat gefärbt.  

 

3.4 Elektroporation 

Pro Elektroporationsküvette wurden 500 µl Zellsuspension mit einer Konzentration von 

1x107 Zellen/ml elektroporiert. Die Peptide wurden unmittelbar vor der Elektroporation zu 

den Zellen gegeben. Der Impuls wurde für 10 ms bei 300 V gegeben. Nach der 

Elektroporation ruhten die Zellen für 15 Minuten bei Raumtemperatur und wurden 

anschließend in Medium gewaschen und entsprechend dem Experiment verwendet. 

 

3.5 Messung der Zellvitalität mit MTT 

Zur Bestimmung der Zellvitalität wurden HeLa-Zellen in 96-Kammerplatten mit einer Dichte 

von 1,5x104/Kammer eingesät und für ca. 24 Stunden kultiviert. Die zu testende Substanz 

wurde dann für einen Zeitraum von 6-24 Stunden zu den Zellen pipettiert. Im Anschluss 

wurde der Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in 
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einer Konzentration von 1 mg/ml für ca. 4 Stunden zu den Zellen gegeben. Der Nachweis 

der Zellvitalität beruhte auf der Umsetzung des gelben wasserlöslichen MTT in ein blau-

violettes, wasserunlösliches Formazan. Anschließend wurde das Formazan in einer SDS-

Lösung (10% (w/v) in 10 mM HCl) solubilisiert und die Absorption in jeder Kammer bei 

einer Wellenlänge von 570 nm photometrisch bestimmt 

 

3.6 Inkubation von Zellen mit Inhibitoren 

Für die Analyse der zellulären Peptidaufnahme wurden sowohl Endozytoseinhibitoren als 

auch Enzyminhibitoren verwendet. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Zellen mit 

dem jeweiligen Inhibitor in der jeweils angegebenen Konzentration für 30 Minuten bei 37°C 

vorinkubiert. Anschließend  wurden die Zellen gewaschen und mit peptidhaltigem Medium 

in Gegenwart des jeweiligen Inhibitors bei 37°C für weitere 30 Minuten inkubiert, zweimal 

mit Medium gewaschen und für die Mikroskopie oder Durchflusszytometrie vorbereitet. 

 

3.7 Messung der Caspase-3 Aktivität 

Für den Nachweis von Caspase-3 Aktivität wurden Zellen geerntet, zweimal in PBS 

gewaschen und lysiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von ca. 100 µl detergenzhaltigem 

Puffer pro 1x106 Zellen (pelletiert) und einer Inkubation der Zellen für 30 Minuten auf Eis. 

Anschließend wurden die Proben mit 20800 g bei 4°C zentrifugiert. Die Überstände 

wurden abgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. Vor der 

Verwendung der Zelllysate wurde die Proteinkonzentration in den Lysaten mit Hilfe eines 

Bradford Protein-Assay Kits bestimmt. Für den Versuch wurden 30 µg Protein aus dem 

Zelllysat mit Proteaseaktivitätspuffer zu einem Endvolumen von 120 µl gemischt. Direkt 

vor der Messung wurden zu der jeweiligen Probe 1,2 µl Caspase-3 Substrat (Ac-DEVD-

AMC, 2 µM) zugegeben. Die Probe wurde gut durchmischt und in einem 

Lumineszenzspektrometer vermessen. Während der Messung wurden die übrigen Proben 

auf Eis gestellt. Nach der ersten Messung wurden die Ansätze für 1 oder 2 Stunden bei 

37°C inkubiert und anschließend erneut vermessen. Die Aktivität der Caspase-3 ist durch 

die Freisetzung des Farbstoffes Aminomethylcumarin (AMC) und der damit verbundenen 

Änderung des Emissionsmaximums von AMC gut bestimmbar. Die Anregung mit einer 

Xenonlampe erfolgte bei 380 nm. Es wurde ein Emissionspektrum von 400 nm bis 550 nm 

aufgenommen und die Emission bei 440 nm bestimmt.  



Methoden 
 

33 

3.8 Peptide  

3.8.1 Peptidanalytik 

Vor der experimentellen Verwendung wurde die Reinheit der Peptide durch analytische 

HPLC-Messungen bestimmt. Dazu wurde ein Gerät der Firma Waters, bestehend aus der 

Steuerungseinheit 600S, der Pumpeneinheit 626, dem UV-Detektor 486 sowie dem 712 

WISP Autosampler, eingesetzt. Als Laufmittel diente Wasser/0,1% TFA (Laufmittel A) und 

ACN/0,1% TFA (Laufmittel B). Für die Trennungen wurde ein Gradient von 10% Laufmittel 

B auf 100% Laufmittel B bei einer Flussrate von 3 ml/min innerhalb von 30 min gefahren. 

Die UV-Detektion erfolgte bei 214 nm. Betrug die Reinheit nicht mindestens 95% wurden 

die Peptide mit präparativer HPLC-Trennung aufgereinigt. Dazu wurde ein Gerät der Firma 

Gilson mit der Pumpeneinheit 321, dem UV/VIS Detektor 156, und dem Fraktionssammler 

202 eingesetzt. Die Trennung der Proben wurde auf einer präparativen Trennsäule unter 

Benutzung der gleichen Laufmittel wie bei der analytischen HPLC durchgeführt. Die 

Identität der Peptide wurde mit einem MALDI-TOF-Massenspektrometer überprüft. Dazu 

wurden der Reihe nach 0,5 µl einer Matrixlösung (20 mg 2,5-Dihydroxyacetonphenon und 

5 mg Ammoniumcitrat in 1 ml 80% Isopropanol) und 0,5 µl der zu analysierenden 

Substanz (gelöst in ACN/Wasser 1:1) auf einen Goldträger pipettiert und im Vakuum 

eingedampft. Die Ionisierung erfolgte in einem Vakuum von 1,33x10-4 Pa durch 

Laserbeschuss mit einer Energie von ca. 10 µJ. Das Signal setzte sich aus mindestens 20 

Beschüssen im single shot Modus zusammen. 

 

3.8.2 Peptidlagerung 

Peptide wurden in DMSO zu einer Konzentration von 5-10 mM gelöst, aliquotiert und bei -

20°C gelagert. 

 

3.8.3 Konzentrationsbestimmung von Peptidlösungen 

Für die Konzentrationsbestimmung von fluoreszent markierten Peptiden wurde die 

Peptidlösung mit Tris/HCl-Puffer 1:1000 oder 1:500 verdünnt und die optische Dichte der 

Lösung bei 492 nm gemessen. Die Konzentration wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen 

Gesetz bestimmt. 

Eλ=ελ * c * d * Verdünnungsfaktor 
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Nach Umstellung der Formel ergibt sich die Konzentration c(mol/l) der Lösung als Quotient 

aus der Extinktion E492 nm geteilt durch den molaren Extinktionskoeffizienten von 

Fluoreszein εFluoreszein (75000 l/mol
-1

* cm
-1

) multipliziert mit der Küvettenschichtdicke d1 cm und 

dem entsprechenden Verdünnungsfaktor der Peptidlösung. 

Nicht fluoreszent markierte Peptide wurden eingewogen und zu einer Konzentration von 5-

10 mM in DMSO gelöst 

 

3.8.4 Synthese von HPMA-Peptid-Konjugaten 

Die Herstellung und Analyse der HPMA-Peptid-Konjugate wurde von Herrn Ivo Robert 

Ruttekolk durchgeführt. Dabei diente das voraktivierte Hydroxypropylmethacrylamid-

Copolymer Poly(HPMA-co-methacrylate-Gly-Gly-p-nitrophenylester) als Ausgangs-

material. Für die Kopplung von Peptiden auf das HPMA wurde das Verfahren der nativen 

chemischen Ligation verwendet [169]. Moleküle mit einem N-terminalen Cystein lassen 

sich nach diesem Verfahren mit hoher Chemoselektivität und unter milden chemischen 

Bedingungen an ein anderes Molekül koppeln. Die Beladung des HPMA-Polymers mit 

Peptiden wurde mit analytischer Gelfiltration-Chromatographie und 

Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie (FCS) analysiert. Die Stöchiometrie der Beladung 

wurde mit FCS untersucht. 

 

3.9 CD-Spektroskopie 

Die Aufnahmen der CD-Spektren wurden an einem JASCO J-810 Spectropolarimeter von 

Herrn Ivo R. Ruttekolk durchgeführt. Dabei wurden die Proben in einer 1 mm Quarzküvette 

bei einer Konzentration von 50 µM/ml in PBS vermessen.  
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4. Ergebnisse und Diskussion 

4.1 Untersuchungen zur zellulären Peptidaufnahme von R9 

Am Beispiel von R9, Tat und Penetratin konnte gezeigt werden, dass CPPs in 

Abhängigkeit ihrer extrazellulären Konzentration auf unterschiedliche Art von Zellen 

aufgenommen werden können (Abb. 6 A-C) [88]. Dabei fiel vor allem ein effektiver, 

zytoplasmatischer Import von R9 und Tat auf. Der erste Abschnitt des Ergebnisteils 

befasst sich mit der Analyse der zellulären Peptidaufnahme von R9. Die gezeigten Daten 

konzentrieren sich auf die Aufnahmekinetik von R9 und die Charakterisierung von 

hochaktiven Membranbereichen, die bei der Aufnahme von R9 bei hohen extrazellulären 

Peptidkonzentrationen beteiligt sind.  

 

4.1.1 Konzentrationsabhängige Aufnahme und intrazelluläre Verteilung von CPPs 

Für Zellen, die für 30 Minuten mit steigenden Peptidkonzentrationen von R9 und Tat 

inkubiert wurden, konnte eine interessante Beobachtung gemacht werden. Neben einem 

vesikulären Fluoreszenzsignal zeigten die Zellen ab einer gewissen Peptidkonzentration 

für beide Peptide eine starke und homogene Fluoreszenz im Zytoplasma. Dabei fand 

häufig eine Aufkonzentrierung der Fluoreszenz im Zellkern statt (Abb. 6 B-C). Dies konnte 

für HeLa-Zellen, aber auch für Jurkat, MC57, CHO und primäre humane dendritische 

Zellen gezeigt werden (nicht gezeigt). Ein zytotoxischer Effekt der Peptide als Ursache für 

das starke zytoplasmatische Signal konnte nach Testung der Membranintegrität mit 

Propidium-Iodid und der Zellvitalität mit MTT ausgeschlossen werden (Abb. 6 D, E).  
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Abb. 6: Unterschiedliche zelluläre Lokalisation in Abhängigkeit der Konzentration von verschiedenen 
CPPs. (A-C) HeLa-Zellen wurden für 30 Minuten mit unterschiedlich konzentrierten Peptidlösungen 

inkubiert, gewaschen, mit Trypsin/EDTA gelöst, anschließend erneut gewaschen und mit 

Durchflusszytometrie analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. (D) HeLa-Zellen wurden mit R9 [20 

µM] in Gegenwart von PI [5 µg/ml] für 20 Minuten inkubiert. Um einen Verlust der Membranintegrität zu 

simulieren wurde die Zellmembran durch Zugabe von Tween 0,5% (v/v) permeabilisiert (untere Reihe) und 

nach 15 Minuten wurden die Zellen mit konfokaler Laser Scanning Mikroskopie analysiert. (E) HeLa-Zellen 

wurden mit unterschiedlich konzentrierten Peptidlösungen inkubiert. Nach 6 Stunden wurde die Zellvitalität 

durch einen MTT Test bestimmt. 

 

4.1.2 Effektive Aufnahme von R9 über räumlich begrenzte Membranregionen 

Die enorme Effizienz des zellulären Peptidimports bei hohen Peptidkonzentrationen sollte 

durch die Beobachtung der Aufnahmekinetik am Beispiel von R9 näher untersucht 

werden. Dafür wurden HeLa-Zellen mit R9 [20 µM] inkubiert und der Import mit konfokaler 

Laser Scanning Mikroskopie verfolgt. Das erste Bild wurde ca. 60 Sekunden nach der 

Peptidzugabe aufgenommen. Anschließend wurde alle 30 Sekunden ein weiteres Bild des 

selben Ausschnitts akquiriert. So konnten in manchen Zellen 1-2 Membranregionen mit 

besonders starker Fluoreszenz detektiert werden. Von diesen Regionen breitete sich die 

Fluoreszenz sehr schnell ins Zytoplasma aus und reicherte sich auch im Nukleus an (Abb. 

7A). Diese hochaktiven Internalisierungszonen wurden Nucleation Zones (NZ) genannt. 

Zellen, in denen keine NZ auftraten, zeigten häufig auch keine Fluoreszenz im Zytoplasma 

oder Zellkern. Somit konnte gezeigt werden, dass der effiziente Aufnahmeweg von dem 

Auftreten der NZ abhängig ist und die zytoplasmatische Fluoreszenz bei hohen 

Peptidkonzentrationen auf einem eigenen Aufnahmeweg beruht.  

Als nächstes wurde die Kinetik der Peptidaufnahme in einzelnen Zellen analysiert. Um die 

Aufnahme über einen langen Zeitraum verfolgen zu können, wurde beonders darauf 

geachtet, eine Sättigung der Fluoreszenzdetektion zu vermeiden. Dafür wurde der 
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Versuch mit weniger sensitiven Mikroskopeinstellungen wiederholt und die 

aufgenommenen Bilder anschließend softwareunterstützt analysiert.  
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Abb. 7: Die schnelle Aufnahme von R9 geht von räumlich begrenzten Membranregionen aus. (A) 

HeLa-Zellen wurden mit peptidhaltigem Medium [20 µM] bei Raumtemperatur inkubiert und die Aufnahme 

mit konfokaler Mikroskopie beobachtet. Die vier Bilder zeigen die Situation nach 1, 5, 10, und 15 Minuten der 

Peptidzugabe. (B) Bilder aus einer weiteren Zeitserie. Die Bilder korrespondieren zu dem Graphen aus Abb. 

7C (*). Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. (C) Fluoreszenzzunahme im Zeitverlauf innerhalb definierter 

regions of interest (ROI) in einzelnen Zellen aus der Zeitserie gezeigt in Abb. 7B. Für den mit einem Stern 

markierten Graphen korrespondieren die weißen Messpunkte mit den in Abb. 7B markierten NZ. (D) NZ mit 

gleichzeitiger Ausbildung und Abschnürung einer Membranausstülpung. Die Zeitpunkte sind in den Bildern 

wiedergegeben. Der Maßstabsbalken entspricht 10 µm. 

 

Dabei wurde die Fläche einer Zelle als ROI (region of interest) definiert und die Zunahme 

der Fluoreszenz in der ROI über die Zeit graphisch dargestellt. So konnte gezeigt werden, 

dass in beinahe allen Zellen, die Peptide über eine NZ aufnahmen, das Fluoreszenzsignal 

nach gewisser Zeit eine Plateauphase erreichte (Abb. 7 C). Dabei variierte die Höhe des 

Fluoreszenzsignals, in der die Plateauphase erreicht wurde, zwischen Zellen sehr stark.  

Auch die Zeit bis zur Ausbildung einer NZ variierte innerhalb der Zellpopulation. In einem 

Fall dauerte es 10 Minuten bis zur Ausbildung von NZ, in einem anderen dauerte es nur 4 

Minuten. Interessanterweise fand die Aufnahme in einigen Fällen nicht kontinuierlich, 

sondern schrittweise statt. Dabei hatten die einzelnen Schritte eine ähnliche Kinetik und 
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Höhe. Korreliert man die Zunahme der zellulären Fluoreszenz (Abb. 7 C) mit den 

Bildsequenzen (Abb. 7 B), erkennt man, dass die Bildung von NZ zumindest für einige 

Zellen mit der schrittweisen Zunahme einherging und die Ausbreitung von Fluoreszenz ins 

Zytoplasma von dieser NZ ausging. Die Zunahme von intrazellulärer Fluoreszenz ohne 

dass eine NZ detektiert wurde, lag wahrscheinlich an der konfokalen Optik des 

Mikroskops, die nur einen schmalen Bereich der Zelle wiedergibt.  

Für einige Zellen konnten nach lokaler Membrananreicherung der Fluoreszenz kleine 

Membranvorstülpungen beobachtet werden, die sich als stark fluoreszente Vesikel von der 

Membran ablösten (Abb. 7 D). Gleichzeitig mit der Ausbildung dieser 

Membranvorstülpungen fand die schnelle Aufnahme und Verteilung ins Zytoplasma statt. 

In einigen Fällen konnten fluoreszente Vesikel direkt neben NZ in einer 

Mikroskopieaufnahme detektiert werden. Um auszuschließen, dass das Auftreten von NZ 

durch die Anwesenheit eines Fluorophors ausgelöst wurde, wurden Zellen mit einer 

Mischung aus nicht-markiertem R9 [15 µM] und markiertem R9 [5 µM] inkubiert. NZ 

konnten in diesem Fall nur auftreten, wenn das nicht-markierte R9 für die Ausbildung der 

NZ verantwortlich ist. Die Bildung von NZ, die Importkinetiken und die zelluläre Verteilung 

waren unverändert. Außerdem konnte die Bildung von NZ, die Aufnahmekinetiken sowie 

die Verteilung auch für ein Tetramethylrhodamin-markiertes Tat Peptid gezeigt werden, 

was den Einfluss des Fluorophors in unseren Beobachtungen weiter ausschließt (nicht 

gezeigt). 

 

4.1.2 Elektronenmikroskopische Analyse von Nucleation Zones 

Die Untersuchung des Mechanismus zur schnellen Peptidaufnahme von R9 wurde auch 

auf feinstruktureller Ebene durchgeführt. Die lichtmikroskopischen Analysen ergaben keine 

Hinweise auf die Beteiligung von vesikulären Strukturen an der NZ-vermittelten 

Peptidaufnahme von R9. Um die Vorgänge und Strukturen in den NZ besser verstehen zu 

können wurden die NZ elektronenmikroskopisch analysiert. Dazu wurden HeLa-Zellen auf 

speziell strukturierten Objektträgern kultiviert, die eine spätere Zuordnung von fluoreszenz- 

und elektronenmikroskopisch generierten Bildern ermöglichten (Abb. 8). Die zelluläre 

Peptidaufnahme wurde live an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop verfolgt und 

die Zellen bei Auftreten von NZ mit Paraformaldehyd fixiert. 
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Abb. 8: Elektronenmikroskopie von NZ. (A) und (B) zeigen zwei NZ in zwei unterschiedlichen Zellen in 

einem Bildausschnitt. Für jede Vergrößerung ist jeweils ein Fluoreszenz- und ein Elektronenmikroskopie-Bild 

gezeigt. Die Auflösungsgrenze der Fluoreszenzbilder in der mittleren und unteren Reihe ist überschritten. 

Die Bilder dienen aber zur Orientierung in den EM-Bildern. Die Maßstabsbalken entsprechen 30 µm (obere 

Reihe), 6 µm (mittlere Reihe) und 3 µm (untere Reihe). 

 

Der NZ-typische Phänotyp wurde durch die Fixierung erhalten. Die EM-Bilder zeigten 

keine Unterschiede der subzellulären Struktur innerhalb der NZ verglichen mit dem Rest 

der Zelle. So konnten innerhalb der Zellen z.B. einzelne clathrin-coated vesicles und 

clathrin-coated pits identifiziert werden, aber eine Anreicherung von clathrinhaltigen 

Strukturen in den NZ oder im Zytoplasma und somit ein Hinweis auf die Beteiligung von 

vesikulären Strukturen an der Aufnahme über NZ, konnte nicht nachgewiesen werden. 
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4.1.3 Einfluss von Heparansulfat-Proteoglykanen und Bedeutung des Aktinzytoskeletts auf 

die Ausbildung von NZ 

Für das Tat-Protein konnte gezeigt werden, dass Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) 

eine Rolle bei der Aufnahme in die Zelle spielen [91;170;171]. Außerdem konnte die 

Interaktion von R9 mit HSPG in biochemischen Experimenten nachgewiesen werden 

[172]. Um den Einfluss von HSPG bei der Ausbildung von NZ zu untersuchen, wurden die 

HSPG unter Verwendung von Heparinasen spezifisch von der Zelloberfläche entfernt 

(Abb. 9).  

 

 
 
Abb. 9: Der zytoplasmatische Peptidimport ist HSPG abhängig. HeLa-Zellen wurden für 6 h mit 

Heparinase I, II und III (10, 5 und 2 U/ml) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von R9 für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen analysiert. 

Die Abwesenheit von HSPG wurde durch Immunfluoreszenzfärbung der behandelten und nicht-behandelten 

Zellen nachgewiesen. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. 

 

Interessanterweise konnten Unterschiede bezüglich der Aufnahme bei hohen und 

niedrigen Konzentrationen von R9 beobachtet werden. Bei niedrigen Konzentrationen war 

die Peptidaufnahme durch die Entfernung von HSPG nicht behindert. Die Zellen zeigten 

den bekannten vesikulären Phänotyp. Bei hohen Peptidkonzentrationen dagegen konnten 

nur wenige Zellen beobachtet werden, die NZ ausbildeten. Die Abwesenheit von HSPG 

führt somit zu einer starken Reduktion an zytoplasmatischer Fluoreszenz. 
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Arbeiten von Nakase et al. deuten auf einen Zusammenhang zwischen der Bindung von 

argininreichen Peptiden an HSPG und der Peptidaufnahme durch Makropinozytose hin. 

Bei der Makropinozytose bilden Zellen Membranausstülpungen, die nach kurzer Zeit 

kollabieren und wieder mit der Plasmamembran fusionieren. Dabei bilden sich Vesikel, die 

große Mengen extrazellulärer Flüssigkeit enthalten. Dieser Prozes ist von deutlichen 

Umstrukturierungen im Aktinzytoskelett begleitet, die mikroskopisch gezeigt werden 

können [86;92]. Um den Einfluss des Aktinzytoskeletts bei der NZ-vermittelten 

Peptidaufnahme zu testen, wurde das Aktinzytoskelett von Zellen während der Entstehung 

von NZ mit Phalloidin, einem Aktin-Markermolekül, angefärbt und mit Zellen verglichen, 

die nicht mit Peptide behandelt wurden  (Abb. 10).  

 

 
 
Abb. 10: Einfluss des Aktinzytoskeletts auf den NZ-vermittelten Import von R9. HeLa wurden bis zur 

Entstehung von NZ mit fluoreszeinmarkiertem R9 (20 µM) inkubiert, dann gewaschen, mit 4% PFA fixiert, 

permeabilisiert und anschließend das Aktinzytoskelett mit Alexa633-Phalloidin gefärbt. Als Kontrolle sind in 

der linken Spalte Aufnahmen von Zellen gezeigt, die nicht mit R9 inkubiert wurden. In der mittleren und 

linken Spalte ist der gleiche Bildausschnitt gezeigt, in dem das Alexa633-Kanal (rot) alleine (mittlere Spalte) 

und als Überlagerung mit dem Fluoreszein-Kanal (grün) dargestellt ist (rechte Spalte). Der Maßstabsbalken 

entspricht 20 µm. 
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4.1.4 Diskussion 

Die Ergebnisse zeigen einen bisher unbekannten zellulären Aufnahmemechanismus für 

R9, der ab einer bestimmten extrazellulären Peptidkonzentration induziert wird. Dabei 

bilden sich ein bis zwei hochaktive Membranbereiche (Nucleation zones, NZ) pro Zelle,  

von denen aus Peptid innerhalb von Sekunden in die Zellen strömt. Diese Art der 

Peptidaufnahme konnten auch Kosuge et al. und Tünnemann et al. 2008 beobachten 

[173;174]. Ihre Arbeiten bestätigten, dass die Entstehung von NZ die Zellvitalität innerhalb 

eines bestimmten Konzentrationsbereichs nicht beeinflusst. Die Arbeiten von Kosuge et al. 

zeigen, dass die Entstehung von NZ durch Abwesenheit von Serum begünstigt ist. Dieser 

Weg der Peptidaufnahme kann keinem der bisher bekannten Endozytosewege zugeordnet 

werden. Zwar ist diese Art der Aufnahme sensitiv gegenüber Chlorpromazin und der 

Überexpression dominant-negativen Dynamins, was einen Clathrin-vermittelten 

Aufnahmeweg vermuten lässt, gleichzeitig konnte aber keine Kolokalisation zwischen 

Transferrin, oder Clathrin-eRFP mit den Peptiden innerhalb der Aufnahmezone detektiert 

werden [88;175]. Auch die Elektronenmikroskopie zeigte keine Anreicherung von Clathrin 

oder anderen vesikulären Strukturen innerhalb der NZ. Außerdem ist die hohe 

Geschwindigkeit der Aufnahme und die große Menge an intrazellulärem Peptid nicht 

charakteristisch für einen endozytotischen Aufnahmeweg. Daher legen die Ergebnisse 

einen Prozess nahe, der mit einer Akkumulation von Peptiden auf der Zellmembran 

beginnt und ab einem bestimmten Punkt eine transiente Permeabilisierung der 

Zellmembran hervorruft. Dabei strömt jeweils ein große Menge an Peptid in die Zelle. Der 

gleiche Mechanismus konnte auch für Tat bei ähnlich hohen Konzentrationen und für 

Penetratin ab Konzentrationen von ca. 100 µM gezeigt werden [88]. Dabei scheinen 

Heparansulfat-Proteoglykane eine wichtige Rolle zu spielen. Übereinstimmend mit diesen 

Ergebnissen konnte Ziegler et al. zeigen, dass HSPG an der Aufnahme von Tat bei hohen 

Konzentrationen beteiligt sind [176] und Silhol et al., dass HSPG bei einer niedrigen Tat 

Konzentration keine Rolle für die Aufnahme spielen [177]. Wieso HSPG nur bei hohen 

Peptidkonzentrationen für die Aufnahme wichtig sind ist unklar. Der Mechanismus könnte 

auf der Kreuzvernetzung von HSPG Molekülen durch polyvalente Bindung der Peptide 

beruhen. Dabei könnten die Guanidinium-Gruppen der Arginine eine wichtige Rolle 

spielen. Es wird vermutet, dass diese auf bidentate Weise Moleküle auf der Zelloberfläche 

binden [90;178] und so HSPG miteinander vernetzen. Dies würde auch erklären, warum 

der Mechanismus bei Peptiden mit weniger Argininen, beispielsweise Penetratin, erst bei 

einer so viel höheren Konzentration einsetzt (nicht gezeigt). Futaki et al. konnten eine 
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Beteiligung des Aktinzytoskeletts bei der Aufnahme von R8 in HeLa-Zellen nachweisen. 

Sie stellten einen Zusammenhang zwischen der Bindung von Peptiden an HSPG, 

Veränderungen des Aktinzytoskeletts vermittelt durch die GTPase Rac1 und der 

Ausbildung von Membranvorstülpungen während der Peptidinkubation her [86;92]. Eine 

Beteiligung des Aktinzytoskeletts an der Aufnahme über NZ konnten wir nicht nachweisen. 

Nach Färbung von F-Aktin mit fluoreszentem Phalloidin konnte keine Veränderung nach 

Peptidzugabe detektiert werden. Auch die Zerstörung von Aktinfilamenten durch 

CytochalasinD konnte die Peptidaufnahme über NZ nicht inhibieren.  

In einem weiteren Ansatz wurde untersucht ob die Inhibition der Ornithin-Decarboxylase 

(ODC) einen verstärkenden Effekt auf die Aufnahme der Peptide hat. Die ODC ist ein 

zentrales Enzym in der Biosynthese von Polyaminen wie Putrescin, Spermidin und 

Spermin. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der ODC zu einer erhöhten 

Expression von HSPG an der Zelloberfläche und zu einer vermehrten Aufnahme von 

extrazellulären Polyaminen führt [179;180]. In den hier beschriebenen 

Versuchsbedingungen konnte kein Einfluss auf die Peptidaufnahme nach Inhibition der 

ODC mit DFMO [181] detektieren werden (nicht gezeigt). Insgesamt zeigen die Daten, 

dass die schnelle Aufnahme eine Reaktion der Zelle auf die lokale Anreicherung von 

Peptiden an der Zellmembran ist. Es wird interessant sein zu sehen, ob es eine 

physiologische Relevanz für diesen Aufnahmeweg gibt. 
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4.2 hLF, ein neues zellpenetrierendes Peptid aus humanem Lactoferrin 

Viele CPPs bestehen aus chimären oder artifiziellen Sequenzen, die bei einer in vivo 

Applikation das Risiko einer immunologischen Reaktion bergen. Die Entwicklung von 

CPPs mit humanem Ursprung wie beispielsweise hCT (humanes Calcitonin) [69] ist daher 

ein Schritt in Richtung medizinische Anwendbarkeit der Peptide. In diesem Abschnitt wird 

ein neues CPP humanen Ursprungs (hLF) vorgestellt. Dabei wird der effektive zelluläre 

Import des Peptides alleine und mit einem Cargomolekül aufgezeigt. Außerdem wird der 

Einfluss der Sekundärstruktur auf die Aktivität des Peptides untersucht.  

 

 
 
Abb. 11: N-terminaler Lappen von humanem Lactoferrin. Grün: Der Abschnitt repräsentiert den Bereich 

zwischen Position 19 und 40. Weiß: Darstellung der Cysteine an den Positionen 20 und 37, die über eine 

Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. PDB: 1EH3 
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4.2.1 Zelluläre Aufnahme des hLF-Peptids 

Die Aminosäuresequenz des hLF-Peptids hat ihren Ursprung im humanen Lactoferrin und 

liegt nahe dem N-Terminus an Positionen 19-40. Damit liegt die Sequenz mitten in der 49 

Aminosäuren langen Sequenz, die das antimikrobiell hochaktive Peptid Lactoferricin 

repräsentiert. Aufgrund der Tatsache, dass antimikrobielle Peptide auch zellpenetrierende 

Funktionen aufweisen können und umgekehrt [64;182], wurde eine Sequenz aus dieser 

Domäne herausgesucht und als potentielles CPP getestet. Die Sequenz orientierte sich an 

einem verkürztem Lactoferricin (Positionen 20 bis 38), für das Groenink et al eine 

antimikrobielle Aktivität nachweisen konnten [183]. Das Peptid wurde N-terminal um ein 

Lysin und C-Terminal jeweils um ein Lysin und Arginin verlängert. Alle drei Aminosäuren 

entsprechen der nativen Proteinsequenz und sollten die Aktivität des Peptids bezüglich 

des zellulären Imports unterstützen.  

Zuerst wurde die zelluläre Aufnahme des hLF Peptids getestet und mit der der etablierten 

CPPs Penetratin und R9 verglichen. Um die Detektion und Quantifizierung eines 

intrazellulären Signals zu ermöglichen, wurden alle verwendeten Peptide N-terminal mit 

Fluoreszein markiert. Als zelluläres System dienten HeLa-Zellen, die mit verschiedenen 

Konzentrationen des entsprechenden Peptides inkubiert und anschließend mittels 

Durchflusszytometrie analysiert wurden. Für alle folgenden Experimente gilt, dass nur 

lebende, nicht-fixierte Zellen verwendet wurden [85].  

 

 
 
Abb. 12: Konzentrationsabhängige Aufnahme des hLF Peptids. HeLa-Zellen wurden 30 Minuten mit 

verschiedenen Konzentrationen der Peptide inkubiert, gewaschen und mit Trypsin/EDTA gelöst. 

Anschließend in PBS gewaschen und am Durchflusszytometer analysiert. 
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Alle drei Peptide wurden mit steigender Konzentration vermehrt von den Zellen 

aufgenommen (Abb. 11). Eine Sättigung der Aufnahme konnte bei keiner der eingesetzten 

Konzentration festgestellt werden. Die Aufnahme von Penetratin und R9 war effektiver, vor 

allem R9 wurde ab einer Konzentration von 20 µM deutlich stärker importiert. 

 

4.2.2 Intrazelluläre Verteilung des hLF-Peptids 

Die erfolgreiche Verwendung von zellpenetrierenden Peptiden als Importwerkzeug hängt 

nicht nur von der effektiven zellulären Aufnahme der Peptide, sondern auch von deren 

zytoplasmatischer Verteilung ab [184]. Deswegen sollte untersucht werden wo sich das 

Peptid nach der Aufnahme in der Zelle befindet. HeLa-Zellen wurden für 30 Minuten mit 

unterschiedlichen Konzentrationen des hLF-Peptids inkubiert, anschließend gewaschen 

und am konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht (Abb. 12a). Die 

konzentrationsabhängige Aufnahme der Peptide ist auch am Mikroskop gut 

nachzuvollziehen. Bis zu einer Konzentration von 10 µM lagen die Peptide intrazellulär vor 

allem in vesikulären Strukturen vor. Wurden die Zellen mit Peptidkonzentrationen höher 

als 10 µM inkubiert, trat neben der vesikulären eine zytoplasmatische Verteilung des 

Peptids auf. Außerdem waren die Peptide ab diesen Konzentrationen auch im Zellkern 

lokalisiert. Um auszuschließen, dass dieser zytoplasmatischen Verteilung des Peptides ein 

zytotoxischer Effekt zu Grunde liegt, wurde ein Vitalitätstest der Zellen in Gegenwart von 

Peptiden durchgeführt (Abb. 12B). Dafür wurden HeLa-Zellen mit unterschiedlich 

konzentrierten Peptidlösungen entweder für 6 oder 24 Stunden inkubiert. Anschließend 

wurde ein gelber Farbstoff (MTT) zu den Zellen gegeben, der nach Reduktion durch 

zelleigene Enzyme als wasserunlöslicher, blauer Niederschlag ausfällt und ein Maß für die 

Stofwechselaktivität, bzw. für den Anteil lebender Zellen ist. Ab einer Peptidkonzentration 

von 40 µM und einer Inkubationsdauer von 6 Stunden war ein deutlicher Effekt auf die 

Zellen zu erkennen. Wurden die Zellen 24 Stunden mit dem Peptid inkubiert, trat eine 

Reduktion der Zellvitalität bereits ab ca. 2,5 µM auf. In den hier vorgestellten 

Experimenten dauerten die Inkubationszeiten maximal 1 Stunde und fanden mit 

Peptidkonzentrationen von max. 20 µM statt, so dass ein toxischer Effekt der Peptide 

ausgeschlossen werden konnte.  
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Abb. 13: Konzentrationsabhängige Verteilung des hLF-Peptids. A) HeLa-Zellen wurden 30 Minuten mit 

unterschiedlichen Konzentrationen des hLF-Peptids inkubiert, gewaschen und am konfokalen Laser 

Scanning Mikroskop analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. B) HeLa-Zellen wurden mit 

unterschiedlichen Konzentrationen des hLF Peptids für 6h ( ) oder 24h ( ) inkubiert. Anschließend wurde 

die Zellvitalität mit dem MTT-Test bestimmt. 

 

4.2.3 Struktur-Aktivitäts-Beziehung und Strukturaufklärung des hLF-Peptids 

Nach den Untersuchungen zur Aufnahmeeffektivität und zellulären Lokalisation folgten 

Analysen zur Struktur-Aktivitäts-Beziehung des hLF-Peptids. Bestehend aus 22 

Aminosäuren ist das hLF-Peptid ein CPP mittlerer Länge. Vier der sieben kationischen 

Aminosäuren und die aromatischen Aminosäuren sind zwischen den beiden Cysteinen 

(Position 2 und 19) lokalisiert. Die Kristallstruktur [185] des Lactoferrin-Proteins 

verdeutlicht, dass das hLF-Peptid Teil eines α−β−α Motivs innerhalb des Proteins ist. Das 

Motiv wird durch eine Disulfidbrücke zwischen Cystein 39 und Cystein 56 (Positionen 2 

und 19 im Peptid) stabilisiert. Außerdem bestehen hydrophobe Wechselwirkungen 

zwischen einem Tryptophan an Position 42 und Valin an Position 54 (Positionen 5 und 17 



Ergebnisse und Diskussion 

50 

im Peptid), sowie Methionin an Position 46 und Prolin an Position 52 (Positionen 9 und 15 

im Peptid). Für die Analyse der Struktur-Aktivitäts-Beziehung wurden HeLa-Zellen mit 

unterschiedlichen hLF-Peptiden inkubiert und die Aufnahme mit Durchflusszytometrie 

analysiert (Abb. 13). Neben dem hLF-Peptid wurde zuerst die Aufnahme eines C-terminal 

verkürzten Peptides getestet und gezeigt, dass die Abwesenheit der drei C-terminalen 

Aminosäuren nur einen geringen Einfluss auf die Aufnahmeeffektivität des Peptides hat. 

Sobald allerdings eines der beiden Cysteine in der Sequenz fehlte, reduzierte sich die 

Aufnahme auf einen Bruchteil. Dieses Ergebnis deutete eine Relevanz der Disulfidbrücke 

für die Aktivität des hLF-Peptids bezüglich der Aufnahmeeffektivität an. Daher wurde als 

nächstes ein Peptid getestet, in dessen Sequenz die Cysteine gegen Serine ausgetauscht 

waren. Auch dieses Peptid zeigte eine stark reduzierte Aufnahmeeffektivität. Das Resultat 

bestätigte, dass für die reduzierte Aufnahme nicht der Verlust der positiven Aminosäuren 

am C-Terminus verantwortlich ist, sondern die Disulfidbrücke zwischen den beiden 

Cysteinen den wesentlichen Beitrag zur Aktivität des Peptides liefert. Wie wichtig die 

beiden Cysteine in der Sequenz für die Aufnahme des Peptids sind, zeigte sich noch 

einmal sehr deutlich in der mikroskopischen Analyse der Aufnahmeeffektivität der Peptide 

hLF und M2 (Abb.13B).  
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Abb. 14: Struktur-Aktivitäts-Beziehung des hLF-Peptids. A) HeLa-Zellen wurden 30 Minuten mit 

verschiedenen Konzentrationen der Peptide inkubiert, gewaschen, und mit Trypsin/EDTA abgelöst, 

anschließend in PBS gewaschen und am Durchflusszytometer analysiert. B) HeLa-Zellen wurden mit 

unterschiedlichen Konzentrationen der Peptide für 30 Minuten inkubiert, gewaschen und mit konfokaler 

Laser Scanning Mikroskopie analysiert. Die Maßstabsbalken entsprechen 20 µm. 
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Die Ergebnisse bezüglich der zellulären Aufnahme deuteten an, dass die Zyklisierung des 

hLF-Peptids dessen Aktivität verstärkt. In den nächsten Versuchen wurde daher versucht 

die Struktur des Peptids in wässrigem Puffer zu bestimmen. Das hLF-Peptid enthält eine 

Schleife und eine Disulfidbrücke des humanen Lactoferricins, das bei pH4 die 

Konformation einer naszierenden Helix annimmt [157]. Zuerst wurde die Disulfidbrücke 

innerhalb des hLF-Peptids durch massenspektrometrische Analysen bestätigt (Abb.14 

A,B). Anschließend sollten Informationen durch Anwendung der Circulardichroismus-

Spektroskopie zur Sekundärstruktur des hLF-Peptids gewonnen werden. Das Spektrum 

des hLF-Peptids konnte keinem Spektrum einer typischen Sekundärstruktur, wie z.B. einer 

α-Helix, β-Faltblatt oder aber random coil zugeordnet werden (Abb.14 C). Das bedeutet, 

dass die Sekundärstruktur auch nicht einer zufälligen Struktur entsprach, wie es ein 

random coil Spektrum gezeigt hätte.  

 

 
 
Abb. 15: Strukturanalyse des hLF-Peptids. A,B) Massenspektrometrische Analyse der reduzierten (A) und 

der oxidierten (B) Form des hLF-Peptids. C) Circulardichroismus Spektroskopie. Das simulierte Spektrum 

basiert auf der Sekundärstruktur der Kristallstruktur: 59% a-Helix, 18% turn und 23% β-Faltblatt. Das 

Spektrum wurde bei einer Peptidkonzentration von 50 µM in PBS und bei einer Temperatur von 20°C 

gemessen. Die Berechnungen ergaben einen Anteil von 25% α-Helix. 

 

4.2.4 hLF-Peptid vermittelter Import von Streptavidin 

In den folgenden Versuchen sollten die Eigenschaften des hLF-Peptids als Vektor  

getestet werden. Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen wurde bereits gezeigt, dass 

hLF ein effektives CPP für den Transport von Fluoreszein ist. Auch Fluorophore können 

als Cargos angesehen werden, da sie die Eigenschaften des CPPs beeinflussen [186]. 

Darüber hinaus sollte getestet werden, ob hLF auch den Transport eines größeren 

Proteins in Zellen vermitteln kann. Dafür wurden biotinylierte hLF-Peptide synthetisiert und 

an Streptavidin-AlexaFluor 488-Moleküle gebunden. Streptavidin ist ein aus vier 

identischen Untereinheiten aufgebautes Protein (ca. 67 kDa) und kann mit hoher Affinität 
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pro Untereinheit ein Biotinmolekül binden. Für den Versuch wurden die Streptavidin-

AlexaFluor 488-Moleküle mit den biotinylierten-hLF-Peptiden beladen und anschließend 

mit HeLa-Zellen inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass Streptavidin-AlexaFluor 488 

nur in Kombination mit biotinyliertem hLF in die Zellen transportiert wurde (Abb. 15). Das 

Protein allein, oder in Gegenwart von nicht-biotinyliertem hLF-Peptid wurde nicht 

aufgenommen. Dies Ergebnis bestätigt das Potential des hLF-Peptids auch als 

Transportvektor von Proteinen eingesetzt werden zu können. 

 

 
 
Abb. 16: hLF-Peptid vermittelter Import von Streptavidin. Streptavidin-AlexaFluor 488-Moleküle (200 

µM) (StavAlexa488) und biotinylierte- (biot-hLF), bzw. nicht-biotinylierte-hLF (hLF)-Peptide (50 µM) wurden 

vor dem Versuch für 12 Stunden bei 4°C miteinander inkubiert. Die Konjugate (5 µM StavAlexa488) wurden 

für 30 Minuten mit HeLa-Zellen inkubiert, die Zellen gewaschen und am konfokalen Laser Scanning 

Mikroskop analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. 

 

4.2.5 Untersuchungen zum zellulären Import des hLF-Peptids 

Der zelluläre Import des hLF-Peptids führt zu einer vesikulären oder zytoplasmatischen 

Lokalisation in Abhängigkeit der extrazellulären Konzentration. Die schnelle 

Aufnahmekinetik und die Ausbildung von Nucleation Zones sind Charakteristika, die dem 

Import von R9 und Tat sehr ähneln (nicht gezeigt). Unterschiede zwischen den Peptiden 

bestehen allerdings in der Anzahl an Argininen und der Tatsache, dass die Aktivität des 

hLF-Peptids vor allem auf die Zyklisierung des Peptids zurück geht. Aufgrund der 

strukturellen Unterschiede war es nun interessant zu untersuchen, ob für die Aufnahme 

des hLF-Peptids die gleichen Mechanismen zu Grunde liegen wie für die arginin-reichen 

Peptide R9 und Tat. Für R9 konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von HSPG auf der 

Zelloberfläche die Ausbildung von NZ bei hohen Konzentrationen von R9 verhinderte. Um 

den Einfluss von Heparansulfat-Proteoglykanen bei der Aufnahme des hLF-Peptids zu 
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untersuchen, wurden diese spezifisch mit Heparinasen von der Zelloberfläche abverdaut 

(Abb. 16). Anschließend wurden die Zellen mit unterschiedlichen Peptidkonzentrationen 

inkubiert und die Aufnahme am Mikroskop verfolgt. Das Fehlen der HSPG hat nur einen 

Einfluss auf den Import bei hohen Peptidkonzentrationen. In diesem Fall konnten deutlich 

weniger Peptide im Zytoplasma der Zelle detektiert, dafür aber eine Anreicherung von 

Peptiden an der Zellmembran beobachtet werden. Interessanterweise konnte sowohl bei 

Inkubation mit hoher, als auch mit niedriger Peptidkonzentration eine vesikuläre 

Peptidaufnahme beobachtet werden (Abb. 16). 

 

 
 
Abb. 17: Heparansulfat-Proteoglykane sind wichtig für den zytoplasmatischen Aufnahmeweg des 
hLF-Peptids. HeLa-Zellen wurden für 6 Stunden mit Heparinasen I-III inkubiert, gewaschen, für 20 min mit 

Peptiden inkubiert und mit konfokaler Mikroskopie analysiert. Die Entfernung der HSPG von der 

Zelloberfläche wurde durch Immunfluoreszenz bestätigt. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm. 

 

In einem weiteren Versuch wurde der Effekt von Rottlerin, einem PKCδ-Inhibitor [187], 

dessen Spezifität allerdings mittlerweile stark angezweifelt wird [188], getestet. Für R9 

konnte gezeigt werden, dass Rottlerin die Entstehung von Nucleation Zones und die damit 

verbundene effektive Aufnahme von Peptiden inhibiert. HeLa-Zellen wurden mit dem 

Inhibitor und unterschiedlich konzentrierten hLF-Peptidlösungen inkubiert und analysiert 

(Abb. 17). Bei niedrigen Peptidkonzentrationen zeigte sich nur ein schwacher 

inhibitorischer Effekt. Der Einfluss von Rottlerin zeigte sich am stärksten bei hohen hLF-

Peptidkonzentrationen. Bei Peptidkonzentrationen, die eine Peptidaufnahme über 
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Nucleation Zones induzieren, stieg die Inhibition bis auf 50%. Die Mikroskopiebilder 

zeigen, dass Rottlerin nur die zytoplasmatische Aufnahme von hLF hemmt. 

 

 
 
Abb. 18: Einfluss von Rottlerin auf die zelluläre hLF Aufnahme. (A) HeLa-Zellen wurden 30 Minuten mit 

Rottlerin vorbehandelt und anschließend mit verschiedenen Konzentrationen der Peptide in Gegenwart von 

Rottlerin inkubiert. Dann wurden die Zellen gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelöst, in PBS gewaschen und 

am Durchflusszytometer analysiert. (B) HeLa-Zellen wurden 30 Minuten mit Rottlerin vorbehandelt, 

anschließend mit dem hLF-Peptid (40 µM) in Gegenwart von Rottlerin inkubiert und mit konfokaler Laser 

Scanning Mikroskopie analysiert. Der Maßstabsbalken entspricht 20 µm.  

 

4.2.7 Diskussion 

Es wurde ein neues zellpenetrierendes Peptid identifiziert, das aus dem humanen Protein 

Lactoferrin stammt. Die humane Herkunft und die Präsenz in Muttermilch, Speichel und 

anderen Körperflüssigkeiten zeigen die Ungefährlichkeit des Proteins und wohl auch des 

neuen zellpenetrierenden Peptids hLF. Im Vergleich zu R9 und Tat enthält die hLF 

Peptidsequenz weniger Arginine. Trotzdem wird hLF in einer konzentrationsabhängigen 

Art von Zellen aufgenommen und zeigt ab einer Konzentration von ca. 10 µM einen 

Aufnahmeweg, der in seiner Schnelligkeit und Effektivität an die Aufnahme über 

Nucleation Zones erinnert. Die Sensitivität gegenüber der Heparinase- und Rottlerin- 

Behandlung der Zellen legt nahe, dass es sich um den gleichen Aufnahmechanismus 

handelt. Für die Aufnahme über Nucleation Zones erscheint es anhand unserer Daten 

plausibel, dass HSPG durch polyvalente Bindungen mit Guanidiniumgruppen der Arginine 

kreuzvernetzt werden und damit die Basis für die Peptidaufnahme schaffen. Die 
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Ergebnisse dieser Arbeit zeigen allerdings, dass die effektive Aufnahme auch durch 

Peptide ausgelöst werden kann, die weniger Arginine enthalten. Dafür scheint die 

Sekundärstruktur des Peptids umso wichtiger zu sein. Obwohl die Aminosäuren zwischen 

den beiden Cysteinresten des hLF-Peptids charakteristisch für amphiphatische CPPs wie 

beispielsweise Penetratin sind, hatte vor allem die Zerstörung der Disulfidbrücke zwischen 

den beiden Cysteinresten enorme Auswirkungen auf die Aktivität des Peptids. Somit 

wurde zum ersten Mal ein CPP gezeigt, dessen Aktivität eine zyklische Struktur zugrunde 

liegt. Das Ergebnis zeigt aber auch, dass nur die Berücksichtigung der Peptid-

Primärstruktur nicht ausreichend ist, um die Aktivität von Peptiden vorauszusagen. 

Interessanterweise hat die Disulfidbrücke keinen Einfluss auf die Aktivität von humanem 

und bovinem Lactoferricin [189]. Trotz der notwendigen Zyklisierung konnte keine weitere 

strukturelle Ordnung des Peptids mit CD und NMR Messungen nachgewiesen werden. 

Innerhalb des Lactoferrinproteins zeigt die korrespondierende Peptidsequenz eine 

ausgeprägte α-Helix-, Schleife-, β-Faltblattstruktur-Tertiärstruktur [185]. Für das humane 

Lactoferricin konnte in wässriger Lösung zumindest eine naszierende Helix nachgewiesen 

werden [157]. Mit 49 Aminosäuren ist Lactoferricin allerdings wesentlich größer und besitzt 

außerdem noch eine weitere Disulfidbrücke. Für das hLF Peptid kann deswegen nur 

spekuliert werden, ob das Peptid in einer lipidhaltigen Phase die Struktur annimmt, die der 

korrespondierende Struktur im Protein entspricht. Wie für alle CPPs war die zelluläre 

Aufnahme des hLF Peptids nicht sättigbar, zumindest nicht im untersuchten 

Konzentrationsbereich. Für das Lactoferrinprotein wurde die Aufnahme in viele 

unterschiedliche Zellen beschrieben. Obwohl Interaktionen zwischen dem kationischen N-

Terminus des Proteins mit den Zuckermolekülen auf der Zelloberfläche beschrieben 

wurden, übt das Protein seine Funktionen doch über die Bindung an einen der vielen 

Lactoferrin-Rezeptoren aus [164]. Experimentelle Daten bezüglich der Interaktionen 

zwischen Protein und Rezeptoren sind zwar begrenzt, aber es ist gut vorstellbar, dass die 

verschiedenen Lactoferrinrezeptoren mit unterschiedlichen Strukturen des Lactoferrins 

wechselwirken. Für die Bindung an den Lymphozyten- und den Thrombozyten-

Lactoferrinrezeptor ist beispielsweise bekannt, dass an der Interaktion die Proteinregion 

beteiligt ist, die zu der des zellpenetrierenden hLF-Peptids korrespondiert [162;167]. 

Kompetitionsexperimente mit dem hier vorgestellten Peptid könnten helfen, Liganden-

Bindungsdomänen für weitere Lactoferrinrezeptoren zu charakterisieren. Vor kurzem 

konnten wir zeigen, dass kationische CPPs die Antwort von Zellen auf externe Stimuli 

aufgrund der Internalisierung von Rezeptoren verändern können [184]. Für Thrombozyten 
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konnte gezeigt werden, dass die Lactoferrindomäne, aus der auch das hLF-Peptid 

stammt, die Aggregation von Thrombozyten effektiv inhibieren kann [167]. Daraus ergibt 

sich die spannende Frage, ob das hLF-Peptid neben seiner Eigenschaft als CPP auch 

synergistisch mit einem Cargo wechselwirken kann. In diesem Zusammenhang sollte z.B. 

erwähnt werden, dass das hLF-Peptid Teil einer LPS bindenden Domäne des Lactoferrin-

Proteins ist [190].  

Insgesamt wurde ein neues, effektives CPP vorgestellt, dass vor allem aufgrund seines 

humanen Ursprungs für den Einsatz in vivo eine attraktive Alternative zu anderen CPPs 

darstellt. Weitere Untersuchungen der Struktur-Aktivitäts Beziehung könnten neue 

Hinweise auf Interaktionen von Peptiden mit der Zelloberfläche geben und zur Aufklärung 

des Transports über Nucleation Zones geben. 
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4.3 Peptid-HPMA-Konjugate 

Peptide sind mit standadisierten Methoden synthetisierbare Moleküle, die für die 

Modulation von intrazellulären Prozessen eingesetzt werden können. Entsprechend ihrer 

Sequenz können sie unterschiedliche Funktionalitäten (inhibitorisch, zell-penetrierend) 

aufweisen. Die Möglichkeit der Kombination mehrerer dieser Funktionalitäten innerhalb 

eines Peptids ist allerdings eingeschränkt, da Peptide nur bis zu einer bestimmten Länge 

effektiv herzustellen sind. Außerdem besitzen Peptide innerhalb und außerhalb von Zellen 

nur eine kurze Lebensdauer, da sie schnell durch Proteasen abgebaut werden. In diesem 

Abschnitt des Ergebnisteils soll gezeigt werden, dass die Kopplung von mehreren 

bioaktiven Peptiden an ein Polymer eine Kombination unterschiedlicher Funktionalitäten 

zulässt und die Aktivität der Peptide innerhalb der Zelle erhöhen kann. In dem Projekt 

wurde zuerst die Aktivität eines freien apopotose-induzierenden Peptids im Vergleich zu 

polymer-gebundenem Peptid untersucht. Das verwendete Peptid stammt aus der BH3 

Domäne des BID Proteins. BID gehört zur Gruppe der BH3-only proteins innerhalb der 

Bcl-2 (B cell lymphoma 2) Proteinfamilie und ist grundlegend an der Aktivierung des 

intrinsischen Apoptosewegs beteiligt. Für dieses BIDBH3-Peptid konnten Korsmeyer et al 

zeigen, dass es zur Freisetzung von Cytochrom C aus isolierten Mitochondrien führt und, 

konjugiert mit einem Polyarginin, Apoptose in Jurkat-Zellen auslöst [136]. Das BIDBH3-

Peptid benötigt keinen initialen Todesstimulus wie das AVPIAQK-Peptid, sondern induziert 

Apoptose allein durch seine Interaktion mit weiteren Proteinen aus der Bcl-2 Familie. Für 

die hier beschriebenen Versuche wurde das Peptid C-terminal mit Fluoreszein markiert, 

um die Detektion innerhalb der Zelle zu ermöglichen. Außerdem wurde der N-Terminus 

mit einem zusätzlichen Cysteinrest versehen, um die Kopplung an das Polymer mit nativer 

chemischer Ligation zu ermöglichen. Als Polymer wurde das lineare und biokompatible 

HPMA verwendet, dass momentan als Träger für unterschiedliche Therapeutika in 

klinischen Studien getestet wird [120;191].  

 

4.3.1 Bioaktivität von BIDBH3-HPMA Peptidkonjugaten 

Das hier eingesetzte BIDBH3 Peptid ist 22 Aminosäuren lang und repräsentiert die 

Sequenz von Position 80 bis 101 innerhalb der BH3-Domäne des BID-Proteins. Damit ist 

das Peptid zwei Aminosäuren länger als das von Korsmeyer et al. verwendete Peptid. Die 

zusätzlichen Aminosäuren dienten als spacer, um eine N-terminale Konjugation zu 
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erlauben, ohne die Aktivität der BIDBH3-Peptids zu beeinträchtigen. Für die native 

chemische Ligation des BIDBH3-Peptids an das HPMA wurde N-terminal ein Cystein an 

das BIDBH3-Peptid gekuppelt. Die BH3-Domäne bildet eine Helix innerhalb des Proteins, 

die mit einer hydrophoben Tasche, geformt aus den Domänen BH1-BH3 der anti-

apoptotischen Bcl-2 Proteine, interagiert [192]. Für das BIDBH3-Peptid konnte in 

wässriger Lösung nur teilweise eine Helix nachgewiesen werden. Trotzdem zeigte das 

Peptid proapoptotische Aktivität. Das mBIDBH3-Peptid unterschied sich in 2 Aminosäuren 

von dem BIDBH3-Peptid. Die Austausche der 2 konservierten Aminosäuren an Position 12 

und 17 verhindern funktionelle Interaktion des BID-Peptids mit Bcl2 [136]. In einem ersten 

Versuch wurden HeLa-Zellen entweder mit den freien BIDBH3 Peptiden oder den HPMA-

BIDBH3-Peptid Konjugaten elektroporiert und für 6 Stunden inkubiert. Anschließend wurde 

die Effektivität des Apoptose-induzierenden BIDBH3 Peptids anhand der Caspase-3- 

Aktivität bestimmt (Abb. 19). Überraschenderweise führte das freie BIDBH3 Peptid nicht 

zu einer Zunahme der Caspase-3-Aktivität. Das an HPMA gekoppelte BIDBH3 Peptid [20 

µM] dagegen führte zu einer fast 20-fachen Zunahme der Caspase-3- Aktivität. Auch die 

niedrige Konzentration [1 µM] bewirkte eine ca. 8-fache Steigerung der Caspase-3-

Aktivität. Einschränkend ist allerdings zu sagen, dass das freie Peptid nicht N-terminal 

acetyliert war. Diese Ergebnisse und die damit verbundene Einleitung der Apoptose 

konnten durch eine AnnexinV Oberflächenfärbung und späterer Analyse am 

Durchflusszytometer bestätigt werden (nicht gezeigt). 
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Abb. 19: Caspase-3 Aktivität nach Elektroporation von HeLa-Zellen mit unterschiedlichen BIDBH3-
Peptiden. HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen Peptiden elektroporiert, gewaschen und für 6 Stunden bei 

37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Caspase-3 Aktivität in Lysaten durch die 

Spaltung des fluoreszenten Substrats (Ac-DEVD-AMC) photometrisch analysiert. Die Messungen wurden 

direkt nach Zugabe des Substrats und 2 h nach Inkubation bei 37°C gemessen. Die Zunahme der Caspase-

3 Aktivität berechnet sich aus dem Verhältnis des Fluoreszenzwerts nach 2h zu dem Fluoreszenzwert nach 

0h. Als Kontrolle wurde der Pan-Caspase Inhibitor zVAD-fmk (Inh., 20 µM) gleichzeitig mit dem Substrat in 

die Probe gegeben. Die Konzentration der HPMA-Peptid Konjugate berechnet sich aus der Absorption des 

fluoreszent-markierten Peptids, das an das HPMA gekoppelt ist. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis 

aus 4 unabhängigen Experimenten. 

 

4.3.2 Zelluläre Aufnahme von R9-HPMA-BIDBH3 Peptidkonjugaten 

Um dem BIDBH3-HPMA Konjugat den Eintritt in die Zelle zu ermöglichen und die 

Möglichkeit einer Kombination von Peptiden unterschiedlicher Funktionen auf dem 

Polymer zu testen, wurde neben dem apoptotischen BIDBH3 Peptid das zell-

penetrierende Peptid R9 an das HPMA gekoppelt. Die Kopplung an das Polymer erfolgte 

zeitgleich mit äquimolaren Mengen der beiden Peptide. Die Stöchiometrie der HPMA-

Beladung wurde nicht für jedes Konjugat einzeln analysiert. Aus vorgehenden 

Ergebnissen konnte aber ein 1:1 Verhältnis zweier Peptide auf einem HPMA-Konjugat 

hergeleitet werden. Die Bindungsstellen an dem HPMA waren zu ca. 50% mit Peptiden 
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belegt (FCS-Analysen durchgeführt von Herrn Ivo R. Ruttekolk). Um die zelluläre 

Aufnahme sowie die Bioaktivität des BIDBH3-Peptids zu untersuchen, wurden HeLa-

Zellen für mehrere Stunden mit den R9-HPMA-BIDBH3-Peptid Konjugaten inkubiert. Alle 

Peptide, bzw. Peptid-Polymer-Konjugate wurden mit steigender Konzentration verstärkt 

von den Zellen aufgenommen (Abb. 20).  

 

 
 
Abb. 20: Aufnahme von BIDBH3 Peptiden in Jurkat Zellen. Die Zellen wurden 8 Stunden mit 

unterschiedlichen Konzentrationen der Peptide, bzw. Peptid-Polymer Konjugate inkubiert, gewaschen, 5 min 

mit Trypsin/EDTA inkubiert, erneut gewaschen und am Durchflusszytometer analysiert. 

 

Interessanterweise wurden die beiden BIDBH3-Polymer Konjugate besser aufgenommen 

als die freien Peptide. Noch erstaunlicher allerdings ist die deutlich effektivere Aufnahme 

des R9-HPMA-BIDBH3 Konjugats verglichen mit dem Konjugat, welches das mBIDBH3 

Peptid trug. 

Um die Bioaktivität der Peptide nach der zellulären Aufnahme zu testen, wurden Jurkat-

Zellen für 8-10 Stunden mit den Peptiden, bzw. Peptid-Polymer-Konjugaten inkubiert und 

anschließend mit AnnexinV angefärbt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in 

Abb. 21A zeigen die zytoplasmatische Lokalisation der drei HPMA-Peptid-Konjugate. 

Obwohl Unterschiede in der intrazellulären Konzentration der Konjugate zu erkennen sind, 

spiegeln die Ergebnisse der Mikroskopie die Resultate der Durchflusszytometrie nicht 

deutlich wieder. Die Aufnahmen zeigen aber eindeutig die Bioaktivität des BIDBH3-HPMA-

R9 Konjugats. Im Vergleich zu den anderen Konjugaten ist bei vielen Zellen, die mit den 

BIDBH3-HPMA-R9 Konjugaten inkubiert wurden eine deutliche AnnexinV-Färbung der 
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Zellmembran und damit eine Apoptoseinduktion zu erkennen. Um die Bioaktivität der 

Konjugate quanifizieren zu können wurden Zellen nach Inkubation mit den 

unterschiedlichen Konjugaten und nach AnnexinV-Färbung durchflusszytometrisch 

analysiert (Abb. 21B). Dabei wurde die unterschiedlich effektive Aufnahme der Konjugate 

berücksichtigt und auf Basis der Fluoreszein-Fluoreszenz ein Bereich definiert, aus dem 

Zellen für die Analyse herangezogen wurden. Innerhalb dieses Bereichs hatten alle Zellen 

die gleiche Menge an Konjugaten aufgenommen und das Ergebnis war unabhängig von 

der Aufnahmeeffektivität des jeweiligen Konjugats. Es zeigt sich, dass das BIBH3-

Polymer-Peptid Konjugat einen konzentrationsabhängigen Effekt auf die Zellen ausübt. Ab 

einer Konzentration über 10 µM ist ein steigender Anteil positiv für AnnexinV und damit 

apoptotisch. Zellen, die mit den Kontrollkonjugaten inkubiert wurden zeigten keinen 

konzentrationsabhängigen Einfluss der Peptide. Der Anteil von ca. 15% an apoptotischen 

Zellen basiert daher auf einem unspezifischen Effekt. 
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A 

 
 

B 

 
 
Abb. 21: AnnexinV-Färbung nach Inkubation von Jurkat-Zellen mit verschiedenen BIDBH3-HPMA-
Konjugaten. A) Jurkat-Zellen wurden 8 h mit BIDBH3-HPMA-Konjugaten [10 µM] inkubiert, anschließend 

gewaschen, mit AnnexinV-Alexa647 gefärbt und mit konfokaler Mikroskopie analysiert. Die Bilder zeigen die 

Überlagerung des Fluoreszein-Kanals (grün) und des Alexa647-Kanals (rot). Der Fluoreszein-Kanal gibt die 

Verteilung der HPMA-Peptidkonjugate wieder. Der Maßstabsbalken entspricht 10 µm.  B) Jurkat-Zellen 

wurden 10 h mit verschiedenen BIDBH3-HPMA-Konjugaten [20 µM] inkubiert, anschließend gewaschen, mit 

AnnexinV-Alexa647 gefärbt und am Durchflusszytometer analysiert. Vitale und tote Zellpopulationen wurden 

markiert und der Anteil der apoptotischen Zellen in der Gesamtzellpopulation für jede Konzentration 

berechnet. 
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4.3.3 Diskussion 

Es konnte gezeigt werden, dass Peptide mit nativer chemischer Ligation auf HPMA 

gebunden werden können und danach ihre Funktionalität erhalten bleibt [193]. Am Beispiel 

des apoptose-induzierenden BIDBH3-Peptids wurde deutlich, dass das Peptid seine 

Funktion sogar effektiver als das ungebundene, freie Peptid ausübt. Dies beruht 

wahrscheinlich auf einer gesteigerten Stabilität, bzw. längeren Lebensdauer der Peptide. 

Alleine durch die Bindung an das Polymer ist ein Ende des Peptids für Exopeptidasen 

nicht mehr zugänglich. Auch die räumliche Nähe der Peptide zueinander kann es 

Endopeptidasen erschweren, Zugang zu den Peptiden zu erhalten. In dem 

Zusammenhang wäre es interessant zu testen, ob eine N-terminale Acetylierung die 

Aktivität der Peptide steigert. Um die Proteasestabilität der gebundenen und freien Peptide 

zu vergleichen, wurden Peptide mit Proteinase K inkubiert und die Abbaukinetik bestimmt 

(nicht gezeigt). Die Ergebnisse bestätigten, dass die freien Peptide schneller abgebaut 

werden als die HPMA-gebundenen Peptide. Neben der Peptidstabilität können zusätzlich 

noch Multivalenzeffekte eine Rolle bei der höheren Effektivität spielen. Die erfolgreiche 

Kopplung einer zweiten funktionellen Einheit auf das HPMA deutet eine Reihe von 

Kombinationsmöglichkeiten an. In unserem Fall wurde das zellpenetrierende Peptid R9 

ergänzt, das den Transport des Konjugats in Zellen vermittelte. Die unterschiedlich 

effektive Aufnahme der freien Peptide und der HPMA-Peptid Konjugate ist schwierig zu 

erklären. Erste Experimente, die mit einstündiger Inkubationszeit durchgeführt wurden, 

zeigten erstaunlicherweise kaum Unterschiede bezüglich der intrazellulären Fluoreszenz 

zwischen den verschiedenen Konstrukten. Geringfügige Unterschiede konnten allerdings 

an der Zellmembran detektiert werden. Die HPMA-Peptid-Konjugate zeigten eine stärkere 

Anlagerung an oder in die Zellmembran, die einen verstärkten zellulären Import induzieren 

könnte. Allerdings zeigten einige Zellen auch Veränderungen der Zellmembran, die auf 

eine Entstehung von Aggregaten und Störungen der Membran hindeuteten. Experimente 

zur Zytotoxizität eines anderen HPMA-Peptid-Konjugats deuteten aber nicht auf eine 

Beeinträchtigung der Zellen hin [193]. Eine verstärkte Assoziation der HPMA-Peptid-

Konjugate mit der Zellmembran, bei zunehmender Inkubationszeit, könnte aber eine 

Erklärung für die großen Unterschiede innerhalb der Durchflusszytometrischen 

Messungen sein. Eine vorher durchgeführte 5 minütige Inkubation der Zellen mit Trypsin 

sollte an der Membran haftende Konstrukte beseitigen. Allerdings wurde der Erfolg der 

Trypsinbehandlung nicht kontrolliert. Für die Bioaktivitätsstudien musste die 

Inkubationszeit auf ca. 8-10 Stunden erhöht werden. Eine Möglichkeit Unterschiede in der 
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Aufnahmeeffektivität zwischen BIDBH3-HPMA-R9 und mBIDBH3-HPMA-R9 zu erklären 

ist, dass die helikale Sekundärstruktur des BIDBH3-Peptids die zelluläre Aufnahme 

unterstützt. Diese Sekundärstruktur könnte durch den Austausch zweier Aminosäuren an 

den Positionen 11 und 16 innerhalb der Peptidsequenz des mBIDBH3-Peptids gestört 

sein. Neben dem BIDBH3-Peptid wurde das Polymer auch mit dem pro-apoptotischen 

AVPIAQK-Peptid beladen. Zusammen mit R9 als zellpenetrierende Einheit wurde dieses 

Konjugat effektiv in Zellen importiert und zeigte einen pro-apoptotischen Effekt, der auf 

das AVPIAQK-Peptid zurückgeführt werden konnte [193]. Da HPMA als unbeladenes 

Polymer nicht von den Zellen aufgenommen wird, kann der Eintritt in die Zellen oder das 

intrazelluläre Trafficking durch die Ergänzung einer Funktionalität kontrolliert werden. Ein 

Nachteil der Methode ist, dass die Stöchiometrie der Beladung des Polymers nicht 

garantiert werden kann. Zwar kann durch die äquimolaren Mengen der Peptide während 

der Beladung ein durchschnittliches 1:1 Verhältnis beider Peptide auf dem Polymer 

erreicht werden, geringe Schwankungen können aber nicht ausgeschlossen werden. 



 

 



Zusammenfassung 
 

67 

5. Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wird ein neuer und sehr effektiver zellulärer Aufnahmemechanismus für 

CPPs beschrieben. Dieser Aufnahmemechanismus wird ab einer bestimmten 

Konzentration von extrazellulärem Peptid induziert und führt zu einer zytoplasmatischen 

Lokalisation der Peptide. Die Konzentration, um diese Aufnahme auszulösen, ist von den 

Eigenschaften des eingesetzten Peptids abhängig. Sowohl die Ladung als auch die 

Sekundärstruktur bilden dabei wichtige Parameter. Für R9 konnte gezeigt werden, dass ab 

einer Konzentration von 10 µM neben einer vesikulären auch eine starke zytoplasmatische 

Verteilung des Peptids vorliegt. Für das weniger kationische Peptid Penetratin dagegen 

sind wesentlich höhere Konzentrationen und Änderungen der Membranzusammensetzung 

notwendig, um den gleichen Effekt zu erreichen. Eine genaue Beobachtung der 

Aufnahmekinetik von R9 ergab, dass die Aufnahme innerhalb von Minuten stattfindet und 

mit einer starken Membranaktivität einhergeht. Membranbereiche, in denen die Aufnahme 

stattfand, wurden als Nucleation Zones bezeichnet. Die elektronenmikroskopische Analyse 

dieser Zonen ergab keine morphologischen Besonderheiten im Vergleich zwischen 

Nucleation Zones und anderen Bereichen. Bei der Peptidaufnahme über Nucleation Zones 

spielen HSPG als zelluläre Oberflächenmoleküle eine wichtige Rolle. Der Verlust von 

HSPG kann die Ausbildung von Nucleation Zones verhindern. Auch der Einsatz von 

Rottlerin, einem PKC-Inhibitor, kann die Ausbildung von Nucleation Zones inhibieren. 

Sowohl die Schnelligkeit des Imports, als auch die Abwesenheit von Vesikeln machen die 

Einordnung des Aufnahmewegs zu einem der etablierten Endozytosewege schwer. 

Während der effektiven Peptidaufnahme bleibt die Membranintegrität gewahrt und die 

Ausbildung von Nucleation Zones hat keine zytotoxischen Folgen. Dieser hocheffektive, 

nichttoxische Aufnahmemechanismus kann die Grundlage für die Entwicklung neuer 

peptidbasierter Transfektionsstrategien bilden. 

Weiterhin wurde ein neues zellpenetrierendes Peptid humanen Ursprungs vorgestellt und 

charakterisiert (hLF-Peptid). Die zelluläre Aufnahme des hLF-Peptids zeigte schon 

bekannte Charakteristiken der CPP-Internalisierung bezüglich Effektivität, Lokalisation und 

Kinetik. Bemerkenswert ist, dass das hLF-Peptid trotz weniger Arginine in dem gleichen 

Konzentrationsbereich wie R9 über Nucleation Zones in die Zellen aufgenommen wird. 

Hier spielt die Sekundärstruktur des Peptids eine entscheidende Rolle. Denn nur das über 

eine Disulfidbrücke zyklisierte Peptid wird effektiv von den Zellen aufgenommen. 

Außerdem ist das Peptid in der Lage, unterschiedliche Cargos effektiv in Zellen zu 
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transportieren. Die hohe Aktivität des hLF-Peptids verbunden mit seiner humanen 

Herkunft und der damit verbundenen Unbedenklichkeit machen hLF zu einem 

hochinteressanten Vektormolekül für die biomedizinische Forschung nicht nur für den 

Einsatz in vitro, sondern vor allem in vivo.  

In einem weiteren Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kopplung von Peptiden 

an das Polymer HPMA eine erfolgsversprechende Strategie ist die Bioaktivität von 

Peptiden zu erhöhen. Außerdem wurde die Möglichkeit einer Kombination von zwei 

bioaktiven Peptiden aufgezeigt. Das apoptose-induzierende BIDBH3-Peptid und das CPP 

R9 wurden zusammen mit nativer chemischer Ligation auf HPMA gekoppelt und führten 

zu einer effektiven Aufnahme des Konstrukts bei erhöhter Aktivität des BIDBH3-Peptids. 

Die Möglichkeiten einer polymerunterstüzten Applikation von Wirkstoffen sind enorm und 

könnten durch die Kombination von gewebespezifischen Vektoren mit hochwirksame 

Therapeutika eine effektive und schonende Behandlung bedeuten. 
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6. summary 

This work describes a new and very effective cellular uptake mechanism for cell-

penetrating peptides (CPP). This uptake mechanism is induced once the peptide reaches 

a certain extracellular concentration and leads to a cytoplasmic distribution of the peptide. 

The concentration which is necessary to induce this uptake is dependent on the 

characteristics of the peptide. Hence, peptide charge as well as peptide secondary 

structure are important parameters. For R9 it could be shown that a concentration of 10 

µM leads to a vesicular and a cytoplasmic peptide distribution within cells. For less 

positively charged peptides, e.g. Penetratin, a far higher peptide concentration and 

interference with the composition of the membrane are necessary to achieve the same 

effect. Precise observation of the R9 uptake kinetics showed that the uptake takes place 

within minutes and is accompanied by a strong membrane activity. We called the affected 

membrane areas Nucleation Zones. Analysis of Nucleation Zones by electron microscopy 

revealed no morphological differences between areas with and without Nucleation Zone. 

For peptide uptake via Nucleation Zones heparansulfate-proteoglycans (HSPG) play a 

major role as cellular surface structures. Loss of HSPG inhibits the development of 

nucleation zones. Also the PKC inhibitor rottlerin prevents the development of Nucleation 

Zones. Due to the speed of import and the absence of vesicles it is difficult to attribute the 

uptake to one of the established endocytotic pathways. No loss of membrane-integrity 

occurs and no cytotoxic effekt could be detected during the effective peptide uptake. Thus, 

this highly efficient and nontoxic way of uptake could be the basis e.g. for the development 

of new peptide based transfection-strategies. 

Furthermore a new CPP of human origin was indentified and characterised (hLF). The 

cellular uptake of hLF showed the well known characteristics of CPP internalisation 

concerning efficacy, localisation and kinetics. Remarkably, although less arginines are 

present in the sequence, the hLF peptide is taken up via nucleation zones in the same 

concentration range as R9. This is based on the secondary structure of hLF. Only the 

disulfide bond-based cyclic form of the hLF-peptide is taken up efficiently by the cells. 

Furthermore the peptide is able to efficiently transport different cargos into cells. The high 

efficacy combined with the harmlessness of a human-derived peptide show that the 

peptide is a highly interesting vector for biomedical research, not only in vitro, but 

especially in vivo. 
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In a third part of this work it was shown that coupling of peptides to a polymer is a 

promising strategy to increase the bioactivity of peptides. Moreover the activity of a 

construct was shown that combined two different peptides on one polymer. This construct 

consisted of the apoptosis-inducing BIDBH3 peptide and the CPP R9. These two 

functionalities were coupled on HPMA by native chemical ligation and showed an efficient 

cellular uptake and increased activity of the BIDBH3 peptide. The possibilities of a 

polymer-based application of agents are enormous and could lead to an effective and well 

tolerated treatment by combining tissue-specific vectors with highly efficient therapeutics 
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7. Abkürzungsverzeichnis 

 

Antp     Antennapedia 

BH      Bcl2 Homologie 

BID     BH3 Domänen interagierender Todes-Agonist  

      (BH3-interacting domain death agonist) 

BP      Bandpass (band pass) 

BSA     Rinderserumalbumin (Bovine serum albumin) 

CME     Clathrin vermittelte Endozytose (clathrin-mediated 

      endocytosis) 

CPP     zellpenetrierendes Peptid (Cell-penetrating peptide) 

CPZ     Chlorpromazin 

DFMO    DL-alpha-Difluoromethylornithin 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DTT     1,4-Dithiothreitol 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

EM     Elektronenmikroskopie 

HFT     Hauptfarbteiler 

HIV     Humanes Immundefizienz Virus 

hLF     humanes Lactoferrin 

HPLC     Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

      (High performance liquid chromatography) 

LP      Langpass (long pass) 

LSM     Laser Scanning Mikroskop 

MALDI-TOF   Matrix-unterstützte Laser Desorption/Ionisation-Flugzeit 

      (Matrix-assisted laser desorption/ionisation- time of flight) 

MTT     3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

N.A.     Numerische Apertur 

NMR     Kernspinresonanz (Nuclear magnetic resonance) 

NFT     Nebenfarbteiler 

NZ   Keimzentrum (Nucleation Zones) 

PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung (Phosphate buffered saline) 

PI      Propidium-Iodid 
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PKCδ    Proteinkinase C delta  

RPMI    Roswell Park Memorial Institut 

SDS     Natriumdodecylphosphat (Sodium Dodecyl Phosphate) 

Tat      Transaktivator der Transkription (transactivator of  

      transcription) 

TFA     Trifluoressigsäure (Trifluoracid) 

UV      Ultraviolett 

VSV-G   Vesikuläres Stomatitis Virus-Glykoprotein 
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