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1. Zusammenfassung 
 
In den letzten Jahren wurde eine Anzahl kleiner, sehr basischer zellulärer Proteine 
entdeckt, welche die Fähigkeit besitzen, durch zelluläre Plasmamembranen zu 
penetrieren. Eines von diesen Proteinen ist Antennapedia, ein Transkriptionsfaktor der 
Drosophila Fliege. Es besitzt eine basische Region, Penetratin-1 genannt, bestehend aus 
16 Aminosäuren (AS 43-58), welche für die Internalisierung verantwortlich ist. Der 
Mechanismus dieser Aufnahme ist noch weitgehend unbekannt. In der vorliegenden Arbeit 
wurden biotinyliertes Antennapedia-Peptid und ein hochmolekularer Komplex, bestehend 
aus biotinyliertem Antennapedia und fluoreszenzmarkiertem Avidin, in HeLa- und Pae-
Zellen internalisiert und mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Es ging darum, etwas 
über den Mechanismus der Internalisierung herauszufinden. Es zeigte sich, dass sowohl 
das Antennapedia-Peptid als auch der Antennapedia-Avidin-Komplex internalisiert 
werden, wobei sich jedoch die Verteilung in der Zelle unterscheidet. Der Komplex weist 
eher eine partikuläre, das Peptid eine gleichmässige Verteilung im Zytoplasma auf. Es 
wurde nachgewiesen, dass ein Teil des Komplexes in den Endosomen vorliegt. Beide, das 
Antennapedia-Peptid und der Antennapedia-Avidin-Komplex werden auch bei einer 
Temperatur von 4°C internalisiert, was darauf hindeutet, dass der Mechanismus 
energieunabhängig ist. 
Um zu untersuchen, ob mit dem basischen Peptid auch Partikel in die Zellen 
eingeschleust werden können, wurde das Antennapedia-Peptid an Liposomen gekoppelt. 
Mit diesen Liposomen wurden Internalisierungsversuche in HeLa- und Pae-Zellen 
durchgeführt und die Internalisierung mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Man 
konnte feststellen, dass Antennapedia-Peptid modifizierten Liposomen von den Zellen 
aufgenommen werden und sich im Zytoplasma und zum Teil in den Endosomen verteilen. 
Die Internalisierung war auch bei 4°C erfolgreich, was bedeutet, dass auch die 
Antennapedia-Peptid derivatisierte Liposomen einem energieunabhängigen 
Aufnahmemechanismus unterliegen. 
Von Interesse war ebenfalls, toxische Liposomen mit 5-FdU-NOAC herzustellen, an diese  
Antennapedia-Peptid zu koppeln und ihre Zytotoxizität in HeLa-Zellen zu untersuchen. Es 
wurden lediglich zwei verschiedene Zytotoxizitätstests durchgeführt, welche als 
Vorversuche zu betrachten sind. Es wurde nachgewiesen, dass 5-FdU-NOAC-Liposomen 
an Antennapedia-Peptid gekoppelt um ca. 15% toxischer sind als die 5-FdU-NOAC-
Liposomen, welche nicht an ein basisches Peptid gekoppelt wurden. 
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2. Einleitung 
 
Biologische Membranen sind von enormer Wichtigkeit für das Leben, oft verunmöglichen 
sie jedoch die Aufnahme von Wirkstoffen in die zu behandelnden Gewebe bzw. Zellen. Die 
moderne Erforschung und Therapie von Krankheiten erfordet oft das Einbringen von 
Proteinen oder DNA in die Zellen. Biomembranen sind nur für lipophile Substanzen mit 
einen Molekulargewicht bis ca. 500 Dalton durchlässig. Dadurch stellt sich ein Problem für 
Polypeptide und Oligonucleotide, welche die Plasmamembran nicht durchdringen können. 
Es ist deshalb wünschenswert die Barrierefunktion der Plasmamembranen durch 
Verwendung spezieller Tags zu umgehen. Diese Verbindungen sollten durch biologische 
Membranen hindurchtreten und die Fähigkeit haben, an sie gekoppelte Moleküle mit in die 
Zellen zu schleusen. Dadurch würde sich die Möglichkeit ergeben, grössere hydrophile 
Verbindungen effizient in die Zellen einzubringen und die Anzahl anwendbarer 
biologischer Wirkstoffe würde stark erhöht. 
 

2.1. Basische Peptide 
 
In den letzten Jahren wurde eine Anzahl kleiner, sehr basischer zellulärer Proteine 
entdeckt, welche die Fähigkeit besitzen, durch zelluläre Plasmamembranen zu 
penetrieren. Die am besten studierten Proteine sind das Tat-Protein (Lindgren et al.; 
Schwarze et al.; Green et al.; Frankel et al.), Penetratin, die von Antennapedia-Protein 
hergeleitete basische Peptidsequenz (Derossi et al.; Le Roux et al.) und das VP22-Protein 
(Lindgren et al.; Schwarze et al.). 
Tat ist ein Regulator-Protein, welches von HIV (Human Immunodeficiency Virus) kodiert 
wird. Tat ist die Abkürzung für „transactivator of transcription“. Es transaktiviert die 
Transkription vom HIV „long terminal repeat“ (LTR), dem HIV-Promotor (Schwarze et al.). 
Tat-Protein, im Zellkern von infizierten Zellen, erhöht signifikant die Transkriptionsrate und 
die Produktion viraler mRNA. Antennapedia ist ein Transkriptionsfaktor der Drosophila 
Fliege und VP22 ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, aber des Herpes simplex Virus Typ 
1 (Schwarze et al.). Alle diese Proteine besitzen eine kurze Peptidsequenz aus 8 bis 16 
Aminosäuren mit einem hohen Anteil an basischen Aminosäuren (Arginin und Lysin), die 
für die Transporteigenschaften verantwortlich sind. Diese basischen Peptidsequenzen 
werden auch als Protein-Transduktions-Domänen (PTD) bezeichnet. Alle sind Teil von 
Proteinen, welche in die Regulation der Transkription eingreifen und die basischen 
Sequenzen sind dieselben Sequenzen, die für das Andocken an die DNS, oder an die 
RNS im Falle von Retroviren, im Kern verantwortlich sind (Schwarze et al.). Der 
Mechanismus der Membrangängigkeit ist noch weitgehend unbekannt. Ob die 
Transduktion rezeptorabhängig ist oder nicht, muss noch gezeigt werden. Bisher scheinen 
aber alle untersuchten Zellen mit einer solchen basischen Peptidsequenz transduzierbar 
zu sein. Moleküle mit begrenzter oder gar keiner Bioverfügbarkeit konnte man an eine 
dieser basischen Peptidsequenzen koppeln und somit einen Weg eröffnen, diese Moleküle 
in alle Zellen einzubringen. 
In meiner Arbeit befasste ich mich mit einer dieser Sequenzen, der aus Antennapedia 
hergeleiteten Sequenz, dem Penetratin-1. 
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2.2. Ziel dieser Arbeit 
 
Die erste Aufgabe bestand darin, die Internalisierung des biotinylierten basichen Peptides 
von Antennapedia, ohne Permeabilisierung der Zellmembran, in Tumorzellen (HeLa-
Zellen) und in Endothelzellen (Pae-Zellen) zu untersuchen. Als erstes musste man prüfen, 
ob die kurze Peptidsequenz von Antennapedia mit einem kleinen Molekulargewicht von 
der Zellen aufgenommen wird. 
Die zweite Aufgabe war ein grösseres Molekül an das Antennapedia Peptid zu binden um 
mit dessen Hilfe dieses Protein in die Zelle zu schleusen. Dieser hochmolekulare Komplex 
bestand aus biotinyliertem Antennapedia und fluoreszenzmarkiertem Avidin. Dazu wurde 
das biotinylierte Antennapedia-Peptid mit Avidin inkubiert, bevor es zu den Zellen gegeben 
wurde. So konnte man prüfen, ob auch mit einem grösseren Molekulargewicht, das 
Antennapedia-Peptid mit Avidin in die Zellen eindringen kann. 
Ein weiteres Ziel war, Liposomen an Antennapedia Peptid zu koppeln und diese dann zu 
internalisieren. So könnte geprüft werden, ob Antennapedia-Peptid die Zellaufnahme von 
Liposomen erhöhen und/oder beschleunigen kann. 
Bei jeder Internalisierungsaufgabe, sei es von Antennapedia-Peptid, von Antennapedia-
Avidin-Komplex oder von Liposomen an Antennapedia gekoppelt, wurde der Einfluss der 
Konzentration und der Inkubationsdauer untersucht. Um etwas über den Mechanismus der 
einzelnen Internalisierungen zu erfahren, wurden zusätzlich Inkubationen bei 
Temperaturen von 12°C und von 4°C durchgeführt. Durch Endosomen-Färbung wurde 
getestet, ob das internalisierte Material sich in den Endosomen anreichert. Von den 
wichtigsten Internalisierungsversuchen wurden konfokale Bilder aufgenommen. Mit dem 
konfokalen Mikroskop konnten Schnitte durch die ganze Zelle gemacht werden. Mit Hilfe 
dieser Schnitte konnten dann Querschnitte durch die drei Zellebenen erzeugt werden. Mit 
diesen Bildern konnte man feststellen, ob das internalisierte Gut in die Zelle 
hineingegangen ist oder nicht und ob es sich auch im Zellkern angereichert hat. 
Schlussendlich sollte man zeigen, ob sich die drei Aufnahmemechanismen unterscheiden. 
Das letzte Ziel war es, in die Liposomen eine toxische lipophile Substanz, 5-FdU-NOAC, 
einzulagern und dann mit Antennapedia-Peptid zu koppeln. Mit diesen Antennapedia-
Peptid derivatisierten toxischen Liposomen wurden Zytotoxizitäts-Versuche in HeLa-Zellen 
durchgeführt. Man konnte untersuchen, ob toxische Liposomen an Antennapedia-Peptid 
gekoppelt zytotoxischer sind als die gleichen Liposomen, die mit einem nicht basischen 
Peptid gekoppelt wurden. Es wurden als Vorversuche lediglich 2 Experimente 
durchgeführt: Eines mit der Immunofluoreszenz-Methode, das andere mit einem speziellen 
Kit, welches die Quantifizierung der metabolisch aktiven Zellen erlaubte. 
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2.3. Das Antennapedia Protein 
 
�� Die Drosophila  Fliege 
 
Die Drosophila melanogaster Fliege ist ein kleines Insekt, ca. 3 mm lang, welches sich in 
verdorbenen Früchten akkumuliert. Sie ist eine der wertvollste Organismen in der Biologie-
Forschung, speziell in der genetischen Entwicklungs-Biologie. Viele Forschungsgruppen 
arbeiten mit Drosophila, weil sie als ein kleines Tier mit einem kurzen Lebenszyklus von 
zwei Wochen, billig und in grossen Mengen verfügbar ist. Mutante Fliegen, mit Fehlern in 
mehreren Genen sind verfügbar und das ganze Genom konnte kürzlich sequenziert 
werden. 
Ein Insektenkörper ist in Segmente gegliedert, die früh in der Embryonalenentwicklung 
angelegt werden. Drosophila besitzt drei Thoraxsegmente und acht Abdominalsegmente. 
Die Zellen verschiedener Segmente behalten normalerweise ihre Identität und vermischen 
sich nicht. Es gibt jedoch Mutationen, homöotische Mutationen genannt, die einen 
Körperteil in einen anderen umwandeln. Die Antennapedia-Mutation, zum Beispiel, 
wandelt eine Antenne in ein Bein um. Man kann daraus schliessen, dass das normale 
Antp-Gen dafür sorgt, dass Beine an der richtigen Stellen entstehen. Ganz allgemein 
kontrollieren homöotische Gene den Grundbauplan des Embryos. 
 
�� Das Antennapedia-Peptid 
 
Antennapedia ist ein Transkriptionsfaktor der Drosophila Fliege. Transkriptionsfaktoren 
binden über eine spezifische Sequenz, die Homeodomäne, an DNA. Die Homeodomäne 
von Antennapedia (Antp) besteht aus 60 Aminosäuren, die drei � -Helices mit einem � -
Turn zwischen der zweiten und dritten Helix bilden. In den letzten Jahren wurde gezeigt, 
dass die Homeodomäne von Antennapedia von Zellen internalisiert wird (Derossi et al.). 
Weitere Studien zeigten, dass das Antennapedia-Protein durch einen 
energieunabhängigen Mechanismus von Nervenzellen internalisiert wird und sich in den 
Nucleoli anreichert; hier erhöht Antennapedia die morphologische Differenzierung von 
Neuronen und fördert das Neuriten Wachstum (Le Roux et al., Joliot et al.). 
Die dritte Helix des Antennapedia Proteins, auch Penetratin-1 genannt, besitzt 
vergleichbare Translokationseigenschaften wie die ganze Homeodomäne (Derossi et al.). 
Diese dritte Helix besteht aus einer Sequenz von 16 Aminosäuren (AS 43-58), die sieben 
basische Aminosäuren, drei Arginine und 4 Lysine, enthält: (Schwarze et al.) 
 
PTD von Antp: Arg-Gln-Iso-Lys-Iso-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys 
 
Der Mechanismus der Internalisation ist wie beim Tat-Protein bis heute nicht geklärt. Man 
vermutet einen energieunabhängigen Mechanismus der sich von der klassischen 
Endozytose unterscheidet (Derossi et al.). Es wurden jedoch keine Rezeptoren gefunden, 
an die Penetratin-1 spezifisch bindet. Demnach scheint auch für dieses Peptid eine 
rezeptorunabhängige Endozytose wahrscheinlich, was zugleich die fehlende 
Zellspezifizität für die Internalisation erklären würde. Ebenso wie mit dem basischen 
Peptid des Tat-Proteins (Schwarze et al.) wurden auch mit Penetratin-1 Fusionsproteine 
hergestellt und erfolgreich in Zellen internalisiert (Derossi et al.). 



Einleitung  5 

  

2.4. Liposomen 
 
Vor über 30 Jahren wurden von A. Bangham die Liposomen entdeckt und seit dem 
werden sie vielseitig, in der Biologie, Biochemie und Medizin verwendet. 
Phospholipide bilden in wässrigem Medium spontan konzentrische, vielschichtige Vesikel, 
die Liposomen. Die Liposomenhülle besteht aus einer oder mehreren wasserunlöslichen, 
quellbaren Phospholipid-Doppelschicht; die einen mit wässriger Lösung gefüllten Kern 
umschliesst. 
Liposomen sind den biologischen Membranen sehr ähnliche Modelle. In biologischen 
Membranen wie auch in Liposomen sind die Phospholipide in Bilayers organisiert. Sie 
dienen als Gerüst, worin sich andere Komponenten wie Proteine einbetten können. Die 
meisten Phospholipide beinhalten ein Glycerol. Glycerol ist ein kleines, drei Kohlenstoff 
enthaltendes Molekül. An zwei Kohlenstoffen des Glycerols ist eine Fettsäure und am 
dritten über eine Phosphatgruppe eine kleine polare Gruppe wie z.B. Cholin gebunden. 
Phospholipide sind amphiphile Moleküle. 
Die folgende Figur zeigt einen Schnitt durch einen Bilayer. Die hydrophoben Fettsäuren 
zeigen ins Innere des Bilayers, wo sie vom Wasser abgeschirmt sind. Die hydrophilen 
Reste interagieren mit dem Wasser innerhalb und ausserhalb des Bilayers. 
 

 
 
Es ist zu unterscheiden zwischen multilamellaren Liposomen mit mehreren, konzentrisch 
angeordneten Phospholipid-Schichten (Abb. 2A) und unilamellaren Liposomen mit nur 
einer Doppelschicht (Abb. 2B). Kleine unilamellare Liposomen (SUV) haben Durchmesser 
bis etwa 100 nm, während grosse unilamellare Liposomen (LUV) Durchmesser bis in den 
� m-Bereich aufweisen. Die Lipidhüllen wechseln sich in den multilamellaren Liposomen 
(MLV) mit wässrigen Schichten ab.  

Abb. 1: Schematischer Schnitt durch einen Phospholipid Bilayer. Ein Phospholipid ist in
Spacefilling Ansicht dargestellt. Hydrophobe Fettsäureketten lagern sich zusammen.
Hydrophile Reste zeigen gegen aussen. Blau: Stickstoff-Atom; Orange: Phosphat- Atom;
Rot: Sauerstoff-Atom. 
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Liposomen können auf verschiedene Arten hergestellt werden. Zur Herstellung von MLV 
gibt man eine wässrige Lösung zu einem trockenen Lipidfilm aus Membranbestandteilen. 
Zur Erzeugung von SUV kann auf verschieden Weise vorgegangen werden. Aus MLV 
kann man entweder durch Ultrabeschallung oder mit Extrusion SUV erhalten. In folgenden 
Arbeit wird die Extrusion-Methode verwendet. Liposomen sind einfach herzustellen, 
biokompatibel, nicht toxisch und meistens nicht immunogen. 
 
 

2.4.1. Stabilität von Liposomen 
 
Die Stabilität von Liposomen hängt stark von ihrer Grösse und ihrer Zusammensetzung 
ab. Die Phospholipide können oxidativ und hydrolytisch verändert werden. Die 
durchschnittliche Partikelgrösse verändert sich während der Lagerung infolge Fusion 
kleinerer zu grösseren Partikel. Teilweiser Wirkstoffaustritt aus den Vesikeln ist bei 
Lagerung als wässrige Dispersion nicht zu vermeiden. Die Lagerstabilität kann durch die 
Herstellung lyophilisierter Liposomen wesentlich erhöht werden. 
Durch Einbau von Cholesterol kann die Packungsdichte der Membran und damit die 
Stabilität erhöht werden. Anderseits darf der Einschluss nicht so stabil sein, dass im 
Zielorgan eine nur unvollständige Wirkstoff-Freigabe erfolgt. Cholesterol ist hauptsächlich 
hydrophob. Mit seiner hydrophilen Hydroxygruppe lagert es sich an die Phosphatgruppe 
eines Phospholipids in die Membranen ein und verändert so die physikalischen 
Eigenschaften einer Membran beträchtlich. Die Einlagerung des Cholesterols zwischen die 
Phospholipide verhindert die Interaktion zwischen den Phospholipiden und demnach eine 
mögliche Kristallisation. Gegen aussen hin (polarer Teil) werden die Bewegungen der 
Membran durch das Cholesterol vermindert. Somit wird die Membran weniger durchlässig 
für kleinere Moleküle. Der Bilayer ist aufgrund der Flexibilität des hydrophoben Endes des 
Cholesterols im Inneren sehr fluid (apolarer Teil). 
 
 
 

B A 

Abb. 2: A: Multilamellare Vesikel. B: Unilamellare Vesikel. 
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2.4.2. Liposomen als Medikamententräger 
 
Liposomen sind geeignete Träger für Wirkstoffe, wobei hydrophile Wirkstoffe in den 
wässrigen Schichten, lipophile Wirkstoffe in den Lipidschichten der Membran eingelagert 
werden. Liposomen können nicht nur hydrophobe und hydrophile Moleküle transportieren, 
sondern sie können auf ein spezifisches Ziel gerichtet werden, indem an ihrer Aussenseite 
Moleküle angebracht werden, die eine Bindung mit dem gewünschten Zielmolekül 
(Rezeptor) eingehen. 
Das Liposom wird so zum Träger von Medikamenten, Kontrastmitteln, Farbstoffen und 
anderen Molekülen verwendet. Diese Substanzen können im Innenraum der Liposomen 
eingeschlossen, in die Membran eingebaut oder an Membranlipide gekoppelt werden, die 
eine entsprechende funktionelle Gruppe tragen. Die Kopplung kann kovalent (mit oder 
ohne Kopplungsreagenz), über Komplexbildung oder über andere Systeme, wie Biotin-
Avidin erfolgen. 
Das Potential von Liposomen zeigt sich in diversen Anwendungsgebieten: Transfektion, 
Gentherapie, Medikamententräger, Targeting, Makrophagendepletion, Studienobjekt für 
Membranchemie und –prozesse, nur um einige zu nennen. Heute ist es möglich 
Liposomen mit sehr spezifischen Eigenschaften herzustellen. 
 

Abb. 3: Oberfächen Eigenschaften von Liposomen. Konventionelle Liposomen (oben) sind entwede r
neutral oder negativ geladen. Sterisch stabilisierte Liposomen („Stealth“) sind mit einem
Polymer modifiziert. Zielgerichtete („Targeting“) Liposomen sind mit Polypeptiden ode r
Antigenen beladen (unten). Kationische Liposomen haben ein Molekül an ihrer Oberfläche,
welches sich mit dem hydrophoben Teil in den apolaren Bilayer eingelagert und eine positiv
geladene Gruppe exponiert. Wirkstoffe (  ) können je nach ihren chemisch-physikalischen
Eigenschaften im Bilayer, an der Oberfäche oder im Innern transportiert werden. Nach:
Lasic, D. D., 1996. 
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Substanzen, die in vivo schnell metabolisiert werden, können durch die Einkapselung in 
Liposomen oder durch den Einbau in deren Membran vor einem Abbau geschützt werden. 
Die Halbwertzeit (Zyrkulation im Blut) einer derart geschützten Substanz kann so auf die 
eines Liposoms verlängert werden. Es ist offensichtlich, dass sich Liposomen durch ihre 
Zusammensetzung in vielfältiger Weise verändern und einsetzen lassen. 
Liposomen sind Partikel und werden deshalb unterschiedlich in Blut, Leber, Milz, Nieren, 
Muskel etc. verteilt. Mit Immunoglobulinen oder Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen kann 
diese Verteilung zu Gunsten eines speziellen Zieles (Organ, Zelle) verändert werden. Das 
Liposom erhält damit eine spezifische Komponente. (z.B. tumorspezifische 
Immunoliposomen). 
In der vorliegenden Arbeit wurde 5-FdU-NOAC, ein lipophiler zytotoxischer Wirkstoff, in die 
Liposomenmembran eingelagert. 5-FdU-NOAC ist ein lipophiles Derivat des 5-
Fluorodeoxyuridins, ein sogenanntes heterodinucleosid Dimer. 
 

 
 

2.4.3. Praktische Verwendung 
 
Seit einigen Jahren sind diverse Liposomen enthaltende Arzneimittel auf dem Markt. 
Liposomen aus bovinem Surfactant zur intratrachealen Instillation werden für die 
Behandlung des frühkindlichen Atemnotsyndroms eingesetzt. Zur i.v.-Injektion ist ein 
Amphotericin enthaltendes Liposomen-Präparat, das als Lyophilisat vorliegt, bestimmt. Die 
Nephrotoxizität des Antibiotikums ist in der liposomalen Darreichungsform deutlich 
verringert. Zur topische Applikation sind Econazol und Heparin enthaltende Liposomen-
Zubereitungen im Handel. Liposomale Zubereitungen erscheinen für den Einschluss von 
nichtionischen Röntgenkontrastmitteln zur i.v.-Verabreichung aussichtsreich. In einigen 
kosmetischen Zubereitungen sind Leerliposomen enthalten. Ihnen wird unter anderem 
eine Beeinflussung des Hydratationszustandes der Haut zugeschrieben. 
 
 
 

Abb. 4: 2’-deoxy-5-fluorouridylyl-N 4-octadecyl-1- ���� -D-arabinofuranosylcytosin (5-FdU-NOAC),
ein lipophiles Derivat des 5-Fluorodeoxyuridins. 
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2.5. HeLa-Zellen 
 
Im Jahr 1951 entnahm ein Arzt Zellen von der Gebärmutter seiner Patientin Henrietta 
Lacks, einer 31 Jahre alten Frau aus Baltimore. Der Arzt schickte diese Probe zu einem 
Labor, welches die Zellen untersuchte. Die Zellen waren bösartig und Henrietta Lacks 
verstarb acht Monate später an Gebärmutterhalskrebs. Ihr Arzt versorgte George and 
Margaret Gey von der Johns Hopkins University mit einer Probe dieser Krebszellen. Diese 
Zellen bekamen dann den Namen der verstorbenen Patientin; die HeLa-Zellen. 
Seit nunmehr fast 50 Jahren teilen und vermehren sich die HeLa-Zellen ununterbrochen 
und werden in viele Forschungslaboratorien verwendet. Dank dieser Zellen wurde der 
Kinderlähmungsimpfstoff entwickelt. Die HeLa-Zellen wurden auch gebraucht, um Folgen 
von Atombomben und biologischen Waffen zu testen. Den wichtigsten Stellenwert nehmen 
die Zellen aber in der Krebsforschung ein. 
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3. Materialien und Methoden 
 

3.1. Lösungen und Substanzen 
 
�� Chemikalien und Lösungen:   Bezugsquellen bei folgenden Firmen: Fluka 
            Merck 
            Millipore 
            Bio Rad 
            Sigma 
            Pharmacia 
            Qiagen 
            Pierce 
 
�� Plastik-Material:  Bezugsquellen bei folgenden Firmen: Falcon 
          Eppendorf 
 
 
Internalisierung und Immunfluoreszenz  
 
�� Optimem:    Firma Gibco BRL 
 
�� Dextran-Texas Red:   Fluorescein, anionic, lysin fixable (fluoro-emerald) 

Abs.:595 nm, Em.: 615 nm (rot)     MG: 10,000 g/mol 
Molecular Probes, Inc., OR, USA 

 
�� PBS-Ca2+/Mg2+:  Lösung 1 (12.5x): 2.5 g KCl 

2.5 g KH2PO4 
100 g NaCl 

        27 g Na2HPO4 . 7 H2O 
         ad 1L dest. Wasser 
 
     Lösung 2 (50x); 3.3 g CaCl2 . 2 H2O 
        2.5 g MgCl2 . 6 H2O 
         ad 500 ml dest. Wasser 
 

Um 1x PBS zu erhalten, werden 80 ml Lösung 1 und 20 
ml Lösung 2 ad 1 Liter dest. Wasser verdünnt. 

 
�� 3.7 % Formaldehyd:   10 g Formaldehyd 37% 

  ad 100 ml PBS-Ca2+/Mg2+ verdünnt 
 
�� 10 % Triton-X-100:   10 g Triton 

ad 100 ml dest. Wasser 
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�� Gelvatol: 20 g Gelvatol in 80 ml PBS-Ca2+/Mg2+ bei Raumtemperatur, 16 
Stunden lang lösen. 40 ml abs. Glycerol (46 ml wenn 87%) und 1.2 
ml 5% Na-azid zugeben und 16 Stunden lang Rühren lassen. 
Zentrifugieren bei 12'000 U/min. während 20 Minuten. Den 
Niederschlag verwerfen und den Überstand dekantieren und bei 4°C 
dunkel lagern. Die Endkonzentration sollte ca. 15%, 33% Glycerol 
und 0.1% Na-azid betragen. Um das Bleichen unter dem Mikroskop 
zu reduzieren, wurde 1% N-Propylgallat zugegeben. 

 
 
Liposomen  
 
�� PB Puffer, 67 mM, pH 7.4:  1.77 g KH2PO4 

9.6 g Na2HPO4 . 2H2O 
ad 1 L mit dest. Wasser 

 
�� SPC:   Lucas Meyer, Sugro AG, Basel, CH MG: 770 g/mol 
 
�� Cholesterol:   Fluka, Buchs, CH    MG: 387 g/mol 
 
�� ���� -Tocopherol:   Merck, Darmstadt, Germany  MG: 431 g/mol 
 
�� DPPE:   Dipalmitoyl-glycerol-phosphatidylethanolamin 

Sygena AG, Liestal    MG: 692 g/mol 
 
�� DiO:    3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin Perchlorat 

 
Abs.: 484 nm, Em: 501 nm (grün) 
Molecular Probes, Inc., OR, USA  MG: 882 g/mol 

 
�� SulfoSMCC:   Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1- 

carboxylate 

Pierce, Rockford, Illinois   MG: 436.4 g/mol 
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�� Tributylphosphin:  Fluka, Buchs, CH    MG: 202.3 g/mol 
 
 
Zytotoxizitätstests  
 
 
�� 5-FdU-NOAC:   2’-deoxy-5-fluorouridylyl-N4-octadecyl-1-� -D-arabinofuranosyl- 

cytosin 

 
Prof. Dr. H. Schott, Tübingen, D  MG: 804 g/mol 

 
 

3.2. Geräte 
 
�� Zentrifuge:   Centrifuge 5415 R, Eppendorf 
 
�� Extruder:   LipexExtruder, Lipex Biomembranes, Inc., Vancouver, Kanada 
 
�� Extrudermembran:  Nuclepore, Sterico AG, Dietikon, CH 
 
�� Dialysemembranen:  Spectrapor, Socochim, Lausanne 
 
�� Wasserbad:   Julabo SW-20C 
 
�� UV-Spektrometer:  Uvikron 810, Kontron 
 
�� ELISA Reader:   Dynatech MR 4000 
 
�� DLS-Apparatur:  Dynamic Laser Light Scattering 

Nicomp Model 370, Nicomp Particle Sizing System, 
Submicron Particle Sizer; Software auf IBM Klon unter DOS 
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3.3. Peptide 
 
�� Biotinyliertes basisches Peptid von Antennapedia (Antp): 

 
Die Sequenz von Penetratin-1 der Firma Novartis, Garcia-Echerverria lautet: 
 

 Biotin-Arg-Gln-Iso-Lys-Iso-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NH2 
 
MG: 3270.23 Da; Für die Stammlösung wurde das Peptid in PBS-Ca2+/Mg2+ 

gelöst und bei –80°C gelagert. 
 
�� Biotinyliertes basisches Peptid von Antennapedia mit Cystein (cysAntp): 
 

Die Sequenz von Penetratin-1 mit Cystein der Firma Novartis, Garcia-Echerverria lautet: 
 
Biotin-Ser-Gly-Arg-Gln-Iso-Lys-Iso-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-
Cys-NH2 
 
MG: 3517.51 Da 

 
�� Nicht basisches Kontroll-Peptid ST4 (ST4): 
 

Die Sequenz des nicht basischen Kontroll-Peptides ST4 lautet: 
 
NH2-Cys-Leu-Val-Leu-Gly-Glu-Cys-Phe-Cys-Leu-Glu-Cys-COOH 

 
 MG: 1331.85 Da 
 
 

3.4. Zellkulturen 
 
Es wurden HeLa-Zellen (Tumorzellen, Kap.2.5.) und Pae-Zellen (Porcine aortic endothelial 
cells) verwendet. Als Medium wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) der 
Firma Gibco BRL mit 10% fötalem bovinen Serum (FBS, Lot. Nr. 40F6600K) verwendet. 
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 3-4 Tage 
wurden sie geteilt. Dazu wurde das Medium abgesaugt, einmal mit 0.05% Trypsin/EDTA 
(0.025% EDTA in PBS) gewaschen und zum Ablösen der Zellen 2-10 Minuten mit 1-2 ml 
0.05% Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert. Um die Trypsinisation zu stoppen, wurde die 
gleiche Menge DMEM mit 10% FBS zugegeben. Von der Suspension wurde ein Teil in 
eine neue Kultur-Schale mit Medium gegeben. Es wurde jeweils eine Platte mit und eine 
ohne Antibiotikum (1% Penicillin/Streptomycin und 0.5% Nystatin, PSN, 1:200 verdünnt) 
gemacht. 
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3.5. Internalisierungs-Techniken 
 
Die Zellen wurden auf Deckgläsern (�  12-14 mm) bis zu einer Dichte von 50-80% 
wachsen gelassen. Als Medium wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) 
mit 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 0.5% Nystatin (1:200 verdünnt) verwendet. 
Alle Internalisationen wurden in einer Feuchtkammer durchgeführt, die aus einer 
verschliessbaren Plexiglasbox bestand. Der Boden wurde mit Parafilm ausgekleidet und 
auf der unteren Seite ein Streifen wassergetränktes Kleenex darübergelegt. 
Man vorbereitete Lösungen von Antennapedia-Peptid oder Liposomen in Optimem oder 
Optimem/PB (physiologischen Phosphatpuffer) verdünnt. Die zugegebenen Antennapedia-
Peptid-Konzentrationen zur Internalisierung lagen zwischen 5-18 � M. Von Liposomen 
wurden 1 bis 10 � l zugegeben. 
Die Deckgläser wurden mit den Zellen nach oben mittels einer Pinzette in die 
Feuchtkammer gelegt. Sofort, bevor die Zellen trocknen konnten, wurden 30 � l der Peptid- 
oder Liposomen-Lösung daraufpipettiert. Für die Internalisation wurde die Feuchtkammer 
bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
 

3.5.1. Variationen 
 
�� Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplexes 
 

Bei diesem Internalisierungsversuch wurde zu der Peptid-Lösung, FITC-Avidin 
(Verdünnung 1:500 oder 1:250) gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert, bevor es den Zellen zugegeben wurde. FITC-Avidin musste immer 
vor Gebrauch 5 Minuten bei 10'000 U/min. zentrifugiert werden. Es bildete sich ein 
stabiler Komplex. Danach konnte man weiter, wie im Abschnitt 3.5. beschrieben, 
vorgehen. 

 
�� Internalisierung bei verschiedenen Temperaturen 
 

Bei den Internalisierungen mit unterschiedlichen Temperaturen wurden die auf den 
Deckgläser gewachsenen Zellen 15 Minuten bei 12°C oder 4°C vor der 
Internalisierung inkubiert. Die Internalisation erfolgte wie immer in der Feuchtkammer 
aber bei der entsprechenden Temperatur. 

 
�� Internalisierung mit Dextran für den Nachweis der Endosomen 
 

Dextran-Texas Red wurde zu der Peptid-, Komplex- oder Liposomen-Lösung in einer 
Konzentration von 0.5% gegeben und ohne Vorinkubation auf die Zellen pipettiert. 
Dextran-Texas-Red musste immer vor Gebrauch 5 Minuten bei 10'000 U/min. 
zentrifugiert werden. 
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3.6. Immunfluoreszenz von Zellen 
 
�� Die Deckgläser wurden nach der Internalisierung 3 mal in PBS-Ca2+/Mg2+ bei RT 

gewaschen 
�� Die Zellen wurden 20 Minuten lang bei RT in 3.7% Formaldehyd fixiert. 
�� Nach der Fixierung wurden sie 3 mal in PBS-Ca2+/Mg2+ bei RT gewaschen. 
�� Zur Permeabilisierung wurden die Deckgläser für 10 Minuten in 0.5% Triton X-100 bei 

RT gelegt. 
�� Anschliessend wurden sie nochmals 3 mal in PBS-Ca2+/Mg2+ bei RT gewaschen. 
�� Für die Inkubation mit dem Antikörper wurden die Deckgläser mit den Zellen nach 

oben mittels einer Pinzette wieder in die Feuchtkammer gelegt. 
�� Auf die Zellen wurden dann 40 � l Antikörper-Lösung, welcher in PBS-Ca2+/Mg2+ 

verdünnt wurde, zupipettiert und für ca. 1 Stunde bei 30°C inkubiert. 
�� Danach wurden die Zellen 3 mal in PBS-Ca2+/Mg2+ und einmal in dest. Wasser bei RT 

gewaschen. 
�� Auf Objektträger wurden Tropfen vom Einbettmittel Gelvatol pH 8 pipettiert, die 

Deckgläser mit den Zellen nach unten mittels einer Pinzette daraufgelegt und über 
Nacht im Dunkeln trocknen gelassen. 

 
 

3.6.1. Färbung 
 
 
Bei Internalisierung des Antennapedia-Peptides  
 
�� FITC-Avidin 1:500 oder 1:250 verdünnt. FITC-Avidin musste immer vor Gebrauch 5 

Minuten bei 10'000 U/min. zentrifugiert werden. 
�� DAPI 1:100 verdünnt. 
 
Bei Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplexes und der Liposomen  
 
�� Keine Permeabilisierung: DAPI ist ein relativ kleines Molekül, das die Zellmembran 

auch ohne Permeabilisierung überwinden kann. 
�� DAPI 1:100 verdünnt. 
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3.7. Mikroskopieren 
 

3.7.1. Fluoreszenz- Mikroskop 
 
Die Präparate wurden mit einem Fluoreszenz-Mikroskop vom Typ Axiophot der Firma 
Zeiss ausgewertet. 
 
Durch Bestrahlung mit kurzwelligem Erregerlicht werden fluoreszierende Substanzen zu 
selbständigen „Leuchtern“, während die nicht fluoreszierende Umgebung dunkel bleibt. 
Eine Reihe von Substanzen hat von sich aus die Eigenschaft, bei Anregung mit 
kurzwelliger Strahlung Fluoreszenzlicht zu emittieren. Diese Art von Fluoreszenz 
bezeichnet man als Eigen- oder Primär-Fluoreszenz. Die Mehrzahl aller mikroskopisch zu 
untersuchenden Objekte verfügt nicht über diese Eigenschaft. Da es in der 
Fluoreszenzmikroskopie darauf ankommt, bestimmte Objektstrukturen sichtbar zu 
machen, d.h. Details hervorzuheben, die spezifisch analysiert werden sollen, müssen die 
Präparate mit einem fluoreszierenden Farbstoff angefärbt werden. Die durch 
Fluorochrome bewirkte Lichtemission bezeichnet man als Sekundär-Fluoreszenz. (Leitz 
Fluoreszenzmikroskopie, Leika Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar 1) 
 

3.7.2. Konfokalmikroskop 
 
Mit einem konfokalen Mikroskop der Marke Axiovert 135 M der Firma Zeiss, welches als 
Lichtquelle einen Laser besitzt, konnten Bilder durch verschiedene Zellebenen gemacht 
und mit dem Computer-Programm Imaris bearbeitet werden. 
 
Die Konfokalmikroskopie gewinnt innerhalb der Lichtmikroskopischen Verfahren aufgrund 
Ihrer Fähigkeit zur dreidimensionalen Erfassung von Objektinformationen zunehmend an 
Bedeutung. Neben der im Vergleich zur konventionellen mikroskopischen Abbildung 
höheren lateralen Auflösung bietet das Konfokalmikroskop eine reale Auflösung in 
Richtung der optische Achse und ermöglicht somit die Aufnahme einzelner optische 
Schnitte definierter Dicke. Durch nahezu vollständige Unterdrückung von Streulicht 
ergeben sich brillante Bilder mit höchstem Kontrast. Darüber hinaus ist das Objektvolumen 
in allen drei Dimensionen messtechnisch exakt erfassbar, so dass hochgenaue 
quantitative Informationen über Intensitätsverteilungen erhalten werden. (Winkler,K. und 
Knebel,W., Spektrum der Wissenschaft, Oktober 1994) 
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3.8. Herstellung von Liposomen 
 

3.8.1. Herstellung von Liposomen mittels Extrusion 
 
Eine Übersicht über die Herstellung von Liposomen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit 
produziert worden sind, ist in folgender Figur gegeben. 
 

 
Der erste Schritt in der Produktion von Liposomen war die Herstellung eines Lipidfilms. 
Dazu wurden die benötigten Reagenzien (siehe Tab.1) in einen Rundkolben gegeben und 
in Methanol und Methylenchlorid (1:1) gelöst. Das organische Lösungsmittel wurde am 
Rotavap bei 40°C abgedampft. Der erhaltene Lipidfilm konnte problemlos mehrere 
Wochen bei 4°C gelagert werden. 
Zur weiteren Prozessierung wurde der Lipidfilm in einem physiologischen Phosphatpuffer 
(PB) resuspendiert. Die Suspension hatte milchigen Charakter und beinhaltete 
multilamellare Vesikel. 

Zugabe von: 
- Lipiden 
- einzuschliessenden, 
  lipophilen Substanzen

Rotavap, 40°C 

Lipidfilm Lösen in wässrigem
Puffer 

Multilamellares 
Vesikel 

Unilamellares
Vesikel 

Abb. 5: Flussdiagramm zur Übersicht der Liposomenherstellung. Extrusionsverfahren. 
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Die unilamellaren Vesikel wurden mittels Extrusion hergestellt. Extrusion ist eine Methode, 
in welcher die multilamellare Lipidsuspension durch einen Membranfilter mit definierter 
Porengrösse mit bis zu 50 bar Überdruck gepresst wird. Es wurde ein Membranfilter mit 
100 nm Porengrösse gewählt. Bevor die multilamellaren Vesikel durch die endgültige 
Porengrösse gepresst wurden, verkleinerte man sie vorher mit Extrusion durch grössere 
Poren (400 nm und 200 nm). Es wurde pro Porengrösse mindestens 3 mal gepresst. 
Dadurch entstanden unilamellare Liposomen mit 100 nm Durchmesser. 
 

Tab. 1: Grundzusammensetzung von Liposomen: die fett geschriebenen Bestandteile waren in jeder 
hergestellten Liposomen-Typ enthalten. 

Bestandteil MG [g/mol] mol % mol/ml mg/ml 

SPC 1) 
Cholesterol  2) 
���� -Tocopherol  3) 
DPPE 4) 
DiO 5) 
5-FdU-NOAC 6) 

770 
387 
431 
692 
882 
804 

100 
20 
1 

3.5 
0.44 

6 

1.04 . 10-4 
2.08 . 10-5 
1.04 . 10-6 
3.6 . 10-6 

4.54 . 10-7 
6.22 . 10-6 

80 
8 

0.48 
2.5 
0.4 
5 

 
1) Soya Phosphatidylcholin. 
 
2) Cholesterol um die Membran zu stabilisieren. 
 
3) � -Tocopherol als Antioxidans. 
 
4) DPPE, dipalmitoyl-glycerol-phosphatidylethanolamin, um Aminogruppen auf der 

Oberfläche von Liposomen zu erzeugen, die für die weitere Modifikation der 
Liposomen benötigt werden. 

 
5) DiO, ein lipophiler Fluoreszenzfarbstoff. 
 
6) Lipophile zytotoxische Substanz 
 
 
 
Die erhaltenen Liposomen sind in Abb. 6 dargestellt. 
 

Abb. 6: Unilamellare Liposomen mit Aminogruppen auf der Oberfläche. 
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3.8.2. Modifikation mit SulfoSMCC 
 
Um Antennapedia-Peptid mit Liposomen zu koppeln, brauchte man ein Linker-Molekül, 
Namens SulfoSMCC. Mit seiner Succinimid-Gruppe (blauer Kreis in Abb. 7) wird es an die 
Aminogruppe von Liposomen (Aminogruppen stammen von DPPE) gekoppelt. 
Es wurde berechnet, wieviel mg SulfoSMCC pro ml Liposomen für die Reaktion benötigt 
werden. Dazu musste man zuerst berechnen, wieviele Aminogruppen pro ml Liposomen-
Suspension vorhanden sind: 
 
 
��  
 
 
 mol(DPPE/ml) = 3.6 . 10-6 mol/ml (Tab. 1), 6.022 . 1023 mol-1 = Avogadrosche Zahl 
 
 
Jetzt konnte man die Menge an SulfoSMCC berechnen: 
 
 
��  
 
 
 MG (SulfoSMCC) = 436.37 g / mol, x 1000: um mg zu erhalten. 
 

Es wurde ein Überschuss zugegeben, so dass alle Aminogruppen reagieren können. 
 
Abbildung 7 zeigt die Reaktion der Modifikation mit SulfoSMCC. 
 
 

/mlogruppenAmin101 18��
�� 	

)aussen%50(2
mol10022.6)ml/)DPPE(mol( 123

ml/SulfoSMCCmg3.6���
�

�
	

1000)SulfoSMCC(MG
mol10022.6

s)(Überschus5ml/enAminogrupp
123

2h, 37°C2h, 37°C2h, 37°C

Abb. 7: Liposomen Modifikation mit SulfoSMCC. 
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Die Liposomen-Suspension wurde mit der berechneten Menge an SulfoSMCC 2 Stunden 
lang bei 37°C unter ständigem Rühren inkubiert. Um das überschüssige, nicht gebundene 
SulfoSMCC nach dieser Reaktion zu entfernen, wurde eine Dialyse über Nacht 
durchgeführt. Die Dialyse wurde in PB mit einem Dialyseschlauch von MWCO= 6-8000 im 
Kühlraum bei 8°C gemacht. Diese modifizierten Liposomen wurden für die Kopplung an 
Antennapedia-Peptid weiter verwendet. 
 
 

3.8.3. Kopplung mit  Cystein-Antennapedia-Peptid 
 
SulfoSMCC, mit seiner Maleinimid-Gruppe (blauer Kreis in Abb. 8), wird an das Cystein 
des Antennapedia-Peptides gebunden. Es wurde berechnet, wieviel mg cysAntp pro ml 
Liposomen-SulfoSMCC für die Reaktion gebraucht werden. Dazu musste man zuerst 
berechnen, wieviele Maleinimidgruppen pro ml Liposomen nach der Modifikation 
vorhanden sind: 
 
 
��  
 
 Aminogruppen / ml= 1. 1018 (siehe oben) 
 
 95% Ausbeute nach Extrusion, 80% nach Modifikation und 60% Modifikation-Effizienz. 
 
 
 
Jetzt konnte man die Menge an cysAntp berechnen: 
 
 
��  
 
 
 MG (cysAntp) = 3517.51 g / mol, x 1000: um mg zu erhalten. 
 6.022 . 1023 mol-1 = Avogadrosche Zahl 
 
 
 
Abbildung 8 zeigt die Reaktion der Kopplung mit cysAntp. 
 
 
 
 
 
 
 
 

gruppen/mlMaleinimid104.55 17����� 60.080.095.0ml/ogruppenminA

ml/cysAntpmg3.2 �
��
� 	

Überschuss%201000)cysAntp(MG
mol10022.6

ml/gruppendMaleinimi
123
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Bei dieser Reaktion benötigte man Tributylphosphin (TBF), ein Reduktionsmittel, in einer 
Konzentration von 2 mM, um die Bildung von Peptid-Dimeren zu verhindern. 
So liess man die Liposomen-SulfoSMCC mit cysAntennapedia und TBF während 48 
Stunden bei ca. 8°C unter Rühren reagieren. Es wurde am Anfang 10 Minuten lang eine 
Stickstoff-Begasung durchgeführt. 
Nach dieser Reaktion wurde das überschüssige Peptid, das nicht reagiert hat, nochmals 
mit einer Übernacht Dialyse entfernt. Die Dialyse wurde in PB bei 8°C wie vorher 
durchgeführt, aber diesmal wurde ein Dialyseschlauch von MWCO= 12-14’000 verwendet. 
Die erhaltenen Liposomen wurden im Kühlschank bei 4°C aufbewahrt. 
 
Alle Liposomen wurden sterilfiltriert. Es wurde ein Millipore Sterilfilter micro mit 0.45 � m 
Porendurchmesser verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TBF, 48h, 8°CTBF, 48h, 8°C

Abb. 8: Liposomen Kopplung mit cysAntennapedia. TBF = Tributylphosphin. 
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3.8.4. Hergestellte Liposomen 
 
In fogender Tabelle ist eine Übersicht der hergestellten Liposomen und deren 
Zusammensetzung aufgezeigt. 
 

Tab. 2: Überblick über die hergestellten Liposomen. K steht für Kontrolle, d.h. diese Liposomen 
wurden nur als negative Kontrolle verwendet. Die Menge der Zusammensetzung ist in Tab. 1 
gegeben. 

Name SPC Cholesterol 
���� -

Tocopherol 
DPPE DiO 

5-FdU-
NOAC 

SulfoSMCC cysAntp ST4 

K-Lipo-
DPPE 

!!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !  !  !  

K-Lipo-
SulfoSMCC 

!!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !!!!  !  !  

K-Lipo-ST4 !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !!!!  !  !!!!  

Lipo-
cysAntp 

!!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !!!!  !!!!  !  

K-Lipo-leer !!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !  !  !  !  

K-5-FdU-
NOAC-Lipo-

ST4 
!!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !!!!  !!!!  !  !!!!  

5-FdU-
NOAC-Lipo-

cysAntp 
!!!!  !!!!  !!!!  !!!!  !  !!!!  !!!!  !!!!  !  

 
 

3.8.5. Messen des Liposomendurchmessers 
 
Die Messung der Partikelgrösse in einer Lösung mit dem Dynamic Laser Scattering (DLS) 
Verfahren beruht auf der Korrelation zwischen emittierter Strahlung und Volumen bzw. 
Molmasse des Partikels. Werden Elektronen durch Anregung in ein höheres 
Energieniveau versetzt (hier mittels Laser), können sie unter Abgabe von Photonen in 
ihren Grundzustand zurückfallen. Diese in allen Richtungen emittierten Photonen (engl.: 
scattered wave) können als Strahlung gemessen werden. 
Die Intensität dieser (Licht-)Strahlung korreliert mit der Anzahl der Elektronen und somit 
mit dem Volumen bzw. der Molmasse der Partikel. Die Partikel bewegen sich abhängig 
ihrer Grösse in der Lösung, entweder langsam (bei grossen Teilchen) oder schnell (bei 
kleineren Teilchen). 
 
Für die Messung wurden 1 bis 10 � l Liposomen in 500 � l PB verdünnt. 
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3.9. Zytotoxizitätstests von 5-FdU-NOAC-Liposomen 
 
 
Für diese Versuche wurden folgende Liposomen verwendet: 
 
�� 5-FdU-NOAC-Liposomen mit Antennapedia-Peptid gekoppelt: 5-FdU-NOAC-Lipo-

cysAntp 
�� 5-FdU-NOAC-Liposomen mit einem nicht basischen Peptid ST4 gekoppelt als 

Kontrolle: K-5-FdU-NOAC-Lipo-ST4  
�� leere Liposomen als Kontrolle: K-Lipo-leer  
 
 

3.9.1. Immunfluoreszenz 
 
Die HeLa-Zellen wurden auf Deckgläsern (�  12 mm) bis zu einer Dichte von 50-80% 
wachsen gelassen. Als Medium wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) 
mit 10% fötalem bovinen Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin und 0.5% Nystatin 
(1:200 verdünnt) verwendet. 
Die Deckgläser, mit den Zellen nach oben, wurden in eine 12-well-Platte gelegt (1 
Deckglas pro Loch). Als Medium wurde DMEM mit 2.5% FBS und PSN 1:200 verdünnt 
verwendet. Danach wurden die Liposomen zupipettiert. Es wurde eine 
Konzentrationsreihe für jeden der 3 Liposomen-Typen gemacht: 
 
0 – 3.125 – 6.25 – 12.5 – 25 – 50 – 100 – 200 � M von 5-FdU-NOAC 
 
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit 77 Stunden lang inkubiert. 
Danach wurden die Deckgläser mit einer Pinzette rausgenommen und die 
Immunfluoreszenz, wie in Abschnitt 3.6. beschrieben, durchgeführt. Es wurden nur die 
Zellkerne mit DAPI gefärbt und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop angeschaut. 
 
 

3.9.2. Zytotoxizitätstest: CellTiter 96 ®AQ (Promega) 
 
Um ein Mass für die Lebensfähigkeit der Zellen zu erhalten, wurde ein Proliferationstest 
von Promega verwendet. Dieses Kit enthält als Reagenzien das MTS Tetrazolium Salz [3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium, 
inneres Salz] und das Elektronenkopplungsreagenz PES [Phenazin Ethosulfat]. Die MTS 
Tetrazolium Verbindung wird von den Zellen zu Formazan, einem farbigen Produkt, 
reduziert. Die Dehydrogenasen von metabolisch aktiven Zellen produzieren NADPH oder 
NADH, welche vermutlich dem MTS Tetrazolium ein Elektron liefern, wobei das dunkelrot-
braune Formazan entsteht. 
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HeLa-Zellen wurden direkt in einer 96-well-Platte geteilt und als Medium wurden 100 � l 
DMEM mit 10% FBS und PSN (1:200 verdünnt) verwendet. Die Zellen wurden bis zu einer 
Dichte von 50-80% wachsen gelassen. Danach wurde das Medium abgesaugt und ein 
anderes Medium, DMEM mit nur 2.5% FBS und PSN, zugegeben. Anschliessend wurden 
die 3 Liposomen-Typen in folgenden Konzentrationen zupipettiert: 
 
0 – 3.125 – 6.25 – 12.5 – 25 – 50 – 100 – 200 � M von 5-FdU-NOAC 
 
Es wurden für jeden Liposomen-Typ die obigen Konzentrationen jeweils 3 mal in die 96-
well-Platte eingefüllt. Es wurden auch 3 Kontrollen, bestehend nur aus Medium hergestellt. 
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit 67 Stunden lang inkubiert. 
Danach wurden 20 � l CellTiter96®AQ in jedes Loch zupipettiert, leicht geschwenkt und 2 
Stunden im Inkubator reagieren gelassen. Wo die Zellen aktiv waren erscheinte eine 
braune Farbe. Nach der Inkubation wurde mit einem ELISA Reader die Absorption bei 490 
nm gemessen. Dadurch ergaben sich die Absorptionswerte jedes Ansatzes. Von diesen 
Absorptionswerten musste noch der Absorptionswert des Mediums subtrahiert werden. 
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4. Resultate 
 

4.1. Internalisierung des Antennapedia Peptides mit 
unterschiedlichen Konzentrationen 

 
Die Internalisierungsversuche wurden wie in Abschnitt 3.5. beschrieben durchgeführt. 
Zellen, welche das Peptid internalisieren, zeigen Fluoreszenz-Färbung.  
Die Negativkontrolle weist nur eine schwache Eigenfluoreszenz der Zellen auf (A). Die 
Internalisierung bei Inkubation mit 5 � M biotinyliertem Antennapedia Peptid (B) ist 
schwächer verglichen mit der bei 10 bzw. 18 � M (C, D). Bei 5 � M Peptid-Konzentration  
kann man die Nucleoli sehen. Der Unterschied zwischen 10 und 18 � M ist nicht sehr 
deutlich. Die Deformation der Zellen bei den höheren Peptid-Konzentrationen deuten auf 
einen toxischen Effekt hin. Bei allen Internalisierungsversuchen ist das Peptid im 
Zytoplasma verteilt. Ob das Peptid auch im Kern vorhanden ist, kann aufgrund der 
vorliegenden Bilder, welche mit dem Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) aufgenommen 
wurden, nicht gesagt werden. Die Bilder wurden mit derselben Belichtungszeit 
aufgenommen, sodass ein Vergleich besser möglich ist. 

A 

D C 

B 

Abb. 9: Internalisierung des Antennapedia Peptides mit unterschiedlichen
Konzentrationen in HeLa-Zellen. 

  A : Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B : 5 � M Antp, 37°C, 1h 
  C : 10 � M Antp, 37°C, 1h 
  D : 18 � M Antp, 37°C, 1h 
  Färbung: Avidin-FITC (1:250); Belichtungszeit: 120 ms 
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Derselbe Internalisierungsversuch wurde auch mit Pae-Zellen durchgeführt. Es ist 
festzustellen, dass das Antennapedia Peptid sich gleich verhält  wie bei den HeLa-Zellen. 
Der einzige Unterschied zwischen den beiden Zelltypen ist, dass die Nucleoli in Pae-
Zellen immer sichtbar sind. Im Bild C sind einige Vakuolen zu sehen, die sich als dunkle 
runde Flecken zeigen.  
 

 
 
 
 
 
 

A 

D C 

B 

Abb. 10: Internalisierung des Antennapedia Peptides mit unterschiedlichen
Konzentrationen in Pae-Zellen. 

  A : Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B : 5 � M Antp, 37°C, 1h 
  C : 10 � M Antp, 37°C, 1h 
  D : 18 � M Antp, 37°C, 1h 
  Färbun g: Avidin-FITC (1:250); Belichtun gszeit: 120 ms 
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4.2. Lokalisation des Antennapedia Peptides 
 
Um die genaue Lokalisation des Antennapedia Peptides in der Zelle zu untersuchen, 
wurden mittels eines konfokalen Mikroskopes (Kap. 3.7.2.) Schnitte durch die ganze Zelle 
gemacht. Abbildung A zeigt die Galerie der einzelnen Bilder, die im Abstand von 0.1 � m 
aufgenommen wurden. Durch das Bearbeiten dieser Aufnahmen mit dem Computer-
Programm Imaris konnten Querschnitte durch die Zellebenen x/z sowie y/z gemacht 
werden. Somit konnte die genaue Verteilung des Peptides in der Zelle untersucht werden. 
Die Querschnitte zeigen deutlich, dass das Antennapedia Peptid zytoplasmatisch und 
schwach nukleär verteilt ist. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 11: Lokalisation des Antennapedia Peptides in HeLa-Zellen 

  A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen (Abstand 0.1 � m) 
  B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
      Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
      Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
  Konzentration:  10 � M Antp; Färbung:  FITC-Avidin (1:250) Inkubationszeit:  1h 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 

B A 
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Ein konfokales Bild wurde auch von den Pae-Zellen aufgenommen. Die Querschnitte 
bestätigen die Aussage bei der HeLa-Zellen; das Antennapedia Peptid ist zytoplasmatisch 
und schwach nukleär lokalisiert. Hier kann man auch eine Lokalisation in den Nucleoli 
erkennen. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 12: Lokalisation des Antennapedia Peptides in Pae-Zellen 

  A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen (Abstand 0.1 � m) 
  B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
      Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
      Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
  Konzentration:  10 � M Antp; Färbung:  FITC-Avidin (1:250) Inkubationszeit:  1h 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 

B A 
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4.2.1. Endosomen-Färbung 
 
Um zu wissen, ob das Antennapedia Peptid auch in Endosomen lokalisiert ist, wurden die 
Endosomen mit 0.5% Dextran-Texas Red angefärbt. Dieser Internalisierungsversuch 
wurde wie in Abschnitt 3.5.1. beschrieben durchgeführt. 
Die Bilder in Abbildung 13 wurden mit dem konfokalen Mikroskop (Kap. 3.7.2.) 
aufgenommen und mit dem Computer-Programm Imaris bearbeitet. In Bild A ist die diffuse 
Verteilung des biotinylierte Antennapedia Peptids dargestellt. B zeigt die mit Dextran-
Texas Red angefärbten Endosomen. Um zu untersuchen, ob das Peptid sich auch in den 
Endosomen aufhält, wurden die beiden Bilder A und B überlagert (C). An den Stellen wo 
sich Endosomen und Peptid decken, ist eine gelbe Färbung sichtbar. Wie C zu entnehmen 
ist, hält sich ein kleiner Teil des Peptides in Endosomen auf. Das Antennapedia Peptid ist 
also in der Zelle diffus im Zytoplasma verteilt und ein kleiner Teil davon ist in Endosomen 
lokalisiert. 
 

 
 
 
 

C B A 

Abb. 13: Internalisierung des Antennapedia Peptides mit Endosomen-Färbung in HeLa-Zellen 

  A:  10 � M Antp, 37°C, 1h 
  B:  Endosomen-Färbung mit 0.5% Dextran-Texas Red, 37°C, 1h 
  C: Überlagerung von A und B 
  Färbung:  Avidin-FITC (1:500) 
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4.3. Internalisierung des Antennapedia Peptides mit 
unterschiedlichen Inkubationszeiten 

 
Die Internalisierungsversuche wurden, wie in Abschnitt 3.5. beschrieben, durchgeführt. Die 
Inkubationszeiten lagen zwischen 5 Minuten und 4 Stunden. Die Negativkontrolle nach 
einer Stunde Inkubationszeit weist nur eine schwache Fluoreszenz auf (A). Bereits nach 5 
Minuten kann das Antennapedia Peptid im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden 
(B). Eine längere Inkubationszeit hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Verteilung des 
Peptides in der Zelle (C-F). Ab 30 Minuten Inkubationszeit ist die Fluoreszenz des 
Peptides stärker (C). Eine deutlich höhere Internalisierung ist jedoch nicht festzustellen. 
Die Bilder wurden mit derselben Belichtungszeit aufgenommen, so dass ein Vergleich 
besser möglich ist. 
 

 
 
 
 

C 

E D 

B A 

F 

Abb. 14:   Internalisierung des Antennapedia Peptides mit unterschiedlichen Inkubationszeiten in
HeLa-Zellen 

  A:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B:  10 � M Antp, 37°C, 5 Minuten 
  C: 10 � M Antp, 37°C, 30 Minuten 
  D: 10 � M Antp, 37°C, 1 Stunde 
  E: 10 � M Antp, 37°C, 2 Stunden 
  F: 10 � M Antp, 37°C, 4 Stunden 
  Färbung:  Avidin-FITC (1:250); Belichtungszeit:  200 ms 
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Derselbe Versuch wurde auch mit Pae-Zelle durchgeführt. Es konnte wieder dasselbe wie 
bei den HeLa-Zellen nachgewiesen werden; schon nach 5 Minuten Inkubationszeit ist das 
Antennapedia Peptid in den Nucleoli zu sehen (B). Bei längeren Inkubationszeiten liegt 
kein Unterschied mehr vor. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 

E D 

B A 

F 

Abb. 15:   Internalisierung des Antennapedia Peptides mit unterschiedlichen Inkubationszeiten in
Pae-Zellen 

  A:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B:  10 � M Antp, 37°C, 5 Minuten 
  C: 10 � M Antp, 37°C, 30 Minuten 
  D: 10 � M Antp, 37°C, 1 Stunde 
  E: 10 � M Antp, 37°C, 2 Stunden 
  F: 10 � M Antp, 37°C, 4 Stunden 
  Färbung:  Avidin-FITC (1:250); Belichtungszeit:  280 ms 



Resultate  32 

  

4.4. Internalisierung des Antennapedia Peptides bei 4°C, 12°C 
und 37°C 

 
Die Internalisierungsversuche bei 12°C und bei 4°C wurden nach dem in Abschnitt 3.5.1. 
beschriebenen Protokoll durchgeführt. 
Diese Versuche wurden mit HeLa-Zellen (Abb. 16) und mit Pae-Zellen (Abb. 17) 
durchgeführt. In den Bildern A, B und C sind jeweils die negativen Kontrollen nur mit 
Avidin-FITC-Färbung dargestellt; sie zeigen nur eine schwache Fluoreszenz. Zwischen 
den Internalisierungen bei verschiedenen Temperaturen (D, E, F) gibt es keinen 
deutlichen Unterschied. Nach der Inkubation bei 4°C (F) ist zu erkennen, dass die Zellen 
nicht mehr so gesund aussehen. Das ist durch die Kälteexposition zu erklären. Man kann 
leider keine anderen Aussagen machen, da dazu eine DAPI-Färbung der Zellkerne 
notwendig wäre. Anhand dieser Bilder kann man nicht ausschliessen, dass bei 4°C 
und/oder 12°C das Peptid nur an der Zelloberfläche klebt und nicht internalisiert worden 
ist. 
Die Bilder wurden mittels Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) mit denselben 
Belichtungszeit aufgenommen. 
 

Abb. 16: Internalisierung des Antennapedia Peptides bei 37°C, 12°C und 4°C in HeLa-Zellen 

  A:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 12°C, 1h 
  C: Negative Kontrolle ohne Peptid, 4°C, 1h 
  D: 10 � M Antp, 37°C, 1h 
  E: 10 � M Antp, 12°C, 1h 
  F: 10 � M Antp, 4°C, 1h 
  Färbung:  Avidin-FITC (1:500); Belichtungszeit:  320 ms 

C 

E D 

B A 

F 
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In Abb. 17 kann man denselben Internalisierungsversuch mit Pae-Zellen sehen. Es 
können dieselben Aussagen wie bei den HeLa-Zellen gemacht werden. 
 

 
 
 
 
 

C 

E D 

B A 

F 

Abb. 17: Internalisierung des Antennapedia Peptides bei 37°C, 12°C und 4°C in Pae-Zellen 

  A:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 37°C, 1h 
  B:  Negative Kontrolle ohne Peptid, 12°C, 1h 
  C: Negative Kontrolle ohne Peptid, 4°C, 1h 
  D: 10 � M Antp, 37°C, 1h 
  E: 10 � M Antp, 12°C, 1h 
  F: 10 � M Antp, 4°C, 1h 
  Färbung:  Avidin-FITC (1:500); Belichtungszeit:  320 ms 
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4.4.1. Lokalisation des Antennapedia Peptides bei 4°C 
 
Um nachzuweisen, dass das Antennapedia Peptid nach einer Inkubation bei 4°C 
internalisiert wird und nicht nur an der Zelloberfläche klebt, wurde ein konfokales Bild 
aufgenommen. 
Diese Aufnahme wurde nur von den HeLa-Zellen gemacht. Wie auch in Kap. 4.2. 
beschrieben, wurden Schnitte durch die ganze Zelle gemacht. In Abbildung A ist die 
Galerie der einzelnen Bilder zu sehen, während Abbildung B die Querschnitte durch die 
Zellebenen x/z und y/z zeigt, die man mittels dem Computer Programm Imaris erhalten 
hat. Abbildung B zeigt deutlich, dass das Antennapedia Peptid internalisiert wurde und 
sich diffus in der Zelle verteilt. Man kann annehmen, dass bei 12°C das Peptid auch 
internalisiert wird. Mit diesem Beweis kann man eine klassische Endozytose als 
Internalisierungsmechanismus ausschliessen, weil bei einer Temperatur von 4°C die 
energieabhängigen Prozesse nicht mehr laufen. 
 

 
 
 
 
 

A B 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 

Abb. 18:  Lokalisation des Antennapedia Peptides nach eine 4°C Inkubation in HeLa-Zellen 

     A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen 
     B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
      Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
      Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
     Konzentration:  10 � M Antp; Färbung:  FITC-Avidin (1:500) Inkubationszeit:  1h 
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4.5. Internalisierung des hochmolekularen Antennapedia-
Avidin-Komplexes 

 
Die Internalisierungsversuche wurden, wie in Abschnitt 3.5.1. beschrieben, durchgeführt. 
Zellen, welche den hochmolekularen Komplex aus biotinyliertem Antennapedia und 
fluoreszenzmarkiertem Avidin internalisieren, zeigen Fluoreszenz-Färbung. 
Dieser Versuch wurde mit HeLa-Zellen (A, B) und mit Pae-Zellen (C, D) durchgeführt. Die 
negativen Kontrollen, ohne Zugabe von biotinyliertem Peptid, weisen nur eine schwache 
bis keine Fluoreszenz auf (A, C). Die Bilder B und D zeigen dass der Antennapedia-
Avidin-Komplex sich partikulär in den Zellen verteilt, was einen Unterschied zum 
Antennapedia Peptid ohne Avidin darstellt. Eine Vermutung wäre, dass der Komplex in 
Endosomen lokalisiert ist, aber anhand dieser Bilder kann man das nicht beweisen. Die 
Bilder wurden mittels Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) bei derselben Belichtungszeit 
aufgenommen. 
 

 
 

A 

D C 

B 

Abb. 19: Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplex 

    A:  FITC-Avidin (1:250) ohne Peptid als negative Kontrolle, 37°C, 1h, HeLa-Zellen 
    B:  Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:250)-Komplex, 37°C, 1h, HeLa-Zellen 
    C: FITC-Avidin (1:250) ohne Peptid als negative Kontrolle, 37°C, 1h, Pae-Zellen 
    D: Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:250)-Komplex, 37°C, 1h, Pae-Zellen 
    Belichtungszeit:  360 ms 
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4.6. Lokalisation des hochmolekularen Antennapedia-Avidin-
Komplexes 

 
Da aus Abbildung 19 nicht ersichtlich ist, ob sich der Komplex nur an die Zellmembran 
anlagert, oder ob er auch von den Zellen aufgenommen wird, wurde mittels konfokaler 
Mikroskopie (Kap. 3.7.2) die genaue Lokalisation des Komplexes untersucht. 
Abbildung A zeigt die Galerie der einzelnen Bilder, die durch die Zellebenen gemacht 
wurden. Der Abstand der einzelnen Ebenen beträgt 0.2 � m. In B wurden die einzelnen 
Bilder mit dem Computer-Programm Imaris bearbeitet, wodurch Querschnitte durch die 
x/z- sowie y/z-Ebenen erzeugt werden konnten. Daraus ist erkennbar, dass die partikuläre 
Verteilung sowohl im Bereich der Zellmembran als auch im Zytoplasma lokalisiert ist. Im 
Zellkern liegt nur wenig Antennapedia-Avidin-Komplex vor. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 20:  Lokalisation des Antennapedia-Avidin-Koplexes in HeLa-Zellen 

     A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen (Abstand 0.2 � m) 
     B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
      Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
      Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
     Konzentration:  Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:500) Inkubationszeit: 1h 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 

A B 



Resultate  37 

  

4.6.1. Endosomen-Färbung 
 
Um zu untersuchen, ob sich die partikuläre Färbung, welche die Internalisierung des 
Antennapedia-Avidin-Komplexes ergibt, mit Endosomen in den Zellen deckt, wurden die 
Endosomen mit 0.5% Dextran-Texas Red angefärbt. In Abschnitt 3.5.1. ist die 
Durchführung dieses Internalisierungsversuches erklärt. 
Die Bilder in Abbildung 21 wurden mit dem konfokalen Mikroskop (Kap. 3.7.2.) 
aufgenommen und mit dem Computer-Programm Imaris bearbeitet. In A ist die partikuläre 
Verteilung des Komplexes dargestellt. B zeigt die mit Dextran-Texas Red angefärbten 
Endosomen. Um herauszufinden, ob der Komplex sich in den Endosomen aufhält, wurden 
die beiden Bilder A und B überlagert (C). An den Stellen, wo sich Endosomen und 
Komplex decken, sind gelbe Punkte sichtbar. Beim Bild C kann man sehen, dass ein Teil 
des Komplexes sich in den Endosomen aufhält und der Rest im Zytoplasma verteilt ist. 
 

 
 
 
 
 

Abb. 21:  Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplexes mit Endosomen-Färbung in HeLa-
Zellen 

      A:  Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 37°C, 1h 
      B:  Endosomen-Färbung mit 0.5% Dextran-Texas Red, 37°C, 1h 
      C: Überlagerung von A und B 

B A C 
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4.7. Internalisierung des hochmolekularen Antennapedia-
Avidin-Komplexes bei 4°C, 12°C und 37°C 

 
Die Internalisierungsversuche bei 12°C und bei 4°C wurden nach dem in Abschnitt 3.5.1. 
beschriebenen Protokoll durchgeführt. 
In den Bildern A, B und C sind die von den entsprechenden Temperaturen negativen 
Kontrollen, die nur von FITC-Avidin ohne Antennapedia Peptid bestehen, zu sehen. Diese 
negativen Kontrollen zeigen nur eine schwache Fluoreszenz. Sowohl bei 12°C (E) als 
auch bei 4°C (F) kann man die Fluoreszenz von Antennapedia-Avidin-Komplex sehen; es 
besteht kein Unterschied zwischen den verschiedenen Temperaturen. Bei 37°C (D) wurde 
schon in Kap. 4.6 nachgewiesen, dass der Komplex bei 37°C internalisiert wird. Ob der 
Komplex bei 12°C und bei 4°C internalisiert wird, kann aufgrund der vorliegenden Bilder, 
welche mit dem Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) aufgenommen wurden, nicht gesagt 
werden. Vielleicht lokalisiert sich der Komplex bei tiefere Temperaturen nur auf der 
Zelloberfläche. 
Die Bilder wurden mit derselben Belichtungszeit aufgenommen, so dass die Unterschiede 
besser zu erkennen sind. 
 

 

C 

E D 

B A 

F 

Abb. 22:  Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplexes bei 37°C, 12°C und 4°C in HeLa-Zellen 

     A:  FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 37°C, 1h 
     B: FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 12°C, 1h 
     C: FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 4°C, 1h 
     D: Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 37°C, 1h 
     E: Antp (10 � M) -FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 12°C, 1h 
     F: Antp (10 � M) -FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 4°C, 1h 
     Belichtungszeit:  320 ms 
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Derselbe Versuch wurde auch mit Pae-Zellen durchgeführt. Die Abbildung 23 mit den Pae-
Zellen bestätigt die Aussagen welche über die Abbildung 22 mit den HeLa-Zellen gemacht 
wurden. 
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Abb. 23:  Internalisierung des Antennapedia-Avidin-Komplexes bei 37°C, 12°C und 4°C in Pae-Zellen 

     A:  FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 37°C, 1h 
     B: FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 12°C, 1h 
     C: FITC-Avidin (1:500) ohne Peptid als negative Kontrolle, 4°C, 1h 
     D: Antp (10 � M)-FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 37°C, 1h 
     E: Antp (10 � M) -FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 12°C, 1h 
     F: Antp (10 � M) -FITC-Avidin (1:500)-Komplex, 4°C, 1h 
     Belichtungszeit:  520 ms 
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4.7.1. Lokalisation des hochmolekularen Antennapedia-Avidin-
Komplexes bei 4°C 

 
Um zu untersuchen, ob der Antennapedia-Avidin-Komplex nach einer Inkubation bei 4°C 
internalisiert wird und nicht nur an der Zelloberfläche klebt, wurden mittels eines 
konfokalen Mikroskopes (Kap. 3.7.2.) Schnitte durch die ganze Zelle gemacht. Abbildung 
A zeigt die Galerie der einzelnen Bilder. In Abbildung B sind die Querschnitte durch die 
Zellebenen x/z und y/z zu sehen, welche mit Hilfe des Computer-Programmes Imaris 
gemacht wurden. Somit konnte die genaue Verteilung des Komplexes in der Zelle 
untersucht werden. Die Querschnitte zeigen deutlich, dass der Komplex auch bei 4°C 
internalisiert wird und sich im Zytoplasma verteilt. Eine leichte partikuläre Verteilung ist 
immer zu erkennen. In diesem Fall kann man annehmen, dass auch bei 4°C der Komplex 
internalisiert wird. 
 

 
 
 
 
 

A B 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 

Abb. 24: Lokalisation des Antennapedia-Avidin-Komplexes nach einer Inkubation bei 4°C in HeLa-
Zellen 

 A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen 
 B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
       Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
       Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
 Konzentration:  10 � M Antp-Avidin-FITC (1:500) Inkubationszeit:  1h 
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4.8. Charakterisierung der Liposomen 
 

4.8.1. Liposomendurchmesser 
 
Der Durchmesser der hergestellten Liposomen (Tab. 2, Kap. 3.8.4.) wurde mit dem 
Dynamic Laser Light Scattering Gerät NICOMP (Kap. 3.8.5.) gemessen. Ein Beispiel eines 
Messresultates dieses Gerätes ist in Abbildung 25 dargestellt. 
 

Abb. 25: Resultateausdruck des Dynamic Laser Light Scattering Gerätes NICOMP. Das Protokoll
wurde mit der dazu gelieferten Software unter DOS ausgedruckt. Es zeigt unte r
anderem die statistische Verteilung der Durchmesser, die gemessene Wellenlänge und
Messdauer an. Die gemessene Probe beinhaltete Liposomen mit 3.5% DPPE, die 5 mal
durch den 100 nm Filter extrudiert wurden. 
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(mol(DPPE) / ml) ! 6.022.1023 mol –1 
                           2 

4.8.2. Berechnung der reaktiven Gruppen an Liposomen 
 

Tab. 3: Berechnungen der reaktiven Gruppen der hergestellten Liposomen (Tab. 2, Kap. 3.8.4.) 

Liposomen-
Typ 

Durchmesser 
[nm] 

Lipo- 
Anzahl/ 

ml 3) 

Amino- 
Gruppen/

ml 4) 

Amino- 
Gruppen/ 

Lipo 5) 

Lipo-
Anzahl/ml 

nach Sulfo- 
SMCC 

Modifikation 6) 

Maleinimid- 
Gruppen/ 

ml 7) 

Maleinimid- 
Gruppen/ 

Lipo 8) 

K-Lipo-
DPPE 105.7 �  41.9 1) 6.59.1014 1.1018 1518 __ __ __ 

K-Lipo-
SulfoSMCC 

98.3 �  42.2 1) 7.68.1014 1.1018 1302 5.84.1014 4.55.1017 779 

K-Lipo-ST4 95.4 �  40,8 1) 8.18.1014 1.1018 1222 6.22.1014 4.55.1017 731 

Lipo-
cysAntp 

85.6 �  42.7 1) 1.03.1015 1.1018 971 7.82.1014 4.55.1017 581 

K-Lipo-leer 66.8 �  30,4 1) 1.74.1015 1.1018 574 __ __ __ 

K-Lipo-5-
FdU-NOAC-

ST4 
35.7 (93%) 2) 6.56.1015 1.1018 152 4.99.1015 4.55.1017 91 

Lipo-5-FdU-
NOAC-

cysAntp 
49.1 (98%) 2) 3.34.1015 1.1018 299 2.54.1015 4.55.1017 179 

 
1) Gauss-Verteilung 
 
2) Nicomp-Verteilung: 93% bzw. 98% der Liposomen haben einen Durchmesser von 35.7 nm bzw. 49.1 nm. 
 
3) Liposomen-Anzahl / ml SPC = a ! d b ! c  a = 1.594.1017 [nm-1. mg-1] 
        b = 	  2.118 
        c = Konz. von SPC = 80 mg/ml (Tab.1, Kap. 3.8.1.) 
        d = Durchmesser [nm] 
 
4) Aminogruppen / ml =              =  1.1018 Aminogruppen / ml  (Kap. 3.8.2.) 
 
 
5) Aminogruppen / Lipo = 
 
 
6) Lipo / ml nach SulfoSMCC Modifikation = Lipo / ml 3) ! 0.95 ! 0.80     (95% Ausbeute nach der Extrusion, 

80% nach der Modifikation) 
 
7) Maleinimidgruppen / ml = Aminogruppen / ml 4) ! 0.95 ! 0.80 ! 0.60 = 4.55.1017 Maleinimidgruppen / ml 

(Kap. 3.8.3) 
 
8) Maleinimidgruppen / Lipo = 
 

Maleinimidgruppen / ml 7) 

     Lipo / ml nach Modif. 6) 

Aminogruppen / ml 4) 
         Lipo / ml 3) 
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4.8.3. UV-Messung 
 
Da eine genaue Konzentration der hergestellen Liposomen nicht bekannt war, wurden die 
Liposomen, die für die Internalisierungsversuche benutzt wurden, mit dem UV-
Spektrometer gemessen. Es wurde die Absorption von DiO, welches in der Liposomen-
Membran eingelagert ist, bei einer Wellenlänge von 484 nm gemessen. Somit konnte man 
die Verhältnisse berechnen und die Konzentration entsprechend den verwendeten 
Volumina anpassen. 
Die Liposomen wurden für diese Messung 1:500 mit physiologischem Phosphatpuffer 
verdünnt. 
 

Tab. 4: Resultate von der UV-Messung 

Liposomen-Typ Absorption bei ����  = 484 nm Verhältnis bzgl. Lipo-cysAntp 

K-Lipo-DPPE 0.476 0.78 

K-Lipo-SulfoSMCC 0.306 1.22 

K-Lipo-ST4 0.280 1.34 

Lipo-cysAntp 0.374 __ 

 
Bei jedem Internalisierungsversuch wurde die Menge an cysAntennapedia-Liposomen 
immer mit diesen Faktoren multipliziert, so dass alle Kontrollen die gleiche Konzentration 
wie die cysAntpLiposomen aufwiesen. 
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4.9. Internalisierung der Liposomen 
 
Die Internalisierungsversuche wurden wie in Abschnitt 3.5. beschrieben durchgeführt. 
Zellen, welche Liposomen internalisieren, zeigen Fluoreszenz-Färbung. Die Liposomen 
leuchten im Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) grün, weil sie in ihrer Membran-
Doppelschicht den lipophilen Fluoreszenz-Farbstoff DiO enthalten. Die Konzentration von 
Kontroll-Liposomen wurde, wie in Abschnitt 4.8.3. beschrieben, an diese von 
cysAntennapedia-Liposomen angepasst. Als Kontrollen wurden Liposomen  mit einem 
nicht basischen Peptid ST4 gekoppelt (A), Liposomen nur mit SulfoSMCC modifiziert (B) 
und Liposomen nur mit DPPE (C), gewählt. Die genaue Zusammensetzung ist in Tab. 2 im 
Kap. 3.8.4. dargestellt. Alle 3 Kontrollen zeigen eine schwache Fluoreszenz (A, B, C). 
Liposomen gekoppelt mit Cystein-Antennapedia Peptid (D) leuchten ca. 10 mal stärker als 
die Kontrollen. Es scheint so, dass Liposomen sich im Zytoplasma der Zelle verteilen, aber 
anhand dieser Bilder, welche mit dem Fluoreszenz-Mikroskop aufgenommen wurden, 
kann man nicht ausschliessen, dass die Liposomen nur an der Zellmembran kleben; man 
kann nur sagen, dass die Liposomen, an Antennapedia gekoppelt, sich viel stärker als die 
Kontrollen an oder in der Zelle, anreichern. Um die Unterschiede zwischen dieser 
Liposomen besser zu erkennen, wurden die Bilder mit derselben Belichtungszeit 
aufgenommen. 
 

D 

B A 

C 

Abb. 26:  Internalisierung der Liposomen in HeLa-Zellen 

     A:  Kontroll-Lipo-ST4, 37°C, 30 Minuten 
     B:  Kontoll-Lipo-SulfoSMCC, 37°C, 30 Minuten 
     C: Kontroll-Lipo-DPPE, 37°C, 30 Minuten 
     D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
     Belichtungszeit:  80 ms 
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Der gleiche Internalisierungsversuch wurde auch mit Pae-Zellen durchgeführt. Man sieht 
dasselbe wie beim Versuch mit den HeLa-Zellen. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D C 

B A 

Abb. 27:  Internalisierung der Liposomen in Pae-Zellen 

     A:  Kontroll-Lipo-ST4, 37°C, 30 Minuten 
     B:  Kontoll-Lipo-SulfoSMCC, 37°C, 30 Minuten 
     C: Kontroll-Lipo-DPPE, 37°C, 30 Minuten 
     D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
     Belichtungszeit:  80 ms 
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4.10. Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten 
Liposomen mit unterschiedlichen Konzentrationen 

 
Die Internalisierungsversuche wurden wie in Abschnitt 3.5. beschrieben durchgeführt und 
die Konzentration der Kontroll-Liposomen entsprechend Abschnitt 4.8.3 angepasst. Um 
allfällige Unterschiede zu entdecken, wurden verschiedene Konzentrationen von 
Liposomen an Antennapedia-Peptid gekoppelt inkubiert. Die Kontroll-Liposomen gekoppelt 
mit einem nicht basischen Peptid ST4 weisen fast keine Fluoreszenz auf (A). Zwischen 
den Internalisierungen bei Inkubation von 1 � l, 5 � l und 10 � l Antennapedia Peptid 
derivatisierten Liposomen gibt es keine relevanten Unterschiede in der Verteilung (B, C, 
D). Mit höheren Konzentrationen werden die Liposomen zu stark angereichert und sie 
kleben immer mehr auch auf dem Deckglas (D). 
 

 
 
 

Abb. 28: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen mit
unterschiedlichen  Konzentrationen in HeLa-Zellen 

    A:  Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 37°C, 30 Minuten 
    B:  1 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
    C: 5 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
    D: 10 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
    Belichtun gszeit:  10 ms

B A 

C D 
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4.11. Lokalisation von Antennapedia-Peptid derivatisierten 
Liposomen 

 
Um zu wissen, ob die an Antennapedia gekoppelten Liposomen internalisiert werden, hat 
man mit einem konfokalen Mikroskop (Kap. 3.7.2.) Schnitte durch die ganze Zelle 
gemacht. Durch das Bearbeiten dieser Aufnahmen mit dem Computer-Programm Imaris 
konnten Qurschnitte durch die Zellebenen x/z und y/z gemacht werden. In Abbildung 29 
kann man die Querschnitte durch die HeLa-Zellen (A) und Pae-Zellen (B) sehen. Bei 
beiden Bilder erkennt man, dass die Antennapedia Peptid derivatisierten Liposomen 
internalisiert werden. Diese Liposomen verteilen sich im Zytoplasma, erreichen jedoch 
nicht den Zellkern. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt y/z-Querschnitt x/z-Querschnitt 

Abb. 29: Lokalisation von Antennapedia Peptid derivatisierten Liposomen 

    A:  Querschnitte durch HeLa-Zellen; 2 � l Lipo-cysAntp, 30 Minuten 
    B:  Querschnitte durch Pae-Zellen; 2 � l Lipo-cysAntp, 30 Minuten 
    Unten:  Querschnitt durch x/z-Ebene 
    Rechts:  Querschnitt durch y/z-Ebene 
    Mitte:  Querschnitt duch x/y-Ebene 
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4.11.1. Endosomen-Färbung 
 
Um zu untersuchen, ob die an Antennapedia gekoppelten Liposomen sich auch in 
Endosomen aufhalten, wurden die Endosomen mit 0.5% Dextran-Texas Red angefärbt. 
Die Durchführung dieses Versuches wurde im Kap. 3.5.1. beschrieben. Abbildung A zeigt 
die grüne Fluoreszenz von Liposomen, während B die rot angefärbten Endosomen zeigt. 
In Abbildung C sieht man die Überlagerung beider Bilder A und B. Es ist zu erkennen, 
dass ein Teil der Liposomen sich in Endosomen aufhält (gelbe Färbung), während der 
grösste Teil im Zytoplasma verteilt ist. 
 

 
 
 
 

Abb. 30: Internalisierung von Antennapedia Peptid derivatisierten Liposomen mit Endosomen-
Färbung in HeLa-Zellen 

     A:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 1h 
     B:  Endosomen-Färbung mit 0.5% Dextran-Texas Red, 37°C, 1h 
     C: Überlagerung von A und B 

A B C 



Resultate  49 

  

4.12. Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten 
Liposomen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten 

 
Um zu wissen, ob die Inkubationszeit einen Einfluss auf die Verteilung der Liposomen in 
den Zellen hat, wurden Internalisierungen mit verschiedenen Inkubationszeiten 
durchgeführt (Kap. 3.5.). Die Inkubationszeiten lagen zwischen 15 Minuten und 2 Stunden. 
Bereits nach 15 Minuten können die Liposomen an Antennapedia gekoppelt im 
Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden (A). In Abbildung 31 kann man sehen, dass 
eine längeren Inkubationsdauer eine stärkere Fluoreszenz der HeLa-Zellen bewirkt (Bild D 
wurde mit der halben Belichtungszeit aufgenommen), was aber uninteressant ist. 
Dasselbe Resultat ergibt sich auch bei den Pae-Zellen (Abb. 32). Interessant zu 
untersuchen wäre die Verteilung der Liposomen in den Zellen nach längeren 
Inkubationszeiten, aber die vorliegenden Bilder können diesbezüglich nicht ausgewertet 
werden. 
 

 
 

C D 

B A 

Abb. 31: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen mit 
unterschiedlichen Inkubationszeiten in HeLa-Zellen 

    A:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 15 Minuten, Belichtungszeit: 40 ms 
    B:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten, Belichtungszeit: 40 ms 
    C: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 1 Stunde, Belichtungszeit: 40 ms 
    D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 2 Stunden, Belichtungszeit: 20 ms
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Derselbe Versuch unter denselben Bedingungen und Liposomen wurde auch mit Pae-
Zellen durchgeführt. Die Interpretation bleibt die gleiche wie beim Versuch mit den HeLa-
Zellen. 
 

 
 
 
 
 
 

C D 

B A 

Abb. 32: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen mit 
unterschiedlichen Inkubationszeiten in Pae-Zellen 

    A:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 15 Minuten, Belichtungszeit: 120 ms 
    B:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten, Belichtungszeit: 120 ms 
    C: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 1 Stunde, Belichtungszeit: 80 ms 
    D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 2 Stunden, Belichtungszeit: 40 ms
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4.13. Lokalisation von Antennapedia-Peptid derivatisierten 
Liposomen mit 15 Minuten und mit 5 Stunden 
Inkubationszeit 

 
Um die genaue Lokalisation von Liposomen gekoppelt mit cysAntennapedia nach 15 
Minuten und nach 5 Stunden Inkubationszeit in der Zelle zu untersuchen, wurde mittels 
eines konfokalen Mikroskops (Kap. 3.7.2.) Schnitte durch die ganze Zelle gemacht. 
Abbildung 33 zeigt die Querschnitte durch die Zellebenen x/z sowie y/z, die mit dem 
Computer-Programm Imaris bearbeitet wurden. Im Bild A sind Liposomen nach 15 
Minuten Inkubationszeit in den HeLa-Zellen zu sehen; man erkennt, dass schon nach 15 
Minuten die Antennapedia Peptid derivatisierten Liposomen internalisiert werden und sich 
diffus im Zytoplasma verteilen. Bei einer längeren Inkubationszeit (5 Stunden) gibt es 
keine wesentlichen Unterschied mehr (B); die Liposomen reichern sich verstärkt an der 
Zellmembran an. 
 

 
 
 
 
 
 

Abb. 33: Lokalisation von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen in HeLa-Zellen 

    A:  Querschnitte durch Zellen; 2 � l Lipo-cysAntp, 15 Minuten 
    B:  Querschnitte durch Zellen; 2 � l Lipo-cysAntp, 5 Stunden 
    Unten:  Querschnitt durch x/z-Ebene 
    Rechts:  Querschnitt durch y/z-Ebene 
    Mitte:  Querschnitt duch x/y-Ebene

A B 

x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt x/z-Querschnitt y/z-Querschnitt 
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4.13.1. Endosomen-Färbung 
 
In Abbildung 33A hat man festgestellt, dass die Antennapedia Peptid derivatisierten 
Liposomen bereits nach 15 Minuten Inkubationszeit von HeLa-Zellen internalisiert werden. 
Jetzt gilt es zu untersuchen, ob die Anreicherung von Liposomen in Endosomen nach 15 
Minuten (Abb. 34) und nach 5 Stunden (Abb. 35) unterschiedlich ist. So hat man die 
Endosomen mit 0.5% Dextran-Texas Red angefärbt. Die Internalisierungsmethode ist in 
Abschnitt 3.5.1. beschrieben. In den Bildern 34A und 35A sind die Liposomen gekoppelt 
an cysAntennapedia nach 15 Minuten (Abb. 34A) und nach 5 Stunden Inkubationszeit 
(Abb. 35A) zu sehen. Die Bilder 34B und 35B zeigen die mit Dextran-Texas Red 
angefärbten Endosomen. Um zu untersuchen, ob die Liposomen sich auch in den 
Endosomen aufhalten, wurden die zwei Bilder überlagert (Abb. 34C, Abb. 35C). Man 
erkennt, dass nach 15 Minuten ein kleiner Teil an Liposomen in den Endosomen ist, 
während der Rest sich diffus im Zytoplasma verteilt (Abb. 34C). Nach 5 Stunden 
Inkubationszeit merkt man, dass im Allgemeinen mehr Material in der Zelle ist und sich 
auch ein grösserer Teil der Liposomen in den Endosomen aufhält. 
Abschliessend kann gesagt werden, dass die an Antennapedia-Peptid gekoppelten 
Liposomen bereits nach 15 Minuten von den Zellen internalisiert werden, und dass ein 
kleiner Teil davon sich in den Endosomen anreichert. Nach längerer Inkubationszeit 
werden mehr Liposomen internalisiert und ein grösserer Teil davon hält sich in den 
Endosomen auf. 
 

 
 
 
 
 

C B A 

Abb. 34: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen mit Endosomen-
Färbung in HeLa-Zellen nach 15 Minuten Inkubationszeit 

 A:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 15 Minuten 
 B:  Endosomen-Färbung mit 0.5% Dextran-Texas Red, 37°C, 15 Minuten 
 C: Überlagerung von A und B 
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Abb. 35: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen mit Endosomen-
Färbung in HeLa-Zellen nach 5 Stunden Inkubationszeit 

 A:  2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 5 Stunden 
 B:  Endosomen-Färbung mit 0.5% Dextran-Texas Red, 37°C, 5 Stunden 
 C: Überlagerung von A und B 

C B A 
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4.14. Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten 
Liposomen bei 4°C, 12°C und 37°C 

 
Die Internalisierungsversuche bei 12°C und bei 4°C wurden nach dem in Abschnitt 3.5.1. 
beschriebenen Protokoll durchgeführt. 
In den Bildern A, B, C sind für jede Inkubationstemperatur die Kontrollen, die aus 
Liposomen gekoppelt mit einem nicht basischen Peptid ST4 bestehen, abgebildet. Die 
Kontrollen zeigen fast keine Fluoreszenz. Bild D repräsentiert die normale Internalisierung 
bei 37°C von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen; man sieht, wie in den 
vorherigen Abbildungen, dass sich die Fluoreszenz von Liposomen diffus in den Zellen 
verteilt. Die Bilder E und F zeigen die Fluoreszenz der Liposomen mit cysAntennapedia 
gekoppelt nach einer Inkubation bei 12°C (E) und bei 4°C (F). Es gibt keine Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Temperaturen. Wahrscheinlich werden diese Antennapedia-
Peptid derivatisierten Liposomen auch bei tieferen Temperaturen internalisiert. Anhand 
dieser Bilder kann man jedoch nicht sicher sein, denn es besteht die Möglichkeit, dass 
sich die Liposomen bei 12°C und/oder 4°C an der Zellmembran anlagern. 
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Abb. 36: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen bei 37°C, 12°C und
4°C in HeLa-Zellen 

    A:  Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 37°C, 30 Minuten 
    B:  Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 12°C, 30 Minuten 
    C: Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 4°C, 30 Minuten 
    D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
    E: 2 � l Lipo-cysAntp, 12°C, 30 Minuten 
    F: 2 � l Lipo-cysAntp, 4°C, 30 Minuten 
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Genau der gleiche Versuch wurde auch mit Pae-Zellen durchgeführt. Es ist zu erkennen, 
das auch hier die Antennapedia Peptid derivatisierten Liposomen bei jeder Temperatur 
Fluoreszenz zeigen (D, E, F). Bei der Inkubation bei 4°C ist bei den Pae-Zellen eine 
schwächere Fluoreszenz zu sehen. 
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Abb. 37: Internalisierung von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen bei 37°C, 12°C und
4°C in Pae-Zellen 

    A:  Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 37°C, 30 Minuten 
    B:  Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 12°C, 30 Minuten 
    C: Kontroll-Lipo-ST4 als negative Kontrolle, 4°C, 30 Minuten 
    D: 2 � l Lipo-cysAntp, 37°C, 30 Minuten 
    E: 2 � l Lipo-cysAntp, 12°C, 30 Minuten 
    F: 2 � l Lipo-cysAntp, 4°C, 30 Minuten 
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4.14.1. Lokalisation von Antennapedia- Peptid derivatisierten Liposomen 
nach einer Inkubation bei 4°C 

 
Um nachzuweisen, ob Antennapedia-Peptid derivatisierte Liposomen nach einer 
Inkubation bei 4°C in HeLa-Zellen internalisiert werden, wurde ein konfokales Bild 
aufgenommen. Bild A zeigt die Galerie der einzelnen Querschnitten durch die Zellen. In 
Bild B sind die Querschnitte duch die Zellebenen x/z sowie y/z, die mit dem Computer-
Programm Imaris bearbeitet wurden, zu sehen. Man erkennt, dass diese Liposomen 
gekoppelt mit cysAntennepedia von HeLa-Zellen auch bei einer Temperatur von 4°C 
internalisiert werden. Der Zellkern weist keinerlei Fluoreszenz auf, während in Richtung 
Zellmembran die Fluoreszenz immer stärker wird. Aus diesen Bilder kann man sagen, 
dass die Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen nach einer Inkubation bei 4°C 
sich im Zytoplasma der Zelle verteilen. Sie diffundieren aber in der ganzen Zelle weniger 
im Vergleich zu den Inkubationen bei höheren Temperaturen (Abb.29, Kap. 4.11.). 
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Abb. 38: Lokalisation von Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen nach einer Inkubation 
bei 4°C in HeLa-Zellen 

 A:  Galerie der einzelnen Schnitte durch die Zellebenen 
 B:  Querschnitte durch Zellen; Unten: Querschnitt durch x/z-Ebene 
       Rechts: Querschnitt durch y/z-Ebene 
       Mitte: Querschnitt duch x/y-Ebene 
 Konzentration:  2 � l Lipo-cysAntp Inkubationszeit:  30 Minuten 
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4.15. Vorversuche: Zytotoxizität von 5-FdU-NOAC-Liposomen 
 

4.15.1. Immunfluoreszenz 
 
Das Vorgehen bei diesem Versuch ist im Abschnitt 3.9.1. beschrieben. HeLa-Zellen, nach 
77 Stunden Inkubationszeit mit toxischen und nicht toxischen Liposomen, wurden mit 
DAPI (1:100) angefärbt. Mit dem Fluoreszenz-Mikroskop (Kap. 3.7.1.) konnte man Bilder 
der Zellkerne, mit DAPI angefärbt, aufnehmen. 
In Abbildung 39 sind nur einige repräsentative Bilder dargestellt. 
Die Bilder A, B und C wurden mit einer kleineren Vergrösserung aufgenommen, um eine 
Übersicht der Anzahl der Zellkerne zu zeigen. 
In Abbildungen A, D und G sieht man die Zellkerne nach der Inkubation mit leeren 
Liposomen (d.h. ohne die toxische Substanz 5-FdU-NOAC); in A und D mit einer 
äquivalenten Konzentration von 50 � M, während in G mit einer Konzentration von 25 � M 
(d.h. es wurde dieselbe Menge zugegeben, wie wenn diese Liposomen 5-FdU-NOAC 
enthalten würden). Die Bilder B, E und H zeigen die Zellkerne nach der Inkubation mit 
Liposomen, welche die toxische Substanz 5-FdU-NOAC enthalten und an das nicht 
basische Peptid ST4 gekoppelt sind. Auch hier enthalten die Bilder B und E jeweils eine 5-
FdU-NOAC-Konzentration von 50 � M, während H eine Konzentration von 25 � M enthält. 
Die Bilder C, F und I zeigen nochmals dasselbe, aber diese Liposomen enthalten nicht nur 
5-FdU-NOAC, sondern auch das Antennapedia-Peptid. 
In den Bildern A, B und C ist zu erkennen, dass nach der Inkubation mit den toxischen 
Liposomen die Anzahl der Zellen stark abgenommen hat (B, C). Zwischen toxischen 
Liposomen mit (C) oder ohne (B) Antennapedia-Peptid gibt es keinen deutlichen 
Unterschied. Vielleicht ist es möglich, dass bei den Liposomen mit cysAntennapedia die 
Anzahl der Zellen etwas kleiner ist. 
Mit einer stärkeren Vergrösserung konnte man den Zustand der Zellkerne besser 
untersuchen. In den Bildern E und F, wo die Zellen mit den toxischen Liposomen inkubiert 
wurden, sind die Zellkerne nicht mehr so gesund und in F sieht man deutlich einen 
apoptotischen Kern.  
Mit einer 5-FdU-NOAC-Konzentration von 25 � M gibt es noch keine apoptotischen Kerne, 
aber sie sind geschwollen (H, I) im Vergleich zu G. 
Als Schlussfolgerung kann man sagen, dass die 5-FdU-NOAC-Liposomen Apoptose 
induzieren im Vergleich zu den leeren Liposomen. Zwischen den 5-FdU-NOAC-Liposomen 
mit oder ohne Antennapedia-Peptid erkennt man aus den vorliegenden Bildern keinen 
wesentlichen Unterschied. Für eine genauere Beurteilung der Zytotoxizität ist dieser 
Versuch nicht geeignet, aber um zu sehen ob überhaupt die 5-FdU-NOAC-Liposomen 
toxisch wirken ist er genug aussagenkräftig. 
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Abb. 39: Zytotoxizität von Liposomen-5-FdU-NOAC in HeLa-Zellen 

    A, D:  50 � M Lipo-leer, 37°C, 77 Stunden 
    B, E:  50 � M Lipo-5’-FdU-NOAC-ST4, 37°C, 77 Stunden 
    C, F: 50 � M Lipo-5’-FdU-NOAC-cysAntp, 37°C, 77 Stunden 
    G: 25 � M Lipo-leer, 37°C, 77 Stunden 
    H: 25 � M Lipo-5’-FdU-NOAC-ST4, 37°C, 77 Stunden 
    I: 25 � M Lipo-5’-FdU-NOAC-cysAntp, 37°C, 77 Stunden 
    Färbung:  Dapi (1:100) 
    Vergrösserungen:  A – C: 100 x 
     D – I:  400 x 
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4.15.2. Zytotoxizitätstest: CellTiter 96 ®AQ (Promega) 
 
Da mit dem Fluoreszenz-Mikroskop keine genaue Auswertung durchgeführt werden 
konnte (Kap. 4.15.1.), wurde der toxische Einfluss von 5-FdU-NOAC-Liposomen auf HeLa-
Zellen mit dem Proliferationstest von Promega gemessen. Mit diesem Test konnte man 
den IC50 von 5-FdU-NOAC-Liposomen bestimmen; d.h. die Konzentration, bei der die 
Hälfte der Zellen gestorben ist. Dieser Versuch wurde wie in Abschnitt 3.9.2. beschrieben 
durchgeführt. Als 100% Überlebensrate wurde die Absorption von HeLa-Zellen im Medium 
gewählt. Die Absorption des Mediums wurde von allen Werten subtrahiert. 
Leere Liposomen dienten als Negativkontrolle. In der Tat, kann man aus der Grafik in Abb. 
40 sehen, dass die Überlebensrate der Zellen nach 67 Stunden Inkubation mit leeren 
Liposomen ein Minimum von 85 % erreicht. Der mit niedrigen Konzentrationen 
beobachtete Effekt auf die Zellteilung von leeren Liposomen ist auf den Lipid- und 
Cholesterolgehalt der Liposomenmembran zurückzuführen, der als Ernährung für die 
Zellen wirkt. 5-FdU-NOAC-Liposomen mit dem nicht basischen Kontroll-Peptid ST4 
gekoppelt zeigen einen toxischer Effekt. Bei einer 5-FdU-NOAC-Konzentration von 200 
� M wurden in 67 Stunden ca. 45% der Zellen abgetötet. Dies bedeutet, dass der IC50-Wert 
grösser als 200 � M ist. 5-FdU-NOAC-Liposomen mit cysAntennapedia gekoppelt zeigen 
einen grösseren toxischen Effekt; ihr extrapolierte IC50-Wert liegt bei ca. 115 � M. Das 
bedeutet, dass Liposomen, die 5 mg 5-FdU-NOAC pro ml Liposomen enthalten, und mit 
dem basischen Peptid Antennapedia gekoppelt sind, beinahe eine doppelt so grosse 
Wirksamkeit wie die selbe Liposomen, welche aber an einem nicht basischen Peptid ST4 
gekoppelt sind, aufweisen. Erwähnenswert ist, dass bei niedrigen Konzentrationen von 5-
FdU-NOAC (12-50 � M) die Liposomen an Antennapedia-Peptid gekoppelt um ca. 15% 
toxischer wirken als die an ST4 gekoppelten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 40: Grafische Darstellung der Resultate. Die Absorptionswerte sind jeweils die Mittelwerte
von 3 Einzelmessungen. Die Absorption von HeLa-Zellen mit Medium ohne Liposomen
wurde als 100% Überlebensrate gewählt und die anderen Absorptionswerte
ents prechend berechnet. IC 50 von Li posomen-5-FdU-NOAC-c ysAnt p = 115 ���� M
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5. Diskussion 
 
In den letzten Jahren wurde eine Anzahl kleiner, sehr basischer zellulärer Proteine 
entdeckt, welche die Fähigkeit besitzen, durch zelluläre Plasmamembranen ohne 
Permeabilisierung zu penetrieren. Der Mechanismus der Membrandurchgängigkeit ist 
noch weitgehend unbekannt. Um die Internalisierung von basischen Peptidsequenzen zu 
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit vorwiegend mit der basischen Sequenz von 
Antennapedia, dem Penetratin-1, gearbeitet. 
 

5.1. Internalisierung des Antennapedia Peptides 
 
Um das basische Peptid von Antennapedia nachzuweisen, wurde es mit Biotin gekoppelt, 
welches durch Bindung an fluoreszenzmarkiertes Avidin angefärbt werden konnte. Die 
Internalisierungsversuche mit dem biotinylierten basischen Peptid von Antennapedia in 
HeLa- und Pae-Zellen verliefen erfolgreich. 
Es wurde untersucht, ob die Aufnahme des Peptides konzentrationsabhängig ist. Durch 
Zugabe des biotinylierten Antennapedia-Peptides in steigenden Konzentrationen zeigte 
sich, dass die aufgenommene Menge an Peptid im Bereich 5 bis 10 � M konzentrations-
abhängig ist. Eine höhere Konzentration von 18 � M hatte keinen weiteren Einfluss auf die 
Internalisierung. Es wurde mittels konfokaler Mikroskopie nachgewiesen, dass sich nach 
einer Stunde Inkubationszeit, das Antennapedia-Peptid im Zytoplasma der Zellen, und 
schwach im Zellkern verteilte. Mit einer spezifischen Endosomen-Färbung wurde auch 
geprüft, ob das Antennapedia-Peptid sich in den Endosomen aufhält. Es resultierte, dass 
nur ein kleiner Teil des internalisierten Peptides sich in den Endosomen, wahrscheinlich in 
frühen Endosomen, anreicherte. Die Abhängigkeit der Inkubationszeit wurde ebenfalls 
untersucht. Es zeigte sich, dass das Antennapedia-Peptid bereits nach 5 Minuten von den 
Zellen aufgenommen wurde. Eine längere Inkubationszeit bis zu vier Stunden hatte nur 
einen leichten Einfluss auf die aufgenommene Menge an Peptid, aber keinen wesentlichen 
Einfluss auf die Verteilung des Peptides in den Zellen. 
Um zu untersuchen, ob der Internalisierungsvorgang energieabhängig ist, wurde die 
Internalisierung bei einer Temperatur von 12°C und von 4°C durchgeführt. Bei 12°C ist die 
Zellmembran an der Grenze ihrer Funktionsfähigkeit, während bei 4°C die Zellmembran 
keinen flüssigen Charakter mehr aufweist, sondern kristallin ist, d.h. die 
energieabhängigen Prozesse können nicht mehr ablaufen. Das Ergebnis dieser 
Experimente war, dass das Antennapedia-Peptid sowohl bei 12°C als auch bei 4°C von 
den Zellen aufgenommen wurde und sich im Zytoplasma und weniger im Zellkern verteilte. 
Dies lässt folgern, dass das Antennapedia-Peptid mit einem energieunabhängigen 
Mechanismus, der nicht temperaturabhängig ist, in die Zellen aufgenommen wird. 
Dieselbe Beobachtung wurde auch bereits früher in diversen Publikationen gemacht 
(Derossi et al., Joliot et al., Le Roux et al. und Perez et al.). Der Mechanismus der 
Aufnahme bleibt aber unbekannt und es ist sehr wohl möglich, dass die Aufnahme bei 
höhen und tiefen Temperaturen verschiedenen biochemischen Mechanismen folgt. 
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5.2. Internalisierung eines hochmolekularen Antennapedia-
Avidin-Komplexes 

 
Von Interesse war auch, ob mit dem basischen Peptid ein grösseres Molekül durch die 
Zellmembran geschleust werden kann. Zu diesem Zweck wurde das biotinylierte 
Antennapedia-Peptid mit fluoreszenzmarkiertem Avidin (68 kD) inkubiert, wobei sich ein 
sehr stabiler Komplex ausbildete. Dieser wurde anschliessend mit den Zellen inkubiert. 
Die Zellen zeigten im Fluoreszenz-Mikroskop keine einheitliche Färbung, vielmehr war 
eine partikuläre Verteilung des Komplexes zu erkennen. Um zu untersuchen, ob der 
Komplex nur im Bereich der Zellmembran oder auch im Zytoplasma und dem Kern 
lokalisiert war, wurden die Präparate im konfokalen Mikroskop analysiert. Die 
Auswertungen ergaben, dass der Antennapedia-Avidin-Komplex sowohl im Zytoplasma 
als auch, wenn auch viel schwächer, im Kern nachzuwiesen war. Es entstand die 
Vermutung, dass die partikuläre Verteilung auf den Aufenthalt des Komplexes in 
Endosomen zurückzuführen war. So wurden bei einem Präparat, welches mit dem 
Antennapedia-Avidin-Komplex inkubiert wurde, auch die Endosomen mit einem anderen 
Farbstoff angefärbt. Durch Überlagerung der beiden Bilder mit unterschiedlichen Farben 
wurde ersichtlich, dass sich die Lokalisation des Komplexes und der Endosomen zum Teil 
deckten. Somit kann gesagt werden, dass ein Teil des Komplexes via Endosomen 
aufgenommen wurde. 
Auch hier wurde die Temperaturabhängigkeit untersucht. Es war zu erkennen, dass sich 
wie beim Antennapedia-Peptid, keine Unterschiede zwischen den Internalisierungen bei 
37°C, 12°C und 4°C ergaben. Um sicher zu sein, dass sich der Antennapedia-Avidin-
Komplex nach einer Inkubation bei 4°C nicht nur in der Zellmembran anlagerte, wurde mit 
dem konfokalen Mikroskop bestätigt, dass der Komplex auch bei 4°C internalisiert wurde. 
Somit kann man schliessen, dass der Antennapedia-Avidin-Komplex, wie auch das 
Antennapedia-Peptid, durch einen energieunabhängigen Mechanismus von den Zellen 
aufgenommen wird. 
 

5.3. Internalisierung von Liposomen 
 
Ein anderes Ziel war die Untersuchung, ob mit Antennapedia-Peptid auch Partikel durch 
die Zellmembran geschleust werden können. Dazu wurde an das Antennapedia-Peptid 
Liposomen gekoppelt und in HeLa- und Pae-Zellen internalisiert. Damit die Liposomen 
nachgewiesen werden konnten, wurde ein lipophiler Fluoreszenzfarbstoff in die 
Liposomenmembran eingelagert. Als Erstes wurde mit mehreren Kontrollen geprüft, ob die 
Antennapedia-Peptid modifizierten Liposomen von den Zellen aufgenommen werden. Die 
Internalisierungen waren erfolgreich; die Liposomen mit Antennapedia-Peptid wurden ca. 
10 mal stärker internalisiert als die Kontrollen. Die Kontrollen bestanden aus Liposomen 
an welche ein nicht basisches Peptid gekoppelt wurde und Liposomen modifiziert mit 
SulfoSMCC und underivatisierten Liposomen. Diese Kontroll-Liposomen wurden ebenfalls 
schwach von den Zellen aufgenommen. Das könnte man mit der Zusammensetzung der 
Liposomenmembran erklären, die mit ihrem hohen Lipidgehalt, einfach mit der 
Plasmamembran der Zellen interagieren kann (z.B. fusionieren). Mit konfokalen Bildern 
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konnte man sicherstellen, dass sich Liposomen mit Antennapedia-Peptid gekoppelt im 
Zytoplasma der Zellen verteilen, den Zellkern jedoch nur sehr schwach erreichen. 
Durch Internalisierungsversuche mit unterschiedlichen Liposomen Konzentrationen wurde 
nachgewiesen, dass schon mit 1 � l Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen eine 
Internalisierung zu sehen war. Ein höheres Volumen hatte keinen Einfluss mehr auf die 
Verteilung in den Zellen. 
Es wurde auch untersucht, ob die Aufnahme von Liposomen zeitabhängig ist. Durch 
Variation der Inkubationszeiten zwischen 15 Minuten und 2 Stunden wurde gezeigt, dass 
die mit Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen bereits nach 15 Minuten im 
Zytoplasma nachweisbar waren. Eine längere Inkubationszeit hatte keinen wesentlichen 
Einfuss auf die Internalisierung der Liposomen. Um die genaue Lokalisation von 
Liposomen gekoppelt mit Antennapedia-Peptid nach 15 Minuten und nach 5 Stunden 
Inkubationszeit in den Zellen zu untersuchen, wurden konfokale Bilder aufgenommen und 
Internalisierungen mit Endosomen-Färbung durchgeführt. Das Resultat war, dass bei 
beiden Inkubationszeiten die Liposomen von den Zellen aufgenommen wurden. Nach 15 
Minuten Inkubationszeit war ein kleiner Teil der Liposomen auch in den Endosomen zu 
sehen, während nach 5 Stunden der grösste Teil in den Endosomen war. Eine Vermutung 
wäre, dass sich nach 15 Minuten einige Liposomen in den frühen Endosomen aufhalten, 
während nach 5 Stunden auch die späten Endosomen erreicht werden. Somit kann man 
sagen, dass die Inkubationszeit einen Einfluss auf die Verteilung der Liposomen in den 
Zellen hat. 
Um die Energieabhängigkeit des Internalisierungsmechanismus zu untersuchen, wurden 
Internalisierungsversuche bei verschiedenen Temperaturen durchgeführt. Man konnte 
feststellen, dass die Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen sowohl nach einer 
Inkubation bei 12°C als auch bei 4°C von den Zellen aufgenommen werden. 
Abschliessend wurde damit noch einmal bestätigt, dass das Antennapedia-Peptid, auch 
an Liposomen gekoppelt, einem energieunabhängigen Internalisierungsmechanismus 
unterliegt. In einer Publikation von Torchilin (Torchilin et al.), wurden Liposomen mit dem 
basischen Tat-Peptid gekoppelt. Es wurde auch hier gezeigt, dass die Tat-Peptid 
Liposomen durch einen energieunabhängigen Mechanismus internalisiert werden. 
In einer anderen Publikation (Anderson et al.) wurde gezeigt, dass Tat-Peptid gebunden 
an ein Fab-Fragment eines Immunoglobulins, die Zellbindung und die Zellaufnahme dieser 
Fragmente erhöht, die Spezifizität jedoch verkleinert. 
 

5.4. Zusammenfassung der Resultate der Internalisierungen 
 
Antennapedia Peptid wurde auf drei verschiedene Arten internalisiert: alleine, als Komplex 
mit Avidin und gekoppelt an Liposomen. Unterschiede in der Verteilung waren beim 
Antennapedia-Avidin-Komplexen zu erkennen; hier war die Verteilung mehr partikulär. Die 
Lokalisation in den Endosomen war immer zu sehen, vermehrt jedoch beim Komplex und 
bei den Liposomen nach 5 Stunden Inkubationszeit. 
Man muss in Betracht ziehen, dass bei der Internalisierung des Peptides die Zellen mit 
0.5% Triton-X 100 permeabilisiert wurden, um die Färbung mit FITC-Avidin zu 
ermöglichen. Durch die Behandlung mit diesem Detergens werden auch die intrazellulären 
Membranen permeabilisiert. Falls die Fixierung mit Formaldehyd 3.7% nicht ausreicht um 
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Strukturen im Innern der Zellen zu vernetzen, können bei Perforation der 
Zellkompartimente die darin eingeschlossenen Peptide herausdiffundieren und sich 
gleichmässig im Zytoplasma verteilen. 
Es wurde nachgewiesen, dass die Internalisierungsmechanismen in jeder Form 
energieunabhängig sind. Man kann also eine klassische Endozytose und eine Rezeptor-
vermittelte Endozytose ausschliessen. Ein Rezeptor wurde bis jetzt noch nicht entdeckt. 
Eventuell ist das Antennapedia-Peptid fähig, passiv durch die Zellmembran zu gelangen; 
zum Teil wird es von den Endosomen aufgenommen, verlässt sie jedoch nach dem 
Durchtritt durch die Zellmembran wieder oder es wird weiter an die Lysosomen 
abgegeben. Alle drei Internalisierungsmechanismen sind sehr unklar, wahrscheinlich liegt 
ein anderer unbekannter Mechanismus zugrunde. Es kann aber nicht ausgeschlossen 
werden, dass verschiedene Mechanismen bei den verwendeten Temperaturen an der 
Aufnahme des Peptids resp. der hochmolekularen Komplexe beteiligt sind. 
 

5.5. Zytotoxizität der 5-FdU-NOAC-Liposomen 
 
Es wurden 2 Zytotoxizitäts-Versuche durchgeführt. Einer mit der Immunfluoreszenz-
Methode, der andere mit einem speziellen Zytotoxizitäts-Kit, welcher die Messung der 
Proliferation der Zellen erlaubte. Es wurde die Toxizität von 5-FdU-NOAC-Liposomen mit 
Antennapedia-Peptid gekoppelt untersucht und als Kontrollen wurden 5-FdU-NOAC-
Liposomen mit einem nicht basischen Peptid gekoppelt und leere Liposomen verwendet. 
Beim ersten Versuch, wurden die Zellkerne nach 77 Stunden Inkubationszeit mit DAPI 
angefärbt. Im Fluoreszenz-Mikroskop konnte man erkennen, dass die Zahl der Zellkerne 
der Zellen, welche mit den toxischen Liposomen inkubiert wurden, reduziert war und die 
Kerne vergrössert waren. Einige zeigten sogar Apoptose. Ein wesentlicher Unterschied 
zwischen 5-FdU-NOAC-Liposomen mit oder ohne Antennapedia konnte jedoch nicht 
nachgewiesen werden. 
Die Resultate des zweiten Versuches zeigten, dass 5-FdU-NOAC-Liposomen zytotoxisch 
sind und dass die mit Antennapedia-Peptid modifizierten Liposomen um ca. 15% stärker 
zytotoxisch wirken, als die mit einem Kontrollpeptid gekoppelten. Es konnte ein IC50-Wert 
von 115 � M 5-FdU-NOAC für die Antennapedia-Peptid Liposomen extrapoliert werden. 
Ebenfalls konnte ein IC50-Wert von mehr als 200 � M 5-FdU-NOAC für die Kontrollpeptid 
Liposomen extrapoliert werden. Das bedeutet, dass das Antennapedia-Peptid, mit seiner 
Fähigkeit durch die Zellmembran zu penetrieren, die Internalisierung dieser toxischen 
Liposomen fördert, sodass die Zellen vermehrt sterben. Leider liefert Antennapedia-Peptid 
keine Zellspezifizität. Dieses Ergebnis könnte einen neuen Weg für die gezeilte Abgabe 
von Wirkstoffen liefern. Man könnte im Innenraum der Liposomen auch hydrophile 
Wirkstoffe einlagern, welche nach ihrer Internalisierung mit Hilfe des Antennapedia 
Peptides im Zellinneren freigesetzt werden. 
Diese Arbeit zeigt somit einen vielversprechenden Ansatz für verbesserte Aufnahme von 
Wirkstoffen in die Zielzellen auf. Der zugrunde liegende Mechanismus und ein optimiertes 
Behandlungsprotokoll sollten Gegenstand weiterer Arbeiten sein. 
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6. Ausblick 
 
Um die Permeabilisierung der Zellmembran bei der Internalisierung des Antennapedia-
Peptides zu vermeiden, könnte man das Peptid vor der Internalisierung mit einem 
Fluoreszenzindikator markieren. Zum Beispiel könnte man den Markierungskit 
FluoReporter® Oregon Green® 488 Protein Labeling Kit (f-6153) der Firma Molecular 
Probes verwenden. 
 
Um mehr über den Mechanismus der Internalisierung des basischen Antennapedia-
Peptides, des Antennapedia-Avidin-Komplexes und der mit Antennapedia-Peptid 
derivatisierten Liposomen zu erfahren, könnte man die verschiedenen Zellkompartimente 
mit zellmembran-kompartimentspezifischen Antikörpern anfärben. Um die zeitliche 
Verteilung innerhalb der Zellmembrankompartimente genau zu bestimmen, muss das zu 
internalisierende Material zusammen mit einem kompartiment-spezifischen Antikörper 
internalisiert werden. Dieser Antikörper wird danach mit einem z.B. rot markierten zweiten 
Antikörper angefärbt. Die danach aufgenommenen Bilder (eines rot, das andere grün) 
werden einander überlagert: liegt das Peptid (allein, mit Avidin oder mit Liposomen) in 
demjenigen Zellmembrankompartiment, welches mit dem Antikörper markiert wurde, vor, 
erscheint in der Überlagerung der Bilder eine Gelbfärbung, ähnlich der hier gezeigten 
Endosomen-Färbung. Für das Einbringen des zweiten Antikörpers wäre allerdings 
wiederum eine Permeabilisation der Zellmembran notwendig. Dabei könnte die partikuläre 
Färbung der Antennapedia-Avidin-Komplexe verloren gehen. 
 
Weitere Arbeiten mit den Antennapedia-Peptid derivatisierten Liposomen wären zuerst 
Zytotoxizitätsversuche mit 5-FdU-NOAC-Liposomen unter Benützung anderer Methoden 
und mehrerer Konzentrationen. Vielleicht sollte eher im tiefen Konzentrationsbereich 
gearbeitet werden, da dort die 5-FdU-NOAC-Liposomen mit Antennapedia-Peptid 
gekoppelt eine grössere Aktivität gegenüber den Kontroll-Liposomen aufweisten. Es wäre 
interessant, eine andere toxische Substanz in die Liposomen einzulagern, zum Beispiel 
eine hydrophile Substanz wie Doxorubicin, welche dann statt in der Liposomenmembran 
im Liposomen-Innenraum vorliegen würde. Mit diesen toxischen Liposomen könnte man 
dieselben Zytotoxizitätsversuche durchführen und die erhaltenen Resultate vergleichen. 
Wenn diese Zytotoxizitätsversuche erfolgreich wären, d.h. toxische Liposomen mit 
Antennapedia-Peptid gekoppelt eine höhere Wirksamkeit zeigen, könnte man 
Immunoliposomen herstellen. Dazu würde man an diese Liposomen zusätzlich einen 
Antikörper binden, der die nötige Zell- oder Gewebe-Spezifizität vermitteln würde. Dadurch 
könnte man Liposomen als Träger von Zytostatika benützen und mittels Antikörpern 
gezielt in die zu behandelnden Gewebe bzw. Zellen einbringen. 
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7. Abkürzungen 
 
 
5-FdU-NOAC   2’-deoxy-5-fluorouridylyl-N4-octadecyl-1-� -D- 
      arabinofuranosyl-cytosin 
Antennapedia-Avidin-Komplex Komplex aus biotinyliertem Antennapedia-Peptid und 
      fluoreszenzmarkiertem Avidin 
Antp, Antennapedia   biotinyliertes basisches Peptid von Antennapedia 
cysAntp    Antennapedia-Peptid mit Cystein 
DAPI     4’,6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochloridhydrat 
DiO     3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin Perchlorat 
DLS     Dynamic Light Scattering 
DMEM    Dulbecco’s modified Eagle Medium 
DPPE     Dipalmitoyl-glycerol-phosphatidylethanolamin 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 
FBS     Fetal bovine serum 
FITC     Fluorescein-Isothiocyanat, Fluoreszenzfarbstoff 
IC50     Konzentration, die den Zellwachstum um 50% reduziert 
LUV     Large Unilamellar Vesicle 
MG      Molekulargewicht 
MLV     Multilamellare Vesicle 
nm      Nanometer 
Pae-Zellen    Porcine aortic endothelian cells 
PB      physiologischer Phosphatpuffer, 67 mM, pH 7.4 
PBS     Phosphatpuffer mit Ca2+/Mg2+ 
PSN     1% Penicillin/Streptomycin und 0.5% Nystatin 
PTD     Protein transduction domain 
RT      Raumtemperatur 
SPC     Soya Phosphatidylcholin 
ST4     Nicht basisches Kontroll-Peptid 
SufoSMCC Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-

carboxylate 
SUV     Small Unilamellar Vesicle 
TBF     Tributylphosphin 
U/min     Umdrehungen pro Minute 
UV      Ultraviolett 
� m      Micrometer 
� M      Micromolar [� mol/Liter] 
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