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1  EINLEITUNG 

 

 

1.1  Zusammenhänge zwischen Seneszenz, Geschlecht und  

       Mutationen einzelner Gene 

  

Der Fachbegriff Seneszenz (lateinisch: senescere = altern) steht für das Altern und 

die damit verbundenen organischen Prozesse, die zwangsläufig irgendwann zum Tod 

des Organismus führen. 

In der Biogerontologie gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Theorien, die die Ur-

sachen und Folgen dieses Alterns erklären wollen. Diese Theorien gehen teilweise 

fließend ineinander über, so dass die Abgrenzung voneinander nur schwer gelingt. 

Hayflick wählte eine Einteilung in genombasierte, physiologische und organbasierte 

Theorien (Hayflick, 1985a), während andere Autoren beispielsweise zwischen Fehler- 

und Programmtheorien (Blagosklonny, 2007; Dice, 1993) oder zwischen stochas-

tischer, Entwicklungs-, Programm- und Freier-Radikal-Theorie (Knight, 1995) unter-

scheiden.   

Fest steht, dass das Altwerden auf mehreren Ebenen abläuft, angefangen bei Mole-

külen, über Zellen und Organe, bis hin zum gesamten Organismus eines Lebe-

wesens (Stadtman, 1992; Kirkwood, 2005) und eine einzige Erklärung der Alters-

vorgänge daher kaum möglich ist.  

Diese Promotionsarbeit beschäftigt sich insbesondere mit dem Altern auf Zellebene 

und untersucht in diesem Kontext die Expression einzelner Proteine und auch mög-

liche geschlechtsspezifische Unterschiede. Im Folgenden soll deshalb ein Überblick 

des bisher Bekannten zur zellulären Seneszenz gegeben werden, außerdem Zusam-

menhänge zwischen Geschlecht und Lebenserwartung sowie zwischen Mutationen 

einzelner Gene und Lebenserwartung aufgezeigt werden. 
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1.1.1  Zelluläre Seneszenz 

 

1961 entdeckten Hayflick und Moorhead, dass kultivierte Fibroblasten nach einer 

bestimmten Anzahl an durchgemachten Zellteilungen nicht mehr in der Lage sind, 

sich erneut zu teilen, aber dennoch über längere Zeit in vitro lebensfähig bleiben. 

Dieser Teilungsstopp wird seither „Hayflick-Limit“ genannt (Hayflick und Moorhead, 

1961). 

Während fortschreitender physiologischer Alterung bis hin zum Hayflick-Limit durch-

leben die Fibroblasten diverse Veränderungen. Der „seneszente Phänotyp“ zeichnet 

sich schließlich durch drei Kriterien aus: Irreversibler Zellzyklusstillstand in der 

G1/G0-Phase, Resistenz gegenüber Apoptose sowie veränderte Zellfunktion und        

-morphologie (Wang, 1995; Campisi, 1996). Letzteres ist mikroskopisch deutlich an 

der Zellgrößen- und -volumenzunahme (siehe Abb. 1), der Anreicherung von intrazel-

lulären Vesikeln sowie der flachen und irregulären Zellform zu erkennen (Goldstein, 

1990).  

 
Abb. 1: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) junger und seneszenter Fibro-

blasten. A: junge Fibroblasten; B: seneszente Fibroblasten; Färbung: May-Grünwald-Gimsa; 

 

In der Programmtheorie postulierte Hayflick 1968, dass alle biologischen Entwick-

lungsphasen von genetischen Programmen gesteuert werden und auch Verände-

rungen nach abgeschlossener Entwicklung, also Altersveränderungen, molekularen 

Signalen folgen, die ihre Information der DNA entnehmen. Sie sind, wie die Entwick-

lungsprozesse, als genetische Information programmiert und müssen nur abgespielt 
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werden (Hayflick, 1985b). Heute bezeichnen wir dieses „Programm“, das am Hayflick-

Limit oder nach irrreparablen DNA-Schäden aktiviert wird und weitere Zellteilungen 

verhindert, als zelluläre Seneszenz. 

 

Diese kann man nach ihren Ursachen in vorzeitige und replikative Seneszenz ein-

teilen:  

Letztere kommt durch die Verkürzung der Telomere zustande (Chen et al., 2007). 

Telomere bestehen beim Menschen aus sich wiederholenden TTAGGG-Sequenz-

blöcken und befinden sich an den Chromosomenenden schützend vor den kodieren-

den DNA-Anteilen des Chromosoms (Blackburn, 1997). Bei somatischen Zellen ist 

die Länge der Telomere proliferationslimitierend. Sie verkürzt sich bei jeder einzelnen 

Zellteilung, bis nach einer bestimmten Anzahl von Mitosen eine minimale Länge 

erreicht ist (Harley et al., 1990). Mit dieser Verkürzung verlieren die Telomere ihre 

schützende Funktion an den Chromosomenenden, ihr Fehlen löst eine DNA-

Schadensantwort aus, die über den M1-Checkpoint zum Stillstand des Zellzyklus, 

also zur Seneszenz, oder über den sogenannten „Crisis-Checkpoint“ zum Zelltod 

führt (Wright und Shay, 1992). Beide Checkpoints limitieren die replikative Lebens-

spanne von Zellen, gleichzeitig wirken sie aber auch als Tumorsuppressoren, indem 

sie eventuell entstandene transformierte Zellen an ihrer weiteren Proliferation hindern 

(Nalapareddy et al., 2008).  

 

Die vorzeitige Seneszenz tritt aufgrund Erbgutschädigungen durch UV- oder Gamma-

strahlung und vor allem durch reaktive Sauerstoffradikale (englisch: reactive oxygen 

species, ROS) ein. Diese entstehen hauptsächlich als Nebenprodukt der zellulären 

Atmungskette in den Mitochondrien der Zellen (Beckman und Ames, 1998). Aber 

auch Umwelteinflüsse wie Nahrung, Giftstoffe in Abgasen, Zigarettenrauch etc. 

können Ursachen derer Entstehung sein. Im Normalfall besteht im menschlichen 

Organismus ein Gleichgewicht zwischen den physiologisch ständig entstehenden 

ROS und den die Zellen schützenden Antioxidationssystemen. Kippt dieses Gleich-

gewicht aufgrund äußerer Einflüsse auf die Seite der freien Radikale, spricht man von 

oxidativem Stress, dessen Folgen unter anderem Proteinoxidationen, Lipidperoxida-
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tionen und Nukleinsäure-Mutationen sein können. Es ist erwiesen, dass ROS sowie 

oxidative Schäden an DNA, Proteinen und Lipiden im Alter zunehmen (Sohal et al., 

1994; Lee et al., 2002).  

Da das mitochondriale Genom unter anderem für die Enzyme der Atmungskette, die 

für eine regelrechte Atmungsfunktion verantwortlich sind, kodiert, kommt es bei seiner 

Schädigung zu Fehlern der oxidativen Phosphorylierung und so zur reduzierten ATP-

Synthese und verminderter Energiezufuhr der Zelle (Linnane et al., 1989; Wei, 1992). 

Auch die anderen Zellkompartimente werden durch oxidativen Stress in Mitleiden-

schaft gezogen, so dass dies über den ex- und intrinsischen Apoptoseweg zu Zellver-

lust, Gewebsdysfunktion und letztendlich zu Alterung führt (Lee und Wei, 2007). 
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Abb. 2: Seneszenzentstehung durch oxidativen Stress. 

MtDNA: mitochondriale Desoxyribonukleinsäure; Mt: mitochondrial; p53: Tumorsuppressorprotein. Stimuliert Frei-

setzung von Mitgliedern der Bcl-2-Familie. Bcl-2-Familie: Gruppe genetisch ähnlicher Proteine, deren Expression 

zur Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus dem mitochondrialen Intermembranraum führt. FAS: Trans-

membranprotein/ Zelloberflächenrezeptor. Bindung von FAS-Ligand an FAS-Rezeptor löst Apoptose aus. 
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Alle oben genannten Ursachen der zellulären Seneszenz (Verkürzung der Telomere 

sowie Erbgutschädigungen durch ROS, UV- oder Gammastrahlung) können in den 

Zellen neben einem Proliferationsstopp auch zu anderen Phänomenen, wie Apoptose 

oder, bei reparablen DNA-Schäden, zur Reparatur des Erbgutes führen.  

Diese drei Mechanismen (Proliferationsstopp/Seneszenz, Apoptose und Reparatur) 

werden unter anderem vom Protein p53 signalisiert und sind für die Zelle tumor-

suppressiv. In humanen Tumoren konnten Mutationen des p53-Gens nachgewiesen 

und so gezeigt werden, dass der Verlust dieses Gens einen Schritt in Richtung 

Malignität bedeutet (Jung et al., 2001). Wann die Zelle welchen der drei Wege ein-

schlägt sowie deren genaue Signaltransduktion bleibt noch zu erforschen. 

 

Tumor-, Keimbahn- und embryonale Stammzellen unterliegen nicht der zellulären 

Seneszenz. Sie können sich unendlich oft teilen, da sie Telomer-Verlängerungs-

mechanismen besitzen, die den regelmäßigen Verlust der Telomersequenzen aus-

gleichen: ein bestimmtes Enzym, die Telomerase, die abgespaltene Telomerse-

quenzblöcke nach jeder Mitose wieder an die Telomere anfügt, und den sogenannten 

alternativen Weg (alternative pathway), der die Telomere über Rekombination ver-

längert (Blasco, 2003). 

 

 

1.1.2  Zusammenhang zwischen Geschlecht und Lebenserwartung 

 

Laut der Pressemitteilung Nr. 336 vom 27.08.2007 des Statistischen Bundesamts 

Deutschlands betrug die durchschnittliche Lebenserwartung bei Geburt im Jahr 2006 

für neugeborene Jungen 76,6 Jahre und für neugeborene Mädchen 82,1 Jahre. 

Daraus ergibt sich für letztere ein um 5,6 Jahre längeres Leben (www.destatis.de).                                       

Die Frage, die sich nun stellt, ist, ob sich dies in biologischen, also vom Menschen 

nicht beeinflussbaren, Ursachen begründet oder eher von umwelt- oder verhaltens-

orientierten Faktoren abhängig ist.  
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Anzunehmen ist, dass die genannte Lebenserwartungsdifferenz der Geschlechter 

multiple Ursachen hat. 

  

Sicherlich spielen die unterschiedlichen Lebensstile beider Geschlechter eine wich-

tige Rolle. Meist arbeiten Männer in risiko- und stressreicheren Berufen, rauchen und 

trinken mehr als Frauen, ernähren sich ungesünder und sind häufiger übergewichtig 

(Nathanson, 1984; Waldron, 1985; Vallin J, 1995). 

 

Doch auch biologische, bzw. genetische Faktoren könnten für die männliche Über-

sterblichkeit mitverantwortlich sein.  

So gibt zum Beispiel die Tatsache, dass bereits männliche Säuglinge höhere Sterbe-

raten aufweisen als weibliche, Grund zur Annahme, dass Frauen einen biologischen 

Überlebensvorteil besitzen (Waldron, 1985; Dinkel, 1984). Und auch bei vielen 

Tierarten sterben die männlichen Individuen eher als ihre weiblichen Artgenossen 

(Comfort, 1979).  

Ein Überlebensnachteil wird auch von männlichen Androgenen, unter ihnen bei-

spielsweise Testosteron, begründet. Ihre lebensverkürzende Wirkung wird von einer 

erhöhten Lebenserwartung kastrierter Männern belegt (Hamilton und Mestler, 1969) 

und ist wahrscheinlich auf schnelleren Verschleiß durch den von diesen Ge-

schlechtshormonen ausgelösten, höheren Grundumsatz im männlichen Organismus 

zurückzuführen. Im Gegensatz dazu soll bei Frauen das Hormon Östrogen eine 

lebensverlängernde Wirkung haben. Mit den durch die Menopause bedingten 

Veränderungen des Östrogenhaushalts steigt die Sterblichkeit in Verbindung mit 

koronarer Herzkrankheit bei Frauen an (Kannel et al., 1976; Grodstein et al., 1997).  

Außerdem gibt es die Theorie, die Frauen aufgrund ihres zusätzlichen X-Chromo-

soms größere Resistenz gegenüber Störungen X-gebundener Gene zuschreibt, da 

die Informationen dieser Gene bei Frauen doppelt gespeichert sind (Christensen et 

al., 2000). Männer sind demgemäß mit ihrem einzelnen X-Chromosom anfälliger 

gegenüber Störungen dieser Art und somit insgesamt weniger robust (Grodstein et 

al., 1997; Horiuchi, 1997; Luy, 2002).  

 



                                                                                                                    1  Einleitung 

  8 

Eine der heute am meisten favorisierten Theorien zur unterschiedlichen allgemeinen 

Lebenserwartung bezieht sich auf die Tatsache, dass bei männlichen Säugetieren ein 

erhöhter Spiegel an ROS existiert und deren Organismus deshalb oxidativem Stress 

vermehrt ausgesetzt ist (Vina und Borras, 2010; Ali et al., 2006; Malorni et al., 2007). 

Eine Studie von 2002 (Proteggente et al., 2002) zeigte z. B. eine signifikant geringere 

Konzentration der durch ROS modifizierten DNA-Base FAPY-Guanin bei gesunden 

nichtrauchenden Frauen im Vergleich zu gesunden nichtrauchenden Männern. Ein 

Trend zu niedrigeren Konzentrationen von 8-OxoG-Läsionen (siehe: 1.2.4) bei 

Frauen wurde in dieser Studie ebenfalls festgestellt. Der erhöhte Spiegel von ROS 

kann durchaus auch auf Grund der oben erwähnten Hormone mit verursacht sein. 

Einschränkend muß aber auch in Betracht gezogen werden, dass diese Hormone mit 

dem Altern des Individuums abnehmen und deshalb dann nur noch eine verminderte 

Rolle spielen sollten. 

 

 

1.1.3  Zusammenhang zwischen Mutationen einzelner Gene und 

          Lebenserwartung  

 

Beim Menschen kennt man sogenannte Progeroid-Syndrome, die aufgrund von Muta-

tionen in nur einem oder wenigen Genen entstehen und Erkrankungen mit vorzeitiger 

Alterungssymptomatik darstellen. Die betroffenen Gene kodieren meist für Proteine, 

die an DNA-Reparatur, Apoptose- oder Zellzyklussteuerung beteiligt sind. Daneben 

gelten durch Mutationen dieser Gene ausgelöste defekte Telomerfunktion oder fehler-

hafte Transkriptionskontrolle als Ursachen der Alterserkrankungen (Hirschfeld et al., 

2007).  

Zu den Progeroid-Syndromen gehört zum Beispiel die Erkrankung Xeroderma 

pigmentosum und das Cockayne-Syndrom, die beide auf Gendefekten von Proteinen 

der Nukleotidexzisionsreparatur beruhen (Cleaver, 2005; Andressoo und 

Hoeijmakers, 2005). Auch beim Werner-Syndrom liegt ein Genfehler vor: hier betrifft 

er die Helikase WRN, die an Reparaturmechanismen der DNA und an der Stabili-
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sierung der Telo-mere beteiligt ist (Hickson, 2003). Ein weiteres Beispiel ist die Ataxia 

teleangiectatica. Bei diesem Alterungssyndrom ist das Gen, das für die Proteinkinase 

ATM kodiert, mutiert. Die Kinase sollte nach DNA-Strangbrüchen Proteine wie p53 

aktivieren, damit bei Stillstand des Zellzyklus DNA-Reparaturen stattfinden können 

(Shiloh, 2003).  

Die oben genannten, aber auch alle anderen nicht erwähnten Progeroid-Syndrome 

führen zu vorzeitiger Alterung und verfrühtem Lebensende, was folglich bedeutet, 

dass durchaus Gene existieren, die die Lebenserwartung negativ beeinflussen kön-

nen. Obwohl die physiologische Seneszenz in einzelnen Punkten von den Alterungs-

erkrankungen mit vorzeitiger Seneszenz abweicht, kann man dennoch allgemeingül-

tige Erkenntnisse der Alterungsprozesse aus der Erforschung letzterer entnehmen. 

Auch bei gesund alternden Menschen können Genpolymorphismen, beziehungs-

weise unterschiedliche Genexpressionen die Lebenserwartung determieren.  
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1.2  Immunhistologische Biomarker zellulärer Seneszenz 

 

Immunhistologische Biomarker sind mittels Antikörperfärbung nachzuweisende, cha-

rakteristische biologische Merkmale, wie beispielsweise bestimmte im Gewebe vor-

liegende Proteine, die auf einen speziellen Prozess im  Organismus, in diesem Fall 

die zelluläre Seneszenz, hinweisen. 

Da sich mit dem Älterwerden seneszente Zellen im Gewebe anreichern, könnte man 

mit solchen Indikatoren seneszente Individuen eindeutig und besser identifizieren, als 

durch deren chronologisches Alter. Außerdem trägt die Erforschung solcher Bio-

marker dazu bei, die molekularen Grundlagen der zellulären Seneszenz besser zu 

verstehen, so dass man dem Ziel, Interventionsmöglichkeiten im Senezenzprozess 

zu entdecken, ein kleines Stück näher käme. Da Tumorzellen immer weiter pro-

liferieren, ohne der replikativen Senes-zenz zu unterliegen, wäre beispielsweise eine 

Seneszenz-Induktion in Krebszellen tumorsuppressiv und damit von größtem Vorteil.  

 

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurden sieben verschiedene Proteine, von 

denen man vermutet, dass sie in alten und jungen, sowie in männlichen und weib-

lichen Zellen unterschiedlich exprimiert werden, auf ihre Tauglichkeit als Seneszenz-

indikatoren untersucht und sollen nun vorgestellt werden. 

Diese Proteine sind nicht zufällig ausgewählt, sondern haben entweder mit DNA-

Reparatur, Apoptose- oder Zellzykluskontrolle zu tun, denn wie unter 1.1.3 schon 

erwähnt, sind bei Patienten mit Progeroid-Syndromen meist eben diese Gene defekt, 

oder sie zogen die Aufmerksamkeit durch aktuelle Forschung und Literatur auf sich.  

Außerdem wurde die Auswahl einiger Proteine aufgrund einer im Institut für Patho-

logie der Universität Ulm von Daniel Baltimore durchgeführten Untersuchung 

getroffen. In der besagten Arbeit wurden Fibroblasten aus Adenoiden kleiner Kinder 

beider Geschlechter kultiviert, bis sie mikroskopisch als phänotypisch seneszent 

eingestuft werden konnten. Nach einer bestimmten Anzahl von Passagen, also bei 

verschiedenem In-vitro-Alter der Fibroblasten, wurden Zellpellets tiefgefroren und aus 

ihnen zu einem späteren Zeitpunkt RNA extrahiert. Anschließend wurden die RNAs 

mit einem „Pathway-focused Oligo GEArray“ der Firma Qiagen (USA - Frederick) 
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analysiert (Baltimore, 2010). Die Ergebnisse dieser Analyse legten den Grundstein für 

die in der vorliegenden Arbeit dürchgeführten Untersuchungen der Proteine Ogg1, 

Tankyrase und p73.  

 

 

1.2.1  eEF1A1  

 

Das EEF1A1-Gen kodiert für eine Isoform der !-Untereinheit des eukaryontischen 

Elongationsfaktor-1! (eEF-1!). Dieser zählt zu den G-Proteinen und ist für die 

Elongationsphase der Proteinbiosynthese verantwortlich. Er kann in seiner aktiven 

Form Aminoacyl-tRNA-Moleküle binden, um sie an den Ribosomen auf der mRNA zu 

positionieren, die translatiert werden soll.  

In einer Schweizer Veröffentlichung (Shepherd et al., 1989) wurde schon 1989 nicht 

nur ein Rückgang der Proteinbiosynthese im Zusammenhang mit geringeren Mengen 

des eEF-1!-Proteins und dessen mRNA in Drosophila melanogaster festgestellt, 

sondern auch bemerkt, dass eine Überexpression des eEF-1!  bei Fruchtfliegen 

längeres Leben bewirkt. Des Weiteren verringert sich zum Ende der Lebensspanne 

von Fibroblasten die eEF-1!-Menge und auch dessen enzymatische Aktivität 

(Cavallius et al., 1986). 

In einer erst vor kurzem veröffentlichen proteomischen Analyse von Jiang konnten 

vier Proteine identifiziert werden, die in alternden Mäusen mit Telomerdysfunktion im 

Vergleich zu jungen Mäusen mit gesunder Telomerfunktion und auch im Blutplasma 

von alternden Menschen überexprimiert sind. Unter ihnen befindet sich eEF-1! sowie 

die unter 1.2.2 und 1.2.7 aufgeführten Proteine Stathmin und Cathelicidin (Jiang et 

al., 2008). 
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1.2.2  Stathmin 

 

Stathmin ist ein im Zytoplasma vorkommendes Phosphoprotein, das eine wichtige 

Rolle in der Regulation der Mikrotubulusbildung und damit im Zellzyklus spielt. 

Mikrotubuli sind lange hohle Filamente, deren Wand aus !- und "-Tubulindimeren 

aufgebaut ist. Sie bilden unter anderem den für die Mitose notwendigen Spindel-

apperat von sich teilenden Zellen. Das Protein Stathmin besitzt eine aminoterminale 

regulatorische Domäne, die vier phosphorylierbare Serinreste (Ser16, Ser25, Ser38, 

Ser63) enthält. Wenn keiner der Reste phosphoryliert ist, lagert sich Stathmin mit 

zwei Dimeren !/"-Tubulin zu einem sogenannten T2S-Komplex zusammen. Dies 

macht es den !/"-Tubulindimeren unmöglich, zu polymerisieren und einen Mikro-

tubulus zu bilden (Curmi et al., 1997). Vor Beginn der Mitosephase des Zellzyklus 

wird Stathmin durch Proteinkinasen phosphoryliert und damit in seiner T2S-Komplex-

bindung inaktiviert. Die nun frei zur Verfügung stehenden !/"-Tubulindimere bilden 

Mikrotubuli, die sich zur Mitosespindel zusammen lagern. Nach der Mitosephase er-

folgt die Dephosphorylierung Stathmins, und die Zelle kann in eine neue Interphase 

übergehen (Rubin und Atweh, 2004). Fehler in der Ausbildung des Spindelapparats 

können zu numerischen Aberrationen oder Polyploidie und in deren Folge zu Zell-

zyklusstopp, Apoptose oder auch zu Tumorentstehung führen (Gavet et al., 1998). 

 

 

1.2.3  p73 

 

Das Protein p73 ist Mitglied der sogenannten p53-Familie, bestehend aus den 

Transkriptionsfaktoren p53, p63 und p73.  

Unter ihnen ist der Tumorsuppressor p53 der meist- und bestuntersuchte. Haupt-

sächlich unterdrückt er das Tumorwachstum, indem er pro-apoptotische Zielgene, wie 

zum Beispiel Gene der BCl-2-Familie, aktiviert und so Apoptose auslöst (Cory und 

Adams, 2002). Aber auch der Eintritt in die Seneszenz, die durch die Expression des 
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Tumorunterdrückers ausgelöst wird, stoppt die Fähigkeit von Krebszellen zur ver-

längerten Proliferation. 

In wieweit p63 und p73 ebenfalls Tumorsuppressor-Funktion besitzen, ist noch nicht 

ausreichend geklärt. Fest steht jedoch, dass aufgrund genotoxischer Einflüsse auch 

p73 aktiviert werden und dieses seinerseits über die Aktivierung von p53-Zielgenen 

Apoptose oder Zellzyklusstillstand auslösen kann (Zaika et al., 2001). Das ist 

möglich, da die Gene der p53-Familienmitglieder ähnlich organisiert sind. Sie be-

sitzen alle eine aminoterminale Transaktivierungsdomäne (TAD), eine carboxyter-

minale Oligomerisationsdomäne (OD) sowie eine DNA-Bindungsdomäne (DBD). 

Letztere stimmt bei allen drei Genen zu 60% überein, was dazu führt, dass auch p63 

und p73 in der Lage sind, sich an die Promotoren der p53-Zielgene zu binden und 

diese zu regulieren (Deyoung und Ellisen, 2007). Außerdem wird p73 bei oxidativem 

Stress oder DNA-Schädigungen von p53 transkriptionsaktiviert und ist in vielen 

Tumoren überexprimiert (Moll und Slade, 2004). Diese Überexpression betrifft jedoch 

oft die inaktiven Isoformen des Proteins (siehe unten), wie zum Beispiel bei Colon- 

und Mammakarzinomen (Wager et al., 2006). Denn jedes der Gene der p53-Familie 

kodiert für zwei verschiedene Transkripte, die von unterschiedlichen Promotoren ge-

neriert werden: Über den P1-Promotor entstehen Proteine, die alle oben genannten 

Domänen enthalten und damit die aktiven Isoformen der drei Transkriptionsfaktoren 

darstellen (TAp53, TAp63, TAp73). Über den P2-Promotor entstehen Transkripte 

ohne die aminoterminale TAD, also inaktive oder inhibitorische Isoformen der p53-

Familienmitglieder (#Np53, #Np63, #Np73). Diese besetzen die DNA-Bindungs-

plätze, können aber keine Genexpression aktivieren (Pietsch et al., 2008).  

Ein anderes Argument, das dafür spricht, dass p73 eine Rolle im Seneszenzprozess 

spielt, ist, dass es die Transkription von Cdk 1- und Cyclin B- Genen unterdrückt, 

indem es die DNA-Bindungsaktivität des Tanskriptionsfaktors NF-Y schwächt (Jung 

et al., 2001), der essentiell für die Transkription dieser Gene ist (Yun et al., 1999). Die 

Cyclin-abhängigen Proteinkinasen, Cdks, steuern den Zellzyklus, wobei die durch 

Cyclin B und Cyclin A aktivierte Cdk 1 für den Übergang von der G2-Phase zur 

Mitose wichtig ist. In seneszenten Fibroblasten ist sowohl NF-Y inaktiviert, als auch 
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die Transkription von Cdk1- und Cycln B- Genen irreversibel gehemmt (Jung et al., 

2001).  

Da NF-Y neben den Promotoren dieser beiden Gene auch noch an viele andere 

Promotoren bindet, könnte es sein, dass die Hemmung von NF-Y durch Mitglieder 

der p53-Familie ein genereller Mechanismus für Transkriptionshemmung in replika-

tiver Seneszenz ist (Jung et al., 2001). 

 

 

1.2.4  Ogg1 

 

Das Kürzel Ogg1 steht für die 8-Oxoguanin-Glykosylase, ein DNA-Glykosylase-

Enzym, das für die Basenexzisionsreparatur der häufigen DNA-Mutation 7,8-Dihydro-

8-Oxoguanin (8-OxoG) (siehe Abb. 3) verantwortlich ist (Klungland et al., 1999; 

Janssen et al., 2001).  

 
Abb. 3: 7,8-Dihydro-8-Oxoguanin (8-OxoG). 

N: Stickstoff; O: Sauerstoff; H: Wasserstoff. 

 

8-OxoG entsteht aufgrund schädigenden Einflusses von ROS in nukleärer sowie in 

mitochondrialer DNA und hat hohes mutagenes Potential, da bei der Replikation ihm 

gegenüber in der Nukleinsäure statt dem normalen Cytosin-Nukleotid auch ein 

Adenin-Nukleotid eingebaut werden kann. Dadurch entsteht eine GC- nach TA- 

Transversion (Boiteux und Radicella, 2000). Das Ogg1-Protein schützt das Genom 
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vor diesen Mutationen, indem es die 8-OxoG –Läsion durch den in Abb. 4 abge-

bildeten Mechanismus aus der DNA herausschneidet (Nakabeppu et al., 2007). 

 
Abb. 4: Wirkung von Ogg1. 

G: Guanin; C: Cytosin; O: 7,8-Dihydro-8-Oxoguanin; A: Adenin; T: Thymin; ROS: reactive oxygen species; Ogg1: 

8-Oxoguanin-Glykosylase; DNA: Desoxyribonukleinsäure; BER: base excision repair; 

 

Das OGG1-Gen liegt auf Chromosom 3p25 und besteht aus acht Exons (Lu et al., 

1997). Durch alternatives Splicen entstehen mindestens zwei Formen des humanen 

Ogg1-Proteins: Die !-Form, aufgebaut aus 345 Aminosäuren und die "-Form, auf-

gebaut aus 424 Aminosäuren (Nishioka et al., 1999). Die ersten 316 Aminosäuren 

der beiden Proteine sind völlig identisch. Dennoch ist nur !Ogg1 sowohl im Zellkern 

als auch in den Mitochondrien zu finden, "Ogg1 dagegen nur in den  Mitochondrien 

(Minireview: (Boiteux und Radicella, 2000)). 

Wie in 1.1.1 beschrieben stellen durch ROS ausgelöste Erbgutschäden die Ursache 

für die sogenannte „vorzeitige Seneszenz“ dar. Die 8-OxoG-Mutation ist ein solcher 
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durch ROS entstehender Erbgutschaden, der bei  alten Mäusen (Kovtun et al., 2007) 

und Ratten (Souza-Pinto et al., 1999) im Vergleich zu jungen Tieren vermehrt 

nachgewiesen werden konnte. Deshalb ist auch anzunehmen, dass die Expression 

des 8-OxoG-Reparaturenzyms, also des Ogg1-Proteins, in jungen und seneszenten 

und/oder in männlichen und weiblichen Zellen variiert. 

 

 

1.2.5  Aktin 

 

Aktin ist schon lange in bezug auf seine zytoplasmatischen Funktionen bekannt. Es 

spielt beispielsweise eine wichtige Rolle beim intrazellulären Transport, als Struktur-

protein des Zytoskeletts oder als Bestandteil des Muskelkontraktionsapparates 

(Franke, 2004).  

Seneszente Zellen zeichnen sich in vitro durch eine veränderte Morphologie aus. 

Bekannte Charakteristika seneszenter Zellen sind unter anderem deutlich größere 

und flachere Zellkörper sowie vergrößerte Zellkerne (siehe 1.1.1 und Abb.1) (Start et 

al., 1991). Es wird vermutet, dass diese Veränderungen der Zellmorphologie eng mit 

der Aktin-Zytoskelett-Organisation zu tun haben (Lin et al., 1998). 

Auch bei der Zellteilung spielt Aktin eine wichtige Rolle. Aktin interagiert hierbei zum 

einen mit den Mitosespindeln des Nukleus, um diese zu positionieren (Woolner et al., 

2008), und zum anderen untrliegt das Zytoskelett bei einer Zellteilung ebenfalls Um-

strukturierungen. Daher ist ein funktionierendes Aktin-Poly- und Depolymerisations-

system essentiell: Aktin kann als einzelnes Molekül, als sogenanntes G-Aktin (=glo-

buläres Aktin), vorliegen, oder aber mit Hilfe von Profilin zu F-Aktin (=filamentäres 

Aktin) polymerisieren (Pring et al., 1992). Im Gegenzug kann das Protein Cofilin die 

Dissoziation von G-Aktin vom Aktinpolymer fördern, wenn es sich selbst in seiner 

aktiven dephosphorylierten Form befindet (Iida et al., 1993). Aktin hat also auch 

nukleäre Funktionen: Neben der Positionierung der Mitosespindeln übernimmt es 

wahrscheinlich Aufgaben bei der RNA-Polymerase $$-abhängigen Transkription, der 

post-transkriptionalen Prozessierung von RNA, dem aktiven nukleozytoplasmatischen 
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Transport an den Kernporen und bei der Chromatinpositionierung (Bettinger et al., 

2004; Kiseleva et al., 2004). 

Des Weiteren wird angenommen, dass globuläres Aktin eine Rolle bei der Induktion 

von Wachstumsstillstand während zellulärer Seneszenz spielt. In einer Studie von 

Kwak (Kwak et al., 2004) konnten in seneszenten diploiden Fibroblasten deutliche 

Ansammlungen von nukleärem G-Aktin, sowie von dephosphoryliertem Cofilin fest-

gestellt werden. Außerdem stieg nach induziertem nukleären G-Aktin-Export die 

DNA-Synthese in seneszenten Zellen signifikant an, worauf der Autor seine Ver-

mutung aufbaut, dass ein Fehler im nukleären Aktin-Export direkt mit zellulärer 

Seneszenz in Verbindung stehen könnte. 

 

In jedem Fall geben alle genannten Tatsachen und Vermutungen in bezug auf 

nukleäres Aktin Grund zur Annahme, dass dieses ein potentieller Marker für zelluläre 

Seneszenz sein könnte. 

    

 

1.2.6  Tankyrase 1  

 

Das Protein Tankyrase 1 (TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase 1) 

wurde aufgrund seiner Rolle in der Telomer-Replikation ausgewählt. Nach jeder DNA-

Replikationsrunde verkürzten sich die Telomere eines Chromosoms ein kleines 

Stück, bis die Zelle ihre DNA an einem kritischen Punkt als defekt klassifiziert und in 

die replikative Seneszenz übergeht (D'Adda di Fagagna et al., 2003).  

Tankyrase 1 enthält vier charakteristische Domänen (Seimiya, 2006). Zum Ver-

ständnis der Funktion des Proteins werden zwei dieser Dömänen im Folgenden 

ausführlicher beschrieben: Die Ankyrin-Domäne stellt eine Plattform für Protein-

Protein-Interaktionen dar und besteht wiederum aus fünf Untereinheiten, von denen 

jede für sich TRF1 (telomeric repeat binding factor 1) binden kann (Seimiya und 

Smith, 2002; De et al., 2003). TRF1 verhindert das Andocken des Telomer-Rekom-

binationsenzyms Telomerase an das Telomer und hemmt somit dessen Elongation. 
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Die PARP (poly ADP-ribose polymerase) -Domäne katalysiert die ADP-Ribosylierung 

von TRF1 und entfernt dieses vom Telomer, damit die Telomerverlängerung 

stattfinden kann (Cook et al., 2002). 

Da Tumorzellen hohe Telomeraseaktivität besitzen und durch ständige Telomer-

rekombinaton der replikativen Seneszenz entgehen, wird Tankyrase1-, bzw. PARP-

Inhibitoren viel Potenzial in der Krebstherapie zugeschrieben (Seimiya et al., 2002). 

In bezug auf diese Arbeit stellt sich die Frage, ob Tankyrase in alten Zellen 

vermindert oder kaum exprimiert wird, so dass die Telomerverlängerung zum Er-

liegen kommt und die Zelle in die Seneszenz übertritt.    

 

 

1.2.7  Cathelicidin 

 

Die Cathelicidine stellen eine heterogene Familie von antimikrobiellen Polypeptiden 

dar, deren einzelne Mitglieder sich strukturell stark voneinander unterscheiden 

(Gennaro und Zanetti, 2000). Aufgrund ihrer N-terminalen Cathelin-Domäne, mit der 

die Peptide in ihrer inaktiven Speicherform verbunden sind, werden sie jedoch als 

Familie zusammengefasst.  

Trotz der zahlreichen von den Säugetieren bekannten Mitglieder der Familie wurde 

bisher nur ein humanes Cathelicidin identifiziert: hCAP18 (Zanetti et al., 1995). 

Dieses wird nach Abspaltung seiner Cathelin-Domäne zum antimikrobiell aktiven 

Peptid LL-37 (Zanetti, 2004; Gudmundsson et al., 1996). LL-37 wird in neutrophilen 

Granulozyten gespeichert und von epithelialen Zellen vieler Gewebe freigesetzt. Es 

ist, wie auch andere antimikrobielle Peptide, Teil des angeborenen Immunsystems 

und spielt bei Abwehrreaktionen gegen grampositive und –negative Bakterien sowie 

bei vielen inflammatorischen Erkrankungen eine Rolle (Benachour et al., 2009; 

Nagaoka et al., 2006). 

Das Cathelicidin ist jedoch nicht nur in vielen entzündlichen Erkrankungen, wie 

beispielsweise Rosazea, Parodontitis oder Atopisches Ekzem überexprimiert 

(Yamasaki et al., 2007; Turkoglu et al., 2009), es induziert auch selbst Entzündungen, 
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indem es auf neutrophile Granulozyten, Monozyten und T-Zellen chemotaktisch wirkt 

(Yang et al., 2001). Es ist bekannt, dass die zelluläre Seneszenz von einer ge-

steigerten Sekretion proinflammatorischer Faktoren begleitet ist, die die Ursache für 

speziell im Alter auftretende chronische Entzündungen sein könnte (Freund et al., 

2010). Da das Cathelicidin LL-37 Immunzellen anlockt und aktiviert, könnte es ein 

ebensolcher proinflammatorischer Faktor  sein, der nicht nur, wie bereits bekannt, in 

entzündeten, sondern auch in seneszenten Geweben überexprimiert ist. 

Für einen Zusammenhang zwischen der Expression des Cathelicidins und Alterung 

sprechen weiterhin auch die von LL-37 gesteigerte Bildung von ROS sowie Inter-

leukin 8 (Zheng et al., 2007), die beide in seneszenten Zellen vermehrt nachgewiesen 

werden können (Davalos et al., 2010; Wei und Lee, 2002). 
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1.3  Zielsetzung 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mögliche Unterschiede in der Expression der 

sieben unter 1.2 genannten Proteine in alten und jungen humanen Zellen beider Ge-

schlechter immunhistochemisch nachzuweisen. Dazu werden Fibroblastenkulturen 

aus zehn verschiedenen Probanden untersucht, indem mit den jeweiligen Antikörpern 

der sieben Proteine immunhistochemische Färbungen durchgeführt und diese später 

mikroskopisch ausgewertet werden. Ein Unterschied in der Proteinexpression würde 

bedeuten, dass das betreffende Protein als Biomarker für zelluläre Seneszenz ge-

eignet wäre. 
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2  MATERIAL UND METHODEN 

 

 

2.1  Material 

 

 

2.1.1  Geräte und Verbrauchsmaterialien 

 

Tab. 1: Geräte und Verbrauchsmaterialien. 

Geräte und Verbrauchsmaterialien Firma 

Kulturflaschen Easy Flask (25 cm2 und 
75 cm2 Kulturfläche)  

Nunc GmbH; DE - Wiesbaden 

Latexhandschuhe DermaClean® 
puderfrei 

Ansell Healthcare; TH - Bangkok 

Schraubröhren für Zentrifuge (15ml, 
50ml) 

Sarstedt;  DE -Nümbrecht 

Mini Pap Pen Zytomed Systems; DE - Berlin 

Pasteurpipetten (150mm, ungestopft) Brand GmbH; DE - Wertheim 

Pasteurpipetten (230mm, ungestopft) Brand GmbH; DE - Wertheim 

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips 
(10!l; 100!l) 

Eppendorf; DE - Hamburg 

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips 
(1000!l blue) 

Sarstedt; DE - Nümbrecht 

Elektrische Pipettierhilfe Finnpipette Thermo Scientific; DE - Braunschweig 

Mikropipetten (10!l, 50!l, 100!l, 
1000!l) 

Gilson; USA - Middleton 

Mikropipette (0,5 - 10!l) Eppendorf; DE - Hamburg 

                                                                                                                                                        Fortsetzung ->  
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Fortsetzung Tab. 1: 

Geräte und Verbrauchsmaterialien Firma 

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte;                      
DE - Eberstadt 

Serologische Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 
25ml, 50ml) 

Nunc GmbH; DE - Wiesbaden 

Standardreaktionsgefäß (1,5ml und 
2,0ml) 

Eppendorf; DE - Hamburg 

Vortexer Reax 2000 Heidolph; DE - Kelheim 

Werkbank BDK Luft- und Reinraumtechnik 
GmbH; DE - Sonnenbühl 

Zytospin-Zentrifuge Cytospin 3 Shandon/Thermo Sientific;                  
DE - Braunschweig 

Minizentrifuge National Labnet; USA - Woodbridge 

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech; DE -Osterode 

Zentrifugen 5417 C und 5417 R Eppendorf; DE - Hamburg 

Zentrifugenröhren (15 ml, 50 ml) Nunc GmbH; DE - Wiesbaden 

Färbekasten für Objektträger Hecht-Assistent; DE - Sondheim 

Färberahmen für Objektträger Hecht-Assistent; DE - Sondheim 

Objektträger Superfrost plus Thermo Scientific Menzel;                      
DE - Braunschweig 

Deckgläser 24mm " 50mm VWR International; DE - Darmstadt 

Heizplatte MR 3001 Heidolph; DE - Kelheim 

Schnellkochtopf Sicomatic-L Silit; DE - Riedlingen 

Steamer Multi Gourmet Braun; DE - Kronberg 

Mikrowelle Bosch; DE - Stuttgart 

Mikroskop Axiophot Zeiss; DE - Jena 

                                                                                                                                                        Fortsetzung -> 
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Fortsetzung Tab.1: 

Geräte und Verbrauchsmaterialien Firma 

Digitale Fotokamera KY-F75U JVC; A - Wien 

DISKUS 4.50 (Computerprogramm zur 
mikroskopischen Diskussion) 

Carl H. Hilgers; DE - Königswinter 

                                

 

2.1.2  Lösungen und Medien 

 

Tab. 2: Lösungen und Medien. 

Lösungen, Medien und deren 
Inhaltsstoffe 

Firma, bzw. bei Selbstherstellung 
Inhaltsstoffe 

Aceton (100%) Roth; DE- Karlsruhe 

Ethanol (70 %; 96-100%) Merck; DE - Darmstadt 

Formalin Roth; DE- Karlsruhe 

Kollagenase Sigma; USA - St. Louis 

Triton X-100 Serva; DE - Heidelberg 

FCS (fetal calf serum) Seromed/ Biochrom KG; DE - Berlin 

Tween 20 (=Polysorbat-20) Applichem; DE - Darmstadt 

L-Glutamin (200 mM) Lonza; BE - Verviers 

PBS (phosphate buffered saline)   Selbstherstellung 15l-Ansatz:                                        
13,8g Na2HPO4, +3,0g KCl, +3,0g 
KH2PO4, +120,0 NaCl und mit a.d. auf 
15l auffüllen. 

Pen/ Strep (= Penicillin (10000U/ml) / 
Streptomycin (10000!g/ml)-Lösung) 

Lonza; BE - Verviers 

Trypsin/ EDTA (= 200 mg/l EDTA, 
170000U Trypsin/l) 

Lonza; BE - Verviers 

                                                                                                                                                        Fortsetzung -> 
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Fortsetzung Tab. 2: 

Lösungen, Medien und deren 
Inhaltsstoffe 

Firma, bzw. bei Selbstherstellung 
Inhaltsstoffe 

Citratpuffer (10mM, pH 6,0)                 Selbstherstellung 5l-Ansatz:                               
9,6g Zitronensäure/ 5l a.d., pH 6 
einstellen. 

Zitronensäure Roth; DE- Karlsruhe 

Primärantikörper siehe 2.2.3 Primärantikörper 

Sekundärantikörper Anti Mouse 
Envision 

Dako; DK - Glostrup 

Sekundärantikörper Anti Rabbit 
Envision 

Dako; DK - Glostrup 

DAB (= 3,3'-Diaminobenzidin) Dako; DK - Glostrup 

Hämalaun                                       Selbstherstellung 2l-Ansatz:                   
2g Hämatoxylin in 1800ml a.d. lösen, 
+0,4g Natriumjodat, +100g 
Kaliumaluminiumsulfat, +80g 
Chloralhydrat, +2g Citronensäure und 
alles auf 2000ml mit a.d. auffüllen. 

Hämatoxylin Dako; DK - Glostrup 

Natriumjodat Sigma; USA - St. Louis 

Kaliumaluminiumsulfat Sigma; USA - St. Louis 

Chloralhydrat Meck; DE - Darmstadt 

Microscopy Aquatex Meck; DE - Darmstadt 

Xylol Meck; DE - Darmstadt 

TRS (target retrieval solution) 10" 
Konzentrat 

Dako; DK - Glostrup 

EDTA -Puffer pH 9, 10" Konzentrat Zytomed Systems; DE - Berlin 

Pronase Sigma; USA - St. Louis 

Iscove/ RPMI (Medien für Zellkultur) Lonza; BE - Verviers 
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2.1.3  Humanes Gewebe 

 

Das Tonsillengewebe und die Fibroblastenkulturen entstammen der Gewebesam-

mlung der Instituts für Pathologie der Universität Ulm. Das Einverständnis der 

Patienten zur Verwendung sämtlicher Proben liegt vor. 

Die Namengebung der Fibroblastenkulturen gibt schnell über das für diese Arbeit 

wesentliche Alter und Geschlecht der Zellen Auskunft und setzt sich aus folgenden 

Kürzeln zusammen: F= Fibroblastenkultur, m= männlich, w= weiblich, j= jung, a= alt. 

Es wurde Gewebe von Individuen zwischen 0 und 19 Lebensjahren als „jung“, 

Gewebe von Individuen zwischen 53 und 72 Jahren als „alt“ klassifiziert.  

In der Alters- und Geschlechtsklassifikation identische Zellkulturen sind durch die 

Ziffern 1 bis 3 zu unterscheiden. So steht zum Beispiel „Fwj1“ für „Fibroblastenkultur: 

weiblich, jung, 1“ oder „Fma2“ für „Fibroblastenkultur: männlich, alt, 2“. 

Es ist darauf zu achten, dass die Fibroblastenkulturen Fwa1 und Fma1, die in vivo 

nur 5 Jahre alt waren, als alte Zellen geführt werden, da sie in vitro bis zur 23./24. 

Passage gealtert sind. Ab der 23./24. Passage proliferierten diese Zellen nicht mehr 

weiter und konnten zu diesem Zeitpunkt mikroskopisch eindeutig als seneszent ein-

gestuft werden. 

Die Zelllinien HEK und Jurkat wurden von der Firma DSMZ (Deutsche Sammlung für 

Mikroorganismen und Zellkulturen) aus Braunschweig (DE) bezogen, wobei letztere 

1976 aus peripherem Blut eines männlichen Patienten mit akuter lymphoblastischer 

T-Zell-Leukämie etabliert wurde. Die Abkürzung HEK steht für „human embryonal 

kidney“ und damit für eine Zelllinie aus menschlichem em-bryonalen Nierengewebe, 

die mit Adenovirus Typ 5 transformiert wurde. Sie wächst adhärent und fibroblastoid. 
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Tab. 3: Zellkulturen und Zelllinien. 

Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich 

jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; HEK (=human embryonal kidney): Zelllinie aus menschlichem em-

bryonalen Nierengewebe; Jurkat: Zelllinie, gewonnen aus Blut eines Patienten mit T-Zell-Leukämie;  

Zellkulturen/ 
Zelllinien  

Beschreibung Patientendaten 

  Ursprungsgewebe Alter in vitro Geschlecht Alter in vivo 
Fwj1 Haut 4. Passage weiblich 6 Jahre 

Fwa1                Adenoid 23. Passage weiblich 5 Jahre 

Fma1                Adenoid 26. Passage männlich 5 Jahre 

Fma2          Colon 3. Passage männlich 72 Jahre 

Fwa2          Lymphknoten 1. Passage weiblich 56 Jahre 

Fwa3         Colon 2. Passage weiblich 66 Jahre 

Fmj1          Lymphknoten 1. Passage männlich 19 Jahre 

Fma3       Lunge 5. Passage männlich 53 Jahre 

Fmj2                 Haut 4. Passage männlich 0 Jahre 

HEK Niere, embryonal immortalisierte 
Zelllinie 

weiblich - 

Jurkat T-Zell-Leukämie immortalisierte 
Zelllinie 

männlich - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                               2  Material und Methoden 

  27 

2.2  Methoden 

 

2.2.1  Allgemeines Prinzip der Immunhistochemie 

 

Die Immunhistochemie (IHC) beruht auf der sogenannten Antigen-Antikörper-

Reaktion, bei der ein bestimmter Antikörper (AK) spezifisch das Epitop eines Anti-

gens/Proteins bindet.  

 

Bei der „direkten Methode“ ist der AK direkt mit einem Detektionssystem gekoppelt, 

das die Antigen-AK-Bindung sichtbar macht.  

In dieser Arbeit wurde die IHC nach der „indirekten-Methode“ und mit Hilfe des DAB 

(=3,3’-Diaminobenzidin)-Farbnachweissystems durchgeführt. Hierbei wird in einem 

ersten Schritt ein gegen das zu findende Protein gerichteter Primärantikörper auf das 

zu untersuchende Präparat aufgetragen. Dieser kann entweder von Maus- oder von 

Kaninchenhybridomen abgeleitet sein. Als Nächstes wird ein zweiter enzymge-

koppelter AK (=Sekundärantikörper) appliziert, der je nach Herkunft des Primäranti-

körpers entweder gegen Maus- oder Kaninchenimmunglobline gerichtet ist und 

deshalb den Primär-AK bindet. Das an ihn gekoppelte Enzym, bei dieser Arbeit die 

Peroxidase, oxidiert das in einem dritten Schritt aufgetragene farblose Chromogen 

DAB zu einem farbigen (braunen) Endprodukt, das unter dem Mikroskop sichtbar ist 

(siehe Abb. 5). 
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Abb. 5: Immunhistochemie nach „indirekter Methode“ und DAB-Farbnachweissystem. 

DAB: 3,3’-Diaminobenzidin. 

  

 

2.2.2  Versuchsreihenfolge 

 

Ein optimales Ergebnis immunhistologischer Färbungen ist unter anderem stark von 

der Vorbehandlungsmethode der Präparate und der verwendeten Antikörper-

verdünnung abhängig. Diese wurden, in Vorversuchen an Frischmaterial (Tonsillen, 

Jurkat, HEK) und an Paraffinmaterial (Tonsillen) ermittelt, um dem immunhisto-

logischen Nachweis der in 1.2 aufgeführten Proteine unter bestmöglichen Be-

dingungen durchführen zu können. Danach konnte dann mittels IHC in „indirekter-

Methode“ die Expression der unter 1.2 benannten Proteine in Cytospinpräparaten 

alter und junger Fibroblasten beider Geschlechter nachgewiesen werden. 
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2.2.3  Primärantikörper 

 

Tab. 4: Primärantikörper. 

Primär-AK Firma mono-/ 
polyklonal 

hergestellt aus 

Anti-eEF1A1 Abcam; USA  - Cambridge polyklonal Kaninchen 

Anti-Stathmin Abcam; USA  - Cambridge polyklonal Kaninchen 

Anti-p73 Leica; DE - Wetzlar monoklonal Maus 

Anti-Ogg1 Abcam; USA  - Cambridge polyklonal Kaninchen 

Anti-Aktin Sigma; USA  - St. Louis monoklonal Maus 

Anti-Tankyrase Abcam; USA  - Cambridge monoklonal Maus 

Anti-Cathelicidin Abcam; USA  - Cambridge polyklonal Kaninchen 

 

 

2.2.4  Arbeitsabläufe der immunhistochemischen Methoden 

 

2.2.4.1  Arbeitsablauf IHC: 

• Cytospin-Objektträger 10min in Aceton (oder gegebenenfalls in Formalin) fixieren, 

lufttrocknen, mit Mini Pap Pen markieren. 

• 50µl Primärantikörper auftragen, 60min bei Raumteperatur (RT) inkubieren. In 

PBS spülen. 

• 50µl Sekundärantikörper (Anti Mouse Envision/Anti Rabbit Envision) auftragen, 

30min bei RT inkubieren. In PBS spülen. 

• 50µl DAB auftragen, 10min bei RT inkubieren. In Leitungswasser abstoppen. 

• 3min in Hämalaun gegenfärben. 10min in Leitungswasser spülen. 

 

2.2.4.2  Arbeitsablauf IHC mit Permeabilisierung: 

• Cytospin-Objektträger 10min be RT in Formalin fixieren. 
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• 3% in PBS waschen. 

• 30min bei RT mit FCS-Triton X 100-PBS-Lösung (= 5ml FCS + 500µl  Triton X 

100 + 95ml PBS) blocken. 

• 50µl Primärantikörper in PBS-Tween 20-Lösung (= 998ml PBS + 2ml Tween 20) 

ansetzen, auftragen und 30min bei 37°C inkubieren. 

• 3% in PBS-Tween 20-Lösung waschen. 

• 50µl Sekundärantikörper auftragen und 30min bei 37°C inkubieren. 

• 3% in PBS-Tween 20-Lösung waschen. 

• 50µl DAB auftragen, 10min bei RT inkubieren. Mit Leitungswasser abstoppen. 

• 3min in Hämalaun gegenfärben. 10min in Leitungswasser spülen. 

     

2.2.4.3  Arbeitsablauf IHC mit Schnellkochtopf: 

• Cytospin-Objektträger 10min in Formalin fixieren. In a.d. spülen. 

• Objektträger in Schnellkochtopf mit kochenden Citratpuffer (10mM, pH 6,0) 

stellen. 

• Bei 150°C 20min inkubieren, herausnehmen und 20min abkühlen. 

• Objektträger in a.d. spülen, vorsichtig um das Zellareal herum trocknen und mit 

Mini Pap Pen markieren.  

• Objektträger kurz in PBS stellen. 

• Primärantikörper auftragen, 60min bei RT inkubieren. In PBS spülen. 

• Sekundärantikörper auftragen, 30min bei RT inkubieren. In PBS spülen. 

• DAB auftragen, 10min bei RT inkubieren. Mit Leitungswasser abstoppen. 

• 3min in Hämalaun gegenfärben. 10min in Leitungswasser spülen. 

 

2.2.4.4  Arbeitsablauf IHC an Paraffinmaterial: 

• Entparaffinierung:  

3% je 5min in Xylol stellen. In absolutem Alkohol spülen.  

Präparate durch eine absteigende Ethanolreihe (100% - 90% - 70%) führen und 

anschließend in a.d. spülen. 

• Ggf. Peroxidase Block:  

Schnitte in 3% H2O2 einstellen, 10min bei RT inkubieren. 
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• Unterschiedliche Vorbehandlungen: 

Steamer: Schnitte in den vorgeheizten und mit TRS- (pH 6,1) oder EDTA-Lösung 

(pH 9,0) befüllten Steamer einstellen und 20min inkubieren. 10min in Eiswasser 

abkühlen, dann in a.d. spülen. 

Mikrowelle (MW): Schnitte 20min in Citratpuffer (10mM, pH 6,0) kochen. 4% 5min 

in a.d. in MW kochen, nach jeden 5min a.d. auffüllen. 

Schnellkochtopf (SKT): Schnitte in SKT mit kochendem Citratpuffer (10mM, pH 

6,0) stellen und bei 150°C 20min inkubieren. 20min abkühlen lassen. In a.d. 

spülen. 

• Ggf. Pronase: 

100µl Pronase (1mg Pronase/ml a.d.) auftragen und genau 5min inkubieren, dann 

in a.d. spülen. 

• Auftragen des AKs und Färbung:   

Schnitte mit Mini Pap Pen markieren und in PBS stellen.  

50µl Primär-AK auftragen, 30min bei RT inkubieren. In PBS spülen.  

50µl Sekundär-AK auftragen, 30min bei RT inkubieren. In PBS spülen.  

50µl DAB auftragen, 10min bei RT inkubieren. Mit Leitungswasser abstoppen. 

3min in Hämalaun gegenfärben. 10min in Leitungswasser spülen. 

 

2.2.4.5  Eindecken: 

Alle gefärbten Präparate wurden mit Microscopy Aquatex luftdicht eingedeckelt. 
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2.2.5  Vorversuche 

 

Tab. 5: Vorversuche mit Anti-eEF1A1 und Anti-Stathmin. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; EDTA: Ethylendiamintetraacetat; MW: Mikrowelle; SKT: 

Schnellkochtopf; TRS: Target Retrieval Solution; pH: pH-Wert; Jurkat: Zelllinie, gewonnen aus Blut eines 

Patienten mit T-Zell-Leukämie; 

IHC-Methode Anti-eEF1A1 Anti-Stathmin 

  Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

IHC 1:100        
1:200        
1:400 

Jurkat 1:250              
1:500             
1:1000 

Tonsille 

IHC mit Perm.  1:50 Jurkat - - 

Paraffin,          
EDTA (pH 9,0)      

1:25 Jurkat 1:250 Tonsille 

Paraffin,             
MW                      

1:25 Jurkat 1:250 Tonsille 

Paraffin,            
SKT                   

1:25            
1:50          
1:100        
1:200 

Jurkat 1:250 Tonsille 

Paraffin,            
TRS (pH 6,0)        

1:25 Jurkat 1:250        
1:500       
1:1000 

Tonsille 
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Tab. 6: Vorversuche mit Anti-p73 und Anti-Ogg1. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; EDTA: Ethylendiamintetraacetat; MW: Mikrowelle; SKT: 

Schnellkochtopf; TRS: Target Retrieval Solution; pH: pH-Wert; Jurkat: Zelllinie, gewonnen aus Blut eines 

Patienten mit T-Zell-Leukämie; 

IHC-
Methode 

Anti-p73 Anti-Ogg1 

  Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

IHC - - 1:100        
1:200        
1:400 

Jurkat 

IHC mit 
Perm. 

1:50          
1:100        
1:200        
1:400 

Tonsille - - 

Paraffin,          
EDTA (pH 
9,0)     

- - 1:100 Jurkat 
+Tonsille 

Paraffin,             
MW                      

- - 1:100 Jurkat 
+Tonsille 

Paraffin,               
SKT                   

1:50         
1:100 

Tonsille 1:50          
1:100 

Jurkat 
+Tonsille 

Paraffin,            
TRS (pH 6,0)       

1:50          
1:100 

Tonsille 1:100 Jurkat 
+Tonsille 
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Tab. 7: Vorversuche mit Anti-Aktin und Anti-Tankyrase. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; Formalinfix.: Formalinfixierung; EDTA: Ethylendiamintetra-

acetat; MW: Mikrowelle; SKT: Schnellkochtopf; TRS: Target Retrieval Solution; pH: pH-Wert; HEK (=human 

embryonal kidney): Zelllinie aus menschlichem em-bryonalen Nierengewebe;  

IHC-Methode Anti-Aktin Anti-Tankyrase 

  Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

IHC 1:500         
1:250                   

Tonsille 1:100        
1:200         
1:400 

HEK   

IHC                
+Formalinfix. 

- - 1:25  Tonsille 

IHC mit Perm.  - - 1:100        
1:200         
1:400 

HEK 

Paraffin,          
EDTA (pH 9,0)    

1:100        
1:250         
1:500       
1:1000 

Tonsille 1:50 HEK 

Paraffin,             
MW                    

1:100 Tonsille 1:50 HEK 

Paraffin,               
SKT                   

1:100 Tonsille 1:50            
1:25 

HEK +Tonsille 

      1:25 Tonsille 

Paraffin,              
TRS (pH 6,1)       

1:100 Tonsille 1:50 HEK 
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Tab. 8: Vorversuche mit Anti-Cathelicidin. 

IHC: Immunhistochemie; Perox.: Peroxidase; EDTA: Ethylendiamintetraacetat; MW: Mikrowelle; SKT: 

Schnellkochtopf; TRS: Target Retrieval Solution; pH: pH-Wert. 

IHC-Methode Anti-Cathelicidin 

  Verdünnungen Testgewebe/ 
Testzellen 

IHC 1:100 Tonsille 

Paraffin,          
EDTA (pH 9,0)      

1:25            
1:50          
1:100 

Tonsille 

Paraffin,          
EDTA (pH 9,0) 
mit Perox. - 
Block                 

1:25            
1:50          
1:100   

Tonsille 

Paraffin,             
MW                    

1:100 Tonsille 

Paraffin,               
SKT                   

1:100 Tonsille 

Paraffin,            
TRS (pH 6,1)     

1:100        
1:100 

Tonsille 

Paraffin,            
TRS (pH 6,1) 
mit Pronase           

1:100 Tonsille 

  

 

 

2.2.6  Fibroblasten 

 

Siehe 2.1.3 Humanes Gewebe. 

 

 

2.2.7  Zellkultur 

 

Das jeweilige Gewebe wurde mechanisch zerkleinert, mit Kollagenase enzymatisch 

dissoziiert und in folgendem Medium in Zellkulturflaschen angesetzt: 500ml Iscove/ 
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RPMI 4:1, 50ml FCS, 5ml Glutamin, 5ml Pen/ Strep. Subkulturen wurden mit Trypsin/ 

EDTA hergestellt.  

 

 

2.2.8  Herstellung von Zytospinpräparaten 

 

Die in 2.2.6 aufgeführten Fibroblasten wurden mit Trypsin/ EDTA geerntet, zentri-

fugiert und in PBS aufgenommen. Anschließend wurden je 70-100µl der Fibroblas-

ten-Suspension in der Zytospin-Zentrifuge auf einen Objektträger bei 400rpm drei 

Minuten zentrifugiert. Die Präparate wurden fünf Minuten in Aceton fixiert und bis zur 

weiteren Verwendung bei minus 80°C eingefroren. 
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2.2.9  Immunhistochemie der Fibroblasten-Zytospinpräparate   

 

Tab. 9: IHC der Fibroblasten-Zytospinpräparate mit Anti-eEF1A1 und Anti-Stathmin. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblasten-

zelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  

Fibroblasten Anti-eEF1A1 Anti-Stathmin 

  IHC-Methode Verdünnung IHC-Methode Verdünnung 
Fwj1         IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fwa1              IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fma1             IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fma2        IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fwa2        IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fwa3       IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fmj1         IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fma3      IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 

Fmj2               IHC mit Perm. 1:50 IHC  1:250 
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Tab. 10: IHC der Fibroblasten-Zytospinpräparate mit Anti-p73 und Anti-Ogg1. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblasten-

zelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  

Fibroblasten Anti-p73 Anti-Ogg1 

  IHC-Methode Verdünnung IHC-Methode Verdünnung 
Fmj1         IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fmj2               IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fma1             IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fma2        IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fma3       IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fwj1          IHC mit Perm. 1:100 IHC 1:100 

Fwa1               IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fwa2         IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 

Fwa3        IHC mit Perm. 1:100 IHC  1:100 
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Tab. 11: IHC der Fibroblasten-Zytospinpräparate mit Anti-Aktin und Anti-Tankyrase. 

IHC: Immunhistochemie; Formalinfix.: Formalinfixierung; SKT: Schnellkochtopf; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich 

jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie 

männlich alt;  

Fibroblasten Anti-Aktin Anti-Tankyrase 

  IHC-Methode Verdünnung IHC-Methode Verdünnung 

Fmj1         IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fmj2               IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fma1             IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fma2       IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fma3       IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fwj1         IHC 1:400 IHC mit 
Formalinfix.  

1:25 

      IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fwa1              IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fwa2        IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

Fwa3       IHC  1:400 IHC mit 
Formalinfix.   
+SKT  

1:25 

 

Mit dem Antikörper Anti-Cathelicidin wurde keine Immunhistochemie an den Fibro-

blasten-Zytospinpräparaten durchgeführt, da die in den Vorversuchen getesteten 

IHC-Methoden zu keinem positiven Ergebnis führte. 
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2.2.10  Mikroskopische Auswertung 

 

Die Vorversuche, sowie die IHC der Fibroblasten-Zytospinpräparate wurden am Zeiss 

Axiophot Mikroskop ausgewertet. Bei letzterer wurde das Ergebnis, also die Inten-

sität der Braunfärbung, die die Expression des untersuchten Proteins wiederspiegelt, 

folgendermaßen beurteilt: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, 

+= mäßig starke Anfärbung, ++= sehr starke Anfärbung. 

Außerdem wurden die mit demselben Primärantikörper immunhistochemisch gefärb-

ten Fibroblasten-Zytospinpräparate nach dem Schema der Abbildung 6 miteinander 

verglichen. 

 

Abb. 6: Schema der mikroskopischen Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen der Fibroblasten-

Zytospinpräparate. 

 

Fotografien der mit vierzigfachem Objektiv mikroskopierten Präparate wurden mit 

einer JVC-Digitalkamera (Typ: KY-F75U) und der DISKUS 4.50 -Software zur mikro-

skopischen Diskussion, Bild-Aufnahme und -Dokumentation angefertigt.  

Vor jeder neuen Fotografie wurde ein Weißabgleich der Kamera durchgeführt.  
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3  ERGEBNISSE 

 

 

3.1  Ergebnisse der Vorversuche 

 

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Vorversuche, also die für den je-

weiligen Antikörper anzuwendende immunhistochemische Methode und Verdünnung, 

die zu einer mikroskopisch eindeutig erkennbaren spezifischen Anfärbung führte, 

schriftlich aufgelistet. Anschliesend sind Fotographien der mit ebendiesen Methoden 

und Verdünnungen behandelten Präparate abgebildet. 

Mit Anti-Cathelicidin war mit keinem immunhistologischen Versuchsprotokoll eine ein-

deutig spezifische Antikörperfärbung zu erzielen. Deshalb wurden mit diesem Anti-

körper später keine Färbungen an Fibroblastenpräparaten durchgeführt.   

 

Tab. 12: Ergebnisse der Vorversuche. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; SKT: Schnellkochtopf; TRS: Target Retrieval Solution; EDTA: 

Ethylendiamintetraacetat; Formalinfix.: Formalinfixierung; pH: pH-Wert; Jurkat: Zelllinie, gewonnen aus Blut eines 

Patienten mit T-Zell-Leukämie; 

Antikörper IHC-Methode 
Verdünnung,     

gefärbtes Material 

IHC mit Perm. 1:50, Jurkat Anti-eEF1A1 

Paraffin, SKT 1:25, Jurkat 

IHC 1:250, Tonsille Anti-Stathmin 
Paraffin, TRS (pH 6) 1:500, Tonsille 

IHC mit Perm. 1:100, Tonsille Anti-p73 

Paraffin, SKT 1:50, Tonsille 

IHC 1:100, Jurkat Anti-Ogg1 
Paraffin, SKT 1:50, Jurkat 

IHC 1:500, Tonsille Anti-Aktin 

Paraffin, EDTA 1:500, Tonsille 

IHC mit Formalinfix. 1:50, Tonsille Anti-Tankyrase 
Paraffin, SKT 1:25, Tonsille 

Anti-Cathelicidin Keine IHC-Methode und Verdünnung erwies sich als 
geeignet. 
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Abb. 7: Mikroskopischen Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Frisch-

material-Färbungen. Anti-eEF1A1: IHC mit Permeabilisierung an Jurkat, Antikörperverdünnung 1:50; Anti-

Stathmin: IHC an Tonsille, Antikörperverdünnung 1:250; Anti-p73: IHC mit Permeabilisierung an Tonsille, 

Antikörperverdünnung 1:100; Anti-Ogg1: IHC an Jurkat, Antikörperverdünnung 1:100; Anti-Aktin: IHC an Tonsille, 

Antikörperverdünnung 1:500; Anti-Tankyrase: IHC mit Formalinfixierung an Tonsille, Antikörperverdünnung 1:50; 
Alle Präparate wurden mit dem DAB-Farbnachweissystem und Hämalaun-Gegenfärbung gefärbt. DAB: 3,3’-

Diaminobenzidin; IHC: Immunhistochemie; Jurkat: Zelllinie, gewonnen aus Blut eines Patienten mit T-Zell-

Leukämie; 
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3.2  Ergebnisse der Immunhistochemie der Fibroblasten-        

        Zytospinpräparate 

 

3.2.1  Anti-eEF1A1 

 

Anti-eEF1A1 konnte das Protein eEF1A1 in den Fibroblastenkulturen, ausgenommen 

der Kultur Fmj2, nicht nachweisen. Die Fibroblastenkultur Fmj2 zeigt, wie in Ab-

bildung 8 ersichtlich, eine schwache Zytoplasmaanfärbung am Rand der Zellen.  

Es ergaben sich weder signifikante Unterschiede bezüglich der Expression des 

Proteins in jungen, verglichen mit seneszenten, noch in männlichen, verglichen mit 

weiblichen, Fibroblasten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                   3 Ergebnisse 

  44 

Tab. 13: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-eEF1A1. 

IHC: Immunhistochemie; AK: Antikörper; Perm.: Permeabilisierung; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: 

Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; 

Bewertungsskala der Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, += mäßig starke An-

färbung, ++= sehr starke Anfärbung. 

Anti-eEF1A1 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fmj2 IHC mit Perm. 1:50 (+) 

Fma1 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fma2 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fma3 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fwj1 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fwa1 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fwa2 IHC mit Perm. 1:50 0 

Fwa3 IHC mit Perm. 1:50 0 
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Abb. 8: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-eEF1A1. Immunhistochemie mit Permeabilisierung; Antikörperverdünnung 1:50; DAB-

Farbnachweissystem; Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’-Diaminobenzidin; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich 

jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie 

männlich alt; 
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3.2.2  Anti-Stathmin 

 

Die mikroskopische Auswertung der Immunhistochemie mit dem Antikörper Anti-

Stathmin in einer Verdünnung 1:250 konnte nur bei dem Zytospinpräparat der 

Fibroblastenkultur Fwj1 eine schwache Braunfärbung des Zytoplasmas und somit ein 

geringes Vorkommen von Stathmin zeigen.  Bei allen anderen Präparaten ließ sich 

Stathmin nicht nachweisen. Unterschiede in der Stathminexpression junger und alter 

Fibroblasten beider Geschlechter konnten durch diese Versuchsmethode nicht 

nachgewiesen werden. 

 

Tab. 14: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-Stathmin. 

IHC: Immunhistochemie; AK: Antikörper; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie 

weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; Bewertungsskala der 

Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, += mäßig starke Anfärbung, ++= sehr starke 

Anfärbung.  

Anti-Stathmin 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC 1:250 0 

Fmj2 IHC 1:250 0 

Fma1 IHC 1:250 0 

Fma2 IHC 1:250 0 

Fma3 IHC 1:250 0 

Fwj1 IHC 1:250 (+) 

Fwa1 IHC 1:250 0 

Fwa2 IHC 1:250 0 

Fwa3 IHC 1:250 0 
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Abb. 9: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-Stathmin. Immunhistochemie; Antikörperverdünnung 1:250; DAB-Farbnachweissystem; 

Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’-Diaminobenzidin; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: 

Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  
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3.2.3  Anti-p73 

 

Alle mit dem Antikörper Anti-p73 behandelten Präparate zeigten eine mäßig starke 

bis sehr starke Braunfärbung, die das Vorhandensein des Proteins p73 in allen Zell-

kulturen belegt.  

Leider konnten keine eindeutigen Unterschiede in der Proteinexpression in alten und 

jungen, noch in männlichen und weiblichen Fibroblasten festgestellt werden. 

 

Tab. 15: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-p73. 

IHC: Immunhistochemie; Perm.: Permeabilisierung; AK: Antikörper; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: 

Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; 

Bewertungsskala der Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, += mäßig starke 

Anfärbung, ++= sehr starke Anfärbung. 

Anti-p73 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC mit Perm. 1:100 ++ 

Fmj2 IHC mit Perm. 1:100 ++ 

Fma1 IHC mit Perm. 1:100 + 

Fma2 IHC mit Perm. 1:100 ++ 

Fma3 IHC mit Perm. 1:100 ++ 

Fwj1 IHC mit Perm. 1:100 + 

Fwa1 IHC mit Perm. 1:100 + 

Fwa2 IHC mit Perm. 1:100 + 

Fwa3 IHC mit Perm. 1:100 ++ 
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Abb. 10: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-p73. Immunhistochemie mit Permeabilisierung; Antikörperverdünnung 1:100; DAB-

Farbnachweissystem; Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’- Diaminobenzidin; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich 

jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie 

männlich alt. 
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3.2.4  Anti-Ogg1 

 

Bei den immunhistochemischen Färbungen mit Anti-Ogg1 ließ sich Ogg1 in allen 

Fibroblastenkulturen eindeutig nachweisen.  

Mikroskopisch waren keine Unterschiede in der Ogg1-Expression zwischen alten und 

jungen Fibroblasten zu erkennen, jedoch zeigt die schwache Braunfärbung der 

Fibroblastenpräparate weiblicher Individuen und die starke Braunfärbung der Präpa-

rate männlicher Individuen eindeutig, dass Ogg1 in letzteren Zellen stärker exprimiert 

wird. 

 

Tab. 16: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-Ogg1.  

IHC: Immunhistochemie; AK: Antikörper; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie 

weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; Bewertungsskala der 

Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, += mäßig starke Anfärbung, ++= sehr starke 

Anfärbung. 

Anti-Ogg1 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC 1:100 ++ 

Fmj2 IHC 1:100 ++ 

Fma1 IHC 1:100 ++ 

Fma2 IHC 1:100 ++ 

Fma3 IHC 1:100 ++ 

Fwj1 IHC 1:100 (+) 

Fwa1 IHC 1:100 (+) 

Fwa2 IHC 1:100 (+) 

Fwa3 IHC 1:100 (+) 
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Abb. 11: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-Ogg1. Immunhistochemie; Antikörperverdünnung 1:100; DAB-Farbnachweissystem; 

Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’-Diaminobenzidin; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblasten-

zelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  
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3.2.5  Anti-Aktin 

 

In allen gefärbten Präparaten wurde das Protein Aktin eindeutig nachgewiesen.  

Das Anti-Aktin und das DAB-Farbnachweissystem markierten einige Fibroblasten-

kulturen besonders, andere weniger stark. Interressant ist, dass die Intensität der 

Färbung einzelner Zellen innerhalb derselben Fibroblastenkultur variiert, dass also 

Zellen derselben Kultur Aktin unterschiedlich stark exprimieren. Leider folgt die Ex-

pression in den hier durchgeführten Versuchen keinem erkennbaren Muster. Daher 

konnte die Annahme einer unterschiedlichen Expression Aktins in alten und jungen 

sowie männlichen und weiblichen Zellen nicht bestätigt werden.   

 

Tab. 17: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-Aktin. 

IHC: Immunhistochemie; AK: Antikörper; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie 

weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt; Bewertungsskala der 

Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache Anfärbung, += mäßig starke Anfärbung, ++= sehr starke 

Anfärbung.    

Anti-Aktin 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC 1:400 einige Zellen (+), 
einige Zellen ++ 

Fmj2 IHC 1:400 einige Zellen (+), 
einige Zellen ++  

Fma1 IHC 1:400 einige Zellen 0, 
einige Zellen (+) 

Fma2 IHC 1:400 ++ 

Fma3 IHC 1:400 einige Zellen (+), 
einige Zellen ++ 

Fwj1 IHC 1:400 einige Zelllen (+), 
einige Zellen + 

Fwa1 IHC 1:400 (+) 

Fwa2 IHC 1:400 einige Zellen (+), 
einige Zellen ++ 

Fwa3 IHC 1:400 einige Zellen +, 
einige Zellen ++ 
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Abb. 12: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-Aktin. Immunhistochemie; Antikörperverdünnung 1:400; DAB-Farbnachweissystem; 

Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’- Diaminobenzidin; Fwj: Fibroblastenzelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblasten-

zelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  
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3.2.6  Anti-Tankyrase 

 

Das Protein Tankyrase konnte in allen verschiedenen Fibroblasten-Zytospinprä-

paraten mit dem Antikörper Anti-Tankyrase immunhistochemisch nachgewiesen 

werden.  

Das Vorkommen des Proteins stellte sich mikroskopisch in allen Präparaten relativ 

gleichmäßig dar. Signifikante Differenzen, die der Fragestellung dieser Arbeit nach 

unterschiedlicher Expression in jungen und seneszenten Zellen beider Geschlechter 

entsprechen, waren nicht zu erkennen. 

 
Tab. 18: Ergebnisse der Immunhistochemie mit Anti-Tankyrase. 

IHC: Immunhistochemie; AK: Antikörper; SKT: Schnellkochtopf; Formalinfix.: Formalinfixierung; Fwj: Fibroblasten-

zelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich jung; Fma: 

Fibroblastenzelllinie männlich alt; Bewertungsskala der Färbung: 0= keine sichtbare Anfärbung, (+)= schwache 

Anfärbung, += mäßig starke Anfärbung, ++= sehr starke Anfärbung. 

Anti-Tankyrase 

Fibroblasten IHC-Methode AK-Verdünnung Ergebnis der 
Färbung 

Fmj1 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fmj2 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fwj1 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fma1 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fma2 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fma3 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fwa1 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fwa2 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 

Fwa3 IHC mit 
Formalinfix. +SKT 

1:25 ++ 
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Abb. 13: Mikroskopische Bilder (identischer Vergrößerung (40-faches Objektiv)) der Ergebnisse der Immun-

histochemie mit Anti-Tankyrase.  Immunhistochemie mit Formalifixierung und Vorbehandlung im Schnellkochtopf; 

Antikörperverdünnung 1:25; DAB-Farbnachweissystem; Hämalaun-Gegenfärbung; DAB: 3,3’-Diaminobenzidin; 

Fwj: Fibroblasten-zelllinie weiblich jung; Fwa: Fibroblastenzelllinie weiblich alt; Fmj: Fibroblastenzelllinie männlich 

jung; Fma: Fibroblastenzelllinie männlich alt;  
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4  Diskussion 

 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Proteine eEF1A1, Stathmin, p73, 

Ogg1, Aktin, Tankyrase und Cathelicidin in alten und jungen Fibroblasten beider Ge-

schlechter untersucht.  

Da man davon ausgeht, dass diese sieben Proteine in engem Zusammenhang mit 

Seneszenzprozessen stehen (siehe Einleitung) wurde erwartet, dass sie in Zellen 

verschiedenen Alters oder/und, aufgrund des Zusammenhangs zwischen Geschlecht 

und Lebenserwartung (siehe 1.1.2), in männlichen und weiblichen Zellen unter-

schiedlich stark exprimiert werden und somit als Biomarker zellulärer Seneszenz 

angesehen werden können. 

Zur Prüfung dieser Hypothese wurden immunhistochemische Methoden angewandt, 

die für die Untersuchung von Proteinen in Gewebeschnitten sowie in Zytospinprä-

paraten gut etabliert und bewährt sind. 

 

Leider konnte für den Nachweis des Proteins Cathelicidin mit dem Antikörper Anti-

Cathelicidin kein immunhistochemisches Versuchsprotokoll entwickelt werden, dass 

eine eindeutig spezifische Antikörperfärbung möglich machte. Deshalb konnte die 

Expression von Cathelicidin an den Fibroblasten nicht untersucht werden. 

Warum Cathelicidin mit keinem der getesteten Versuchsprotokolle erfolgreich 

nachzuweisen war, ist unklar, denn der Hersteller des Antikörpers beschreibt dessen 

erfolgreichen Einsatz sowohl an Paraffin- als auch an Frischmaterial.  

In anderen Studien wurde hCAP18 (siehe 1.2.7) mit ähnlichen immunhisto-

chemischen Protokollen (indirekte IHC-Methode, Mikrowellen-Vorbehandlung, DAB-

Farbnachweissysetem) in Paraffin-fixierten Plattenepithelien von Zunge, Mund-

schleimhaut, Ösophagus oder Vagina (Frohm et al., 1999) sowie in neutophilen 

Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten von Paraffin-fixiertem Aortengewebe 

nachgewiesen (Ciornei et al., 2006). Da das in dieser Arbeit für die Vorversuche mit 

Cathelicidin verwendete Tonsillenmaterial verschiedene Gewebearten und Zellen, wie 
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beispielsweise Plattenepithel und Lymphozyten enthält, sollte das antimikrobielle 

Peptid auf jeden Fall im Gewebe vorliegen.  

Für die Antikörper der anderen Proteine konnten geeignete Verfahren ermittelt 

werden, die entweder an der Zelllinie Jurkat oder an Tonsillenschnitten zur Detektion 

der Proteine führten und die zumindest p73, Ogg1, Aktin und Tankyrase auch in den 

Fibroblastenpräparaten eindeutig nachweisen konnten.   

 

Die wohl interressantesten Ergebnisse dieser Arbeit lieferten die Färbungen mit Anti-

Ogg1, die ein vermehrtes Vorhandensein des Proteins Ogg1 in männlichen im 

Vergleich zu weiblichen Fibroblasten, aber keine Unterschiede in alten, verglichen mit 

jungen Fibroblasten aufzeigten. 

Aus diesen Resultaten und dem in der Einleitung vermitteltem Vorwissen zu Ogg1 

lassen sich folgende Annahmen ableiten:  

1. Die Ogg1-Expression ist in männlichen gegenüber weiblichen Fibroblasten erhöht, 

weil männliche Individuen ROS und durch ROS entstehenden 8-OxoG-Läsionen 

(Dizdaroglu et al., 2002) vermehrt ausgesetzt sind. 

2. Umgekehrt ist die Ogg1-Expression in weiblichen gegenüber männlichen Fibro-

blasten erniedrigt, weil weibliche Individuen ROS und durch ROS entstehenden 8-

OxoG-Läsionen vermindert ausgesetzt sind. 

3. Es existiert kein Unterschied in der Ogg1-Expression junger und alter Fibroblasten. 

Die ersten beiden Vermutungen werden gestützt von der Annahme, dass männliche 

Säugetiere vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind (Vina und Borras, 2010) und 

die 8-OxoG-Läsion bei Frauen selterner vorhanden ist (Proteggente et al., 2002).  

Haben mehr oder weniger oxidativer Stress und mehr oder weniger 8-OxoG-Läsionen 

auch eine Expressionssteigerung beziehungsweise -senkung von Ogg1 zur Folge? 

Dies sollte zumindest die logische Schlussfolgerung aus der Tatsache sein, dass 

Ogg1 das BER-Enzym der DNA-Läsion 8-OxoG ist, die einen durch ROS entste-

henden Erbgutschaden darstellt (Klungland et al., 1999; Janssen et al., 2001).  

Yi-Yu Tsai et al. führten 2005 eine immunhistochemische Untersuchung mit mono-

klonalen Antikörpern gegen 8-OxoG und gegen humanes Ogg1 an Pterygium (= drei-

eckige, gefäßreiche Bindegewebehaut zwischen innerem, seltener dem äußeren 
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Augenwinkel und Hornhaut) sowie an normaler Konjunktiva durch. Dabei entdeckten 

sie eine signifikante Assoziation der Ogg1-Expression mit positiver 8-OxoG-An-

färbung und belegten somit, dass ein gesteigerter 8-OxoG-Level in Pterygium die 

Expression von humanem Ogg1 induziert (Tsai et al., 2005). Auch Jankowska stellte 

in seiner Studie von 2008 die Korrelation von vermehrt auftretenden 8-OxoG-

Läsionen mit einer gesteigerten humanen OGG1-mRNA-Expression und -Aktivität 

fest (Jankowska et al., 2008). 

Demnach spricht also einiges dafür, dass die zuvor genannten Annahmen eins und 

zwei zutreffen. Diese decken sich im Gegensatz zu Annahme drei (es besteht kein 

Unterschied in der Ogg1-Expression junger und alter Fibroblasten) mit der zu Anfang 

dieser Studie erwarteten unterschiedlichen Ogg1-Expression der Zellen aus ver-

schiedenen Fibroblastenkulturen. Da ROS und oxidative Schäden wie 8-OxoG im 

Alter zunehmen (Lee et al., 2002; Hayakawa et al., 1993; de Souza-Pinto et al., 

2009), während die DNA-Reparaturaktivität im allgemeinen (Souza-Pinto et al., 1999) 

und im speziellen auch die Aktivität der BER (Xu et al., 2008) im Alter abnimmt, 

wurde eine geringere Expression des BER-Enzyms Ogg1 in seneszenten Zellen er-

wartet. Auch Chen macht 2002 die Aussage, dass der im Alter erniedrigten BER-

Aktivität eine geringere Expression von Reparaturenzymen wie Ogg1 zugrunde liegt 

(Chen et al., 2002). Doch verminderte DNA-Reparatur muss ja nicht zwangsläufig 

durch eine Abnahme von Reparaturenzymen ausgelöst sein, sondern könnte auch 

auf eine schwächere enzymatische Aktivität bei gleicher Menge an exprimierten 

Enzymen zurückgeführt werden.  

Dies würde die Ergebnisse der Färbungen mit Ogg1 dieser Arbeit, nämlich keinen 

Expressionsunterschied des Proteins in jungen und alten Zellen, erklären.  

Choi et al. stellten 1999 an einem Mausmodell für Seneszenz fest: Ogg1 wird in 

gleicher Menge, aber aufgrund einer Mutation bei Aminosäure 304 mit verminderter 

enzymatischer Aktivität und als thermolabiles Protein exprimiert (Choi et al., 1999). 

Einige In-vitro-Studien, wie beispielsweise die von Chen et al. (Chen et al., 2003), der 

bei in-vitro Versuchen 8-OxoG mit nukleärem Extrakt peripherer Blutlymphozyten von 

Probanden verschiedenen Alters inkubierte, sprechen ebenfalls von einer niedrigeren 

Aktivität des humanen Ogg1 bei älteren Individuen. Jedoch sind die immunhisto-
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chemischen Untersuchungen an intakten Zellen der vorliegenden Arbeit mit diesen 

reinen In-vitro-Studien nicht unbedingt vergleichbar.  

 

Das Protein eEF1A1, eine Untereinheit des Elongationsfaktors 1! (eEF1!), ist an der 

Proteinbiosynthese beteiligt und  wurde aufgrund der Vermutung, es könnte in alten 

Zellen vermindert exprimiert sein, untersucht.  

Diese Vermutung wird von der Tatsache, dass die Proteinsynthese und auch die 

Menge der Elongationsfaktoren im Alter abnimmt (Rattan, 1991; Rattan, 1996; 

Johannsen und Ravussin, 2010), gestützt. Cavallius beschreibt in seiner Arbeit eine 

verminderte eEF1!-Menge und -Aktivität bei alten Fibroblasten (Cavallius et al., 

1986), Shepherd eine altersbedingte Abnahme der eEF1!-mRNA und des eEF1!-

Proteins bei Drosophila melanogaster (Shepherd et al., 1989). 

In der vorliegenden Dissertation konnte weder eine erniedrigte (wie vermutet), noch 

eine erhöhte oder unveränderte eEF1A1-Expression bestätigt werden, da das Protein 

durch den Antikörper Anti-eEF1A1 nur in den Vorversuchen in der Zellinie Jurkat, 

aber nicht in den Fibroblasten-Zytospinpräparaten eindeutig nachzuweisen war. 

Dies ist eigentlich schwer verständlich, denn der Elongationsfaktor 1! kommt 

ubiquitär vor, er wurde bereits in vielen Gewebearten und auch in humanen Fibro-

blasten identifiziert (Knudsen et al., 1993). Zwar variiert sein Expressionslevel in den 

verschiedenen Geweben (Sanders et al., 1992), doch ist es aufgrund der hier 

verwendeten, aus verschiedenen Geweben stammenden Fibroblastenkulturen sehr 

unwahrscheinlich, dass die eEF1A1-Expression in allen so gering ist, dass man sie 

immunhistochemisch nicht nachweisen kann. 

Da eEF1A1 pH-Wert-abhängig entweder tRNA- oder Aktin-gebunden vorliegt (Liu et 

al., 1996), ist es möglich, dass der Antikörper Anti-eEF1A1 sein Antigen nur bei 

einem bestimmten pH-Wert, d.h. in einem bestimmten Zustand, entweder Aktin- oder 

tRNA-gebunden, erkennt. Dies wäre eine denkbare Erklärung für die fehlende 

Farbreaktion der immunhistochemischen Versuche mit Anti-eEF1A1 an Fibroblasten. 

 

Genau wie eEF1A1 konnte auch Stathmin nicht eindeutig in den Fibroblasten 

nachgewiesen werden, obwohl mit dem Antikörper Anti-Stathmin in den Vorver-
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suchen positive Ergebnisse zu verzeichnen waren. Aus diesem Grund konnte die für 

die Untersuchung Stathmins verantwortliche Vermutung, das Protein könnte wegen 

seiner Rolle in der Mikrotubulusbildung und damit bei der Zellteilung in jungen und 

seneszenten Zellen unterschiedlich exprimiert sein, weder bestätigt noch wiederlegt 

werden. 

Es gibt viele Studien die das Vorhandensein Stathmins in Tumorzellen (Ogino et al., 

2009; Jeon et al., 2010; Kuo et al., 2009) und auch eine erhöhte Stathminexpression 

in  malignen Zellen nachweisen konnten (Gan et al., 2010). Mistry stellte sogar eine 

vier mal höhere Stathminexpression in stark proliferierenden immortalisierten 

Fibroblasten im Vergleich zu schwächer proliferierenden nicht immortalisierten 

Fibroblasten fest (Mistry und Atweh, 1999). Es wäre also vorstellbar, dass die 

Stathminexpression mit der Dedifferenzierung von Zellen korreliert und das Protein 

deshalb in malignen, stark proliferierenden, undifferenzierten Zellen hoch reguliert 

und gut nachweisbar ist, während es in normal differenzierten Zellen, wie den 

getesteten Fibroblasten, nur schwach exprimiert wird und zu keiner erkennbaren 

Farbreaktion in den immunhistologischen Tests führte.  

 

Die Proteine Aktin, p73 und Tankyrase konnten durch die jeweiligen Antikörper 

sowohl in Tonsillengewebe als auch in den Fibroblastenpräparaten erfolgreich 

nachgewiesen werden. Jedoch waren keine Expressionsunterschiede der Proteine 

zwischen jungen und alten oder zwischen männlichen und weiblichen Zellen 

erkennbar. 

Da Tankyrase TRF1 bindet und somit als positiver Regulator der Telomerelongation 

wirkt (Gelmini et al., 2007), wurde in seneszenten, verglichen mit jungen Zellen eine 

geringere Tankyrase-Expression vermutet, die durch immunhistochemische Unter-

suchungen der verschieden alten Fibroblasten-Zytospinpräparate bestätigt werden 

sollte.  

In Tumorgeweben ist die Telomerelongation deutlich erhöht, die meisten Krebszellen 

unterliegen somit nicht der replikativen Seneszenz. Und die Tankyrase-Aktivität sowie 

das Vorkommen von Tankyrase-mRNA ist in vielen humanen Tumoren hochreguliert 
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(Gelmini et al., 2007; Gelmini et al., 2004). Warum sollte es also bei seneszenten, 

teilungsunfähigen Zellen nicht umgekehrt sein? 

Vom Transkriptionsfaktor p73 wurde, aufgrund seiner Fähigkeit, Seneszenz 

auszulösen und über die NF-Y-Hemmung den Übergang von der G2-Phase in die 

Mitose zu verhindern (Zaika et al., 2001; Jung et al., 2001), angenommen, er könnte 

in seneszenten Zellen vermehrt exprimiert sein.  

Die Theorien unterschiedlicher p73- und Tankyrase-Expressionen unterstützend 

kommt hinzu, dass bei beiden Proteinen durch RNA-Analyse mittels Pathway-focused 

Oligo GEArray von Daniel Baltimore Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen 

jungen und alten sowie zwischen männlichen und weiblichen Fibroblasten festgestellt 

wurden (persönliche Mitteilung von Daniel Baltimore, seine Dissertation ist noch nicht 

veröffentlicht). 

Weil mit den für diese Doktorarbeit durchgeführten immunhistochemischen Unter-

suchungen aber keine Unterschiede in der p73- und Tankyrase-Expression auf Pro-

teinebene gezeigt werden konnten, wäre es einerseits möglich, dass ein Expressions-

unterschied nur auf RNA- und nicht auf Proteinebene besteht oder andererseits der 

Unterschied auf Proteinebene so gering ist, dass er mit immunhistochemische 

Methoden alleine nicht nachzuweisen ist. Um Letzteres auszuschließen, könnte durch 

weiterführende Untersuchungen, wie durch ELISA (= enzyme-linked immunosorbent 

assay), die Proteinexpression in den verschiedenen Zellen quantitativ bestimmt 

werden. 

Ein Unterschied der nur auf mRNA-Ebene existiert, wäre durch die in den letzten 

Jahren entdeckten MicroRNAs (miRNAs) zu erklären: miRNAs sind kleine, nicht 

kodierende RNAs, die die Translation posttranskriptional regulieren (Bartel, 2004), 

indem sie an die 3’ UTR (=three prime untranslated region; stellt einen Bereich der 

mRNA dar, der nicht für Proteine kodiert.) ihrer Ziel-mRNA binden und entweder 

deren Zerfall fördern oder deren Translation inhibieren (Davidson-Moncada et al., 

2010).  

Beim Menschen sind inzwischen sehr viele miRNAs bekannt, allein für die mRNA des 

Tankyrase-Gens TNKS gibt es mehr als 300, für die des p73-Gens TP73 über 30 und 
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für die des Aktin-Gens ACTA1 17 verschiedene miRNAs (http://www.microrna.org/), 

die die Translation dieser mRNAs zum Protein negativ beeinflussen könnten. 

Auch für die mRNA des OGG1-Gens existieren nach den Untersuchungen Daniel 

Baltimores Expressionsunterschiede zwischen männlichen und weiblichen sowie 

zwischen jungen und alten Fibroblasten. Diese Unterschiede konnten in der vor-

liegenden Arbeit in Bezug auf die Fibroblasten verschiedener Geschlechter auch auf 

Proteinebene nachgewiesen werden, leider jedoch nicht für die Fibroblasten 

verschiedenen Alters. Laut www.microrna.com gibt es mindestens 20 MicroRNAs für 

die Translationsregulierung von OGG1. Eventuell könnte dies auch bei diesem Gen 

die Ursache dafür dein, dass sich der auf RNA-Ebene festgestellte Expressions-

unterschied zwischen alten und jungen Fibroblasten nicht auf Proteinebene bestätigt. 

 

Abschließend kann man die Ergebnisse und die mögliche Konsequenz der durch-

geführten Untersuchungen wie folgt beurteilen:  

Immunhistochemisch ließ sich keines der untersuchten Proteine als Biomarker für 

zelluläre Seneszenz identifizieren. Ob Expressionsunterschiede der Proteine 

eEF1A1, Stathmin und Cathelicidin in alten und jungen Zellen beider Geschlechter 

existieren, ist weiterhin unklar und bleibt zu erforschen. Bei Tankyrase, p73 und Ogg1 

könnten weiterführende Untersuchungen, wie ELISA, klären, ob der von Daniel 

Baltimore auf RNA-Ebene gezeigte Expressionsunterschied zwischen jungen und 

alten Zellen wirklich nicht auf Proteinebene besteht, wie in dieser Studie signalisiert 

wird, oder ob eventuell doch geringfügige, immunhistochemisch nicht nachweisbare 

Differenzen auch auf Proteinebene vorhanden sind. 

Auch der nachgewiesene Expressionsunterschied von Ogg1 in männlichen, ver-

glichen mit weiblichen Fibroblasten macht Ogg1 nicht zu einem Seneszenz-

Biomarker, da die gesteigerte Ogg1-Freisetzung in männlichen Zellen unabhängig 

vom Alter der untersuchten Fibroblastenkulturen vorliegt. Dennoch ist dieser 

Nachweis wichtig, da er die Theorie unterstützt, dass Männer ROS und oxidativen 

Schäden wie 8-oxoG vermehrt ausgesetzt sind.  

Im Übrigen erscheint es sinnvoll, eine Gewebeabhängigkeit der Ogg1-Expression zu 

prüfen, zum Beispiel mit einer Real Time PCR mit Ogg1-Primern an verschiedenen 
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Normalgeweben: Sollte nämlich Ogg1 in allen Geweben aus männlichen Spendern 

erhöht sein, würde dies das Ergebnis der vorliegenden Arbeit untermauern. 
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5  Zusammenfassung 

 

 

Bei der zellulären Seneszenz handelt es sich um das Phänomen, dass Zellen nach 

einer bestimmten Anzahl von durchlebten Mitosen in ihrem Zellzykluss verharren und 

sich nicht weiter teilen. Dennoch bleiben die Zellen über lange Zeiträume lebensfähig. 

Ursache für dieses Phänomen ist einerseits die Verkürzung der Telomere, anderer-

seits sind es Erbgutschäden, die durch Gamma- oder ultraviolette Strahlung, aber vor 

allem durch den Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) entstehen. 

Da weibliche, verglichen mit männlichen Individuen aufgrund umwelt- und verhaltens-

orientierter, aber auch aufgrund biologischer, nicht beeinflussbarer Ursachen eine 

höhere Lebenserwartung haben, ist es wahrscheinlich, dass auch die Vorgänge der 

zellulären Alterung Unterschiede bei Männern und Frauen aufweisen. 

Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit sieben Proteine (eEF1A1, Stathmin, p73, 

Ogg1, Aktin, Tankyrase1 und Cathelicidin), von denen man vermutet, dass sie in 

engem Zusammenhang mit Seneszenzprozessen stehen, mit dem Ziel, mögliche 

Expressionsunterschiede zwischen jungen und alten Zellen nachzuweisen und so 

Biomarker für Seneszenz zu identifizieren, auch geschlechtsspezifisch untersucht. 

Dazu wurden die Proteine mit Hilfe spezifischer Antikörper in Zytospinpräparaten aus 

neun Fibroblastenkulturen verschiedenen Alters und Geschlechts mit indirekter 

immunhistochemischer Methode und DAB-Farbnachweissystem  (DAB: 3,3’-Diamino-

benzidin) detektiert.  

Das für die Anwendung des jeweiligen Antikörpers benötigte, die Vorbehandlung der 

Gewebepräparate sowie die Verdünnung des Antikörpers beinhaltende individuelle 

Versuchsprotokoll, wurde in Vorversuchen ermittelt.  

Für Cathelicidin konnte kein geeignetes immunhistochemisches Versuchsprotokoll 

entwickelt weden, mit dem das Protein eindeutig nachzuweisen war. Deshalb wurden 

die Fibroblasten-Zytospinpräparate nicht auf Cathelicidin untersucht.  

Die Proteine eEF1A1 und Stathmin wurden in den Vorversuchen durch die jeweiligen 

Antikörper zwar eindeutig dargestellt, konnten in den Fibroblasten-Zytospinprä-
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paraten jedoch nicht nachgewiesen werden. Daher bleibt das Expressionsverhalten 

dieser drei Proteine im Seneszenzprozess nach wie vor ungeklärt. 

Für Ogg1 war kein Expressionsunterschied zwischen jungen und alten Zellen, aber 

eine erhöhte Expression in männlichen gegenüber weiblichen Zellen zu verzeichnen. 

Mikroskopisch wurden keine Expressionsunterschiede von Aktin, p73 und Tankyrase 

zwischen alten und jungen Zellen beider Geschlechter ermittelt. 

 

In der vorliegenden Arbeit bestätigte sich keines der Proteine als Biomarker für 

Seneszenz, wobei die Expression von Cathelicidin, eEF1A1 und Stathmin im Hinblick 

auf Unterschiede weiter untersucht werden sollte. 

Die erhöhte Ogg1-Expression in männlichen Fibroblasten unterstützt die Theorie, 

dass Männer ROS und oxidativen Schäden vermehrt ausgesetzt sind, und stellt eine 

mögliche Ursache für die kürzere Lebenserwartung männlicher Individuen dar. 

Dieses Ergebnis wäre durch eine Real Time PCR (= polymerase chain reaction) mit 

Ogg1-Primern an verschiedenen Normalgeweben beider Geschlechter zu unter-

mauern beziehungsweise zu widerlegen.  
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