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1. Einleitung 

 

Transposons - mobile genetische Elemente - nehmen 45 % und damit beinahe die Hälfte 

des menschlichen Genoms ein. Trotz dieses großen Anteils am menschlichen Genom ist 

das Wissen über diese Elemente noch sehr begrenzt. Das Ausmaß der genetischen 

Beeinflussung durch Transposons scheint enorm und ihre Bedeutung entgegen vieler 

Annahmen keinesfalls unerheblich zu sein. 

Nach der Darstellung der Einteilung der Transoposons, ihrer Geschichte und dem 

Mechanismus der Transposition, wird ein kurzer Einblick in den derzeitigen Stand der 

Forschung gegeben. Anschließend wird die für diese Arbeit erforderliche Verbindung zur  

Angiogenese hergestellt.   

 

1.1 Transposons - mobile genetische Elemente 

 

Transposons sind mobile genetische Elemente, die in der Lage sind, sich bzw. eine Kopie 

von sich in einen anderen Abschnitt des Genoms zu integrieren. Sie ermöglichen so das 

„Springen“ von Genen zwischen nicht homologen Orten der DNS, weshalb sie in der 

Literatur auch als „jumping genes“ (109) bezeichnet werden. 

Transposition ist somit die Bewegung eines Gens von einem Chromosom zu einem 

anderen oder von einem Abschnitt zu einem anderen auf demselben Chromosom. Im 

Gegensatz zur homologen Rekombination erfordert eine Transposition keine ausgeprägte 

Homologie der Nukleotidsequenzen (136). 

 

Transposons konnten in allen Genomen derzeit untersuchter Organismen nachgewiesen 

werden, wenn auch in stark variierender qualitativer und quantitativer Ausprägung. So 

schwankt der Anteil von Transposons im Genom zwischen 15% bei Drosophila 

melanogaster und 90% bei Vicia faba. Beim Menschen machen Transoposons ca. 45% des 

gesamten Genoms aus (89). 

Bis heute ist die Rolle dieser Elemente Gegenstand zahlreicher und widersprüchlicher 

Diskussionen, es besteht weiterhin die Frage, ob sie lediglich sich selbst replizierende 

überflüssige DNS-Elemente sind und vor allem zu „ junk DNA“ (15) führen, oder ob erst 

sie die Evolution höherentwickelter Lebewesen ermöglicht haben. Ohne Zweifel besitzen 
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sie die Fähigkeit, durch Transposition das Genom zu verändern, und haben die Evolution, 

die Struktur und die Funktion der Säugetiergenome entscheidend beeinflusst (37).  

 

Dabei sind folgende Mechanismen von Bedeutung:  

• die Transposition kann zahlreiche DNS - Veränderungen wie Inversionen, 

Deletionen,  Translokationen und die Entstehung von a- und dizentrischen 

Chromosomen verursachen  

• dies kann positive und negative Folgen haben, Gene aktivieren oder inaktivieren 

• die Insertion kann z.B. durch Chromosomenbrüche zu genomischer Instabilität 

führen 

• die Transposition ist ein Phänomen, das eine Ab- oder Zunahme der genomischen 

DNS-Menge sowie die Entstehung neuer Gene verursachen kann (70) 

 

Diese Einflüsse auf das Genom haben weitreichende Auswirkungen, auf die später genauer 

eingegangen wird, zuerst einmal soll die Frage geklärt werden, wie es zur Entdeckung der 

beweglichen genetischen Elemente kam. 

 

 

1.2 Geschichte der Entdeckung der Transposons 

 

Vor über 50 Jahren konnte Barbara McClintock Transposons für die veränderte 

Pigmentierung bestimmter Bereiche in Körnern der Maispflanze verantwortlich machen. 

Für diese Entdeckung und die darauf folgende Charakterisierung der genetischen 

Eigenschaften der Transposons erhielt sie 1983 den Nobelpreis. Zu dieser Zeit waren 

Transposons auch in den Genomen von Drosophila melanogaster, Yeast (Saccharomyces 

cerevisiae), Escherichia coli, Caenorhabditis elegans und Menschen nachgewiesen (33). 

 

Im Gegensatz zu dem in den heutigen Industrieländern erhältlichen, kultivierten und 

gelbfarbenen Mais, kann man in seinen Ursprungsgebieten, Zentral- und Südamerika, auch 

heute noch die ursprünglichen Formen mit blauen, braunen oder roten Körnern finden. 

Was jedoch bis zu der Entdeckung McClintocks auch anhand der Mendel`schen Gesetze 

nicht erklärt werden konnte, war die Tatsache, dass manche Maiskörner von ihrer 

Grundfarbe abweichende Flecken und Punkte aufwiesen. McClintock analysierte dieses 
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Phänomen, indem sie chromosomale Veränderungen und die Resultate von 

Kreuzungsexperimenten in Maispflanzen mit verschiedenen Pigmentationvarianten 

beobachtete (115). Dabei gelang ihr nicht nur, eine Reihe von für die Pigmentierung 

verantwortlichen Genen auf dem Chromosom Nr. 9 zu identifizieren, sondern sie konnte 

auch zeigen, dass die Integration eines Transposons in ein Pigment codierendes Gen die 

Expression dieses Gens unterdrücken kann. „Springt“ das Transposon aus dem Gen wieder 

heraus, kommt es zur im Genom festgelegten  Pigmentierung.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1a/b: Anhand von Kernphänotypen wird die Transposition beschrieben (115) 
Anhand verschiedener Kernphänotypen hat McClintock das Verhalten der Transposons studiert 
(1a). Die Interaktion zwischen einem transponierbaren Element und einem Gen, das ein Enzym in 
der Biosynthese des Pigments darstellt, ist verantwortlich für die verschiedene Pigmentierung der 
Körner (1b). Bereiche pigmentierten Gewebes resultieren aus der Exzision des TE`s und von der 
Größe dieser Bereiche läßt sich auf den Zeitpunkt der Exzision in der Kernentwicklung schließen 
(115). 
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1.3 Einteilung der Transposons 

 

Die sehr große Anzahl an transponierbaren Elementen kann je nach ihrem 

Transpositionsmechanismus in zwei Klassen unterteilt werden.  

 

1. Die erste Klasse codiert Proteine, die die DNS direkt in eine neue Position integrieren 

können oder durch Replikation ein neues Element produzieren, das dann an einen Ort 

des Genoms integrieren kann („cut and paste“ (105)). Diese Transposons werden als 

DNS vermittelte Elemente bezeichnet und kommen sowohl in Prokaryonten als auch 

in Eukaryonten vor. 

 

2. Transposons der zweiten Klasse sind mit Retroviren verwandt und codieren eine 

reverse Transkriptase, die die RNS Transkripte in DNS Kopien umschreibt. Diese 

integrieren anschließend ins Genom („copy and paste“). Transposons dieser Klasse 

werden auch RNS vermittelte Elemente (Retrotransposons) genannt und kommen im 

Gegensatz zu den DNS vermittelten nur in Eukaryonten vor (105). 

 

1.4 Transposons in Prokaryonten 

  

Die mobilen genetischen Elemente der Prokaryonten können in Insertionssequenzen, 

Composite Transposons und Noncomposite Transposons unterteilt werden (143). 

 

Insertionssequenzen (IS) sind die einfachsten, relativ kleinen (760 – 2500 bps) und in 

meist nur geringer Anzahl (z.B. 6-10 IS1 Kopien in E.coli) (116) in Prokaryonten 

gefundenen transponierbaren Elemente. Sie codieren ausschließlich Gene, die für 

Mobilisation und Insertion erforderlich sind und enthalten als Randsequenzen (136) 

inverted terminal repeats von 9 bis 41 Basenpaaren (143). IS sind an einer Vielzahl von 

DNS Neuordnungen beteiligt, so konnte z.B. eine Beteiligung der IS Sequenzen an der 

Integration von F-(Fertilitäts) und R-(Resistenz) Plasmiden (136) in fremde Genome 

gezeigt werden (116). 
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Composite Transposons sind im Gegensatz zu den Insertionssequenzen komplexe 

Transposons mit einer zentralen Region, die zusätzlich und unabhängig von den 

Insertionsfunktionen weitere Gene (z.B. Antibiotikaresistenz) codiert. Auf beiden Seiten 

wird diese Region von IS Elementen, deren beide inverted repeats Transposaseaktivität 

codieren können, flankiert. Composite Transposons können tausende von Basenpaaren 

lang sein (143).  

 

Noncomposite Transposons enthalten keine IS Elemente. Sie codieren aber an ihren 

Enden repetitive Sequenzen, die für eine Transposition unerlässlich sind. Die für die 

Transposition erforderlichen Enzyme werden von in der zentralen Region liegenden Genen 

codiert (143). 

 

1.5 Transposons in Eukaryonten 

 

Zusätzlich zu den DNS vermittelten Elementen, wie sie in Prokaryonten vorkommen, 

findet man in Eukaryonten die RNS vermittelten Elemente  =  Retrotransposons. 

Transposons in ihren verschiedenen Formen sind in vielen eukaryontischen Organismen 

gefunden worden.  

 

Besonders gut erforscht sind Transposons in Hefen, Drosophila, Getreide und dem 

Mensch. Im allgemeinen sind Struktur und Funktion der eukaryotischen Transposons sehr 

ähnlich zu denen der prokaryotischen Transposons. So enthalten auch sie u.a. die Gene, die 

die für die Transposition erforderlichen Enzyme codieren, und die Integration entspricht 

ebenfalls einer nichthomologen Rekombination (105). 

 

 

 

 

Abb.2 DNS-Transposon (105) 
 

DNS Transposons werden im Gegensatz zu der Bedeutung im prokaryotischem Genom im 

humanen Genom lediglich als Überreste ehemaliger Elemente angesehen, und obwohl sie 3 

% des Genoms ausmachen, scheint es unwahrscheinlich, dass sie noch aktiv sind (56). 
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Bedeutender im eukaryotischem Genom sind die Retrotransposons, die mit 42% einen sehr 

viel größeren Anteil des Genoms ausmachen. Und obwohl auch hier die meisten Elemente 

inaktiv sind, haben manche die Fähigkeit zur Retrotransposition beibehalten (105). 

 

1.5.1  Retrotransposons  

Retrotransponierbare Elemente können in autonome oder nicht autonome Elemente 

klassifiziert werden. Codieren Elemente die für ihre Mobilität erforderlichen Aktivitäten, 

sind sie selber zur Retrotransposition fähig und werden als autonom bezeichnet. Dennoch 

ist es unwahrscheinlich, dass diese Autonomie absolut ist, denn sie sind trotzdem auf 

gewisse Zellproteine wie DNS Reparaturenzyme angewiesen. 

Autonome Retrotranposons werden unterteilt in LTR (long terminal repeat) und nicht-LTR 

Retrotransposons (28).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3a Retrotransposon, autonom, LTR, HERV (9.2 kb) (105) 
Abb. 3b Retrotransposon, nicht-autonom, Alu-Element (3 kb) (105) 
 
 
LTR Retrotransposons von Säugetieren weisen eine strukturelle Ähnlichkeit zu Retroviren 

auf, allerdings fehlt ihnen ein funktionell wichtiges env Gen (105). Sie enthalten 

mindestens zwei Gene, ein Kapsid ähnliches Protein codierendes gag Gen und ein 

Polyprotein codierendes pol Gen. Diese Polyprotein ist für die Aktivität der Protease, 

Reversen Transkriptase, RNase H und Integrase verantwortlich (33).  

Nicht-LTR Retrotransposons werden noch einmal eingeteilt in LINE`s (long interspersed 

nuclear elements) und SINE`s (short interspersed nuclear elements). Das humane Genom 

enthält mehr als 500 000 LINE`s, die als lange DNSsequenzen (ca 5000 bps) revers 

transkribierte RNSmoleküle (RNS Polymerase II) darstellen. SINE`s sind dagegen nur 

100-500 Basenpaare lang und sie werden transkribiert von der RNS Polymerase III (103).   

  

 

LTR LTR 
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Prt 
Pol 

RT          EN 

 

E

 TSD 
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 LM             RM  

 

Abb. 3a Abb. 3b 
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Daneben gibt es noch zahlreiche nicht autonome Retrotransposons, deren Hauptvertreter 

Alu Elemente (Abb.3b) sind (27). Da sie im Säugetiergenom keine Proteine codieren, sind 

sie angewiesen auf autonome Retrotransposons, die die benötigten Aktivitäten codieren 

(105). Die Bedeutung der Cotransposition besteht besonders in der Entstehung von 

Mutationen. 

 

1.5.2 LINE 1 (L1) Retrotransposons 

Die Hauptvertreter der Retrotransposons im Säugetiergenom sind die LINE 1 Elemente, 

die 17 % des menschlichen Genoms umfassen (47). Allerdings hat der größte Anteil seine 

Aktivität verloren, so daß von ca. 516 000 L1 Kopien im menschlichen Genom lediglich 

eine kleine Anzahl, nämlich 60-100 Elemente (151), als aktiv eingeschätzt werden. Bis 

heute konnten zehn retrotranspositionskompetente L1 Elemente von voller Länge isoliert 

und charakterisiert werden (151). 

L1 Elemente haben eine sehr lange Evolutionsgeschichte, die mit den Anfängen 

eukaryotischer Existenz einhergeht (105) und sie spielten eine sehr große Rolle in der 

Gestaltung des Säugetiergenoms (68). So haben sie nicht nur durch ihre eigene 

Vermehrung, sondern auch durch die Mobilisation anderer nicht autonomer Elemente (z.B. 

Alus (151)), das Genom expandiert (106,107). Durch ihre Fähigkeit zur Transduktion 

haben sie nicht-L1 Sequenzen überall in das Genom integriert und so die Expression von 

Genen mit sowohl positiven als auch negativen Folgen beeinflußt.  

L1 Elemente haben sich nützlich als phylogenetische Marker (129) erwiesen. Und auch 

wenn man heutzutage noch nicht in der Lage ist, sich ihre Fähigkeiten, das Genom zu 

variieren, zu Nutzen zu machen, so könnten sie in der Zukunft u.a. in der Gentherapie 

praktische Anwendungen finden. Dazu müssen jedoch noch viele Aspekte der 

Retrotransposons genauer geklärt werden. 

 

1.5.3 Struktur von L1 

 

 

 

 

Abb.4 L1 Element (6 kb) (105) 
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Ein vollständiges und somit zur Retrotransposition fähiges L1 Element besteht aus ca. 

6000 bp und enthält eine untranslatierte 5` Region mit interner Promoteraktivität (CpG-

reicher Promoter, an den die Polymerase bindet). L1 codiert zwei für die 

Retrotransposition notwendige open reading frames (ORF), den 1 kb großen ORF1, der ein 

40 kD großes, RNS bindendes Protein codiert, und anschließend den 4 kb großen ORF2. 

Getrennt werden die beiden ORFs durch eine 63 bp lange, nicht codierende spacer region 

(105). 

Der ORF2 codiert ein ungefähr 150 kD  schweres Protein mit drei Domänen, einer 

aminoterminalen Endonucleasedomäne (EN), einer zentralen Reversen 

Transkriptasedomäne (RT) und einer COOH-terminalen Zinkfingerdomäne (151).  

Die L1 EN schneidet die Doppelstrang-DNS bevorzugt an AA/ TTTT Sequenzen, was 

möglicherweise auf die lokale Chromatinstruktur dieser Sequenzen zurückzuführen ist 

(105). Sie weist Ähnlichkeiten zu einer Reihe von Nicht LTR Retrotransposon EN sowie 

zu der Exonuclease III als einer bakteriellen (E.coli) Endonuklease auf. 

Die RT ist in allen Nicht-LTR Retrotranspsons verwandt und ihre Struktur ist der RT von 

Retroviren ähnlich. Die reverse Transkription findet hier als ein relativ einfacher Prozeß, 

target primed reverse transcription genannt, statt (105). 

Die Zinkfingerdomäne läßt auf eine Protein-Nucleinsäure-Interaktion schließen, 

insbesondere die Interaktion des ORF2 mit L1 RNS bei der Bildung von 

Zwischenprodukten der Retrotransposition. 

Das 3`Ende von L1 stellt eine kurze untranslatierte 3` Region dar, die in einem polyA tail 

endet. (105) 

 

 

1.5.4 Mechanismus der L1 Retrotransposition 

Obwohl nach wie vor viele Aspekte des genauen Mechanismus der Retrotransposition 

unbekannt sind (39), scheinen die allgemeinen Schritte der Retrotransposition die 

folgenden zu sein (105): 

 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 

 

 
 
 

9 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
    
 
Abb.5 L1 Retrotransposition, schematisch nach E. M. Ostertag and H. Kazazian 

 

1. Transkription 

Der Transkriptionsmechanismus von L1 ist nicht endgültig geklärt.  

Für die Polymerase II als transkribierendes Enzym spricht, dass L1 das für die Termination 

der Pol II erforderliche Polyadenylierungssignal aufweisen (105). Auch der Ersatz der 

5`UTR gegen einen heterologen Pol II Promoter in Maus und menschlicher Zellkultur hatte 

keinen Einfluß auf ihre Retrotranspositionsfähigkeit (102,105). 

Die 5`UTR von L1 dient als interner Promoter (83) für die Transkriptionsinitiation. 

 

2. RNA Processing und 3. Export aus dem Kern  

Normalerweise erfahren die von der Polymerase II transkribierten RNS eine Reihe von 

Veränderungen, bevor sie den Kern verlassen, um dann die im Zytoplasma stattfindene 

Translation zu initiieren. Dazu wird dem 5` Ende ein 7-Methylguanosincap und dem 

3`Ende ein poly-A-tail angefügt. Caps tragen zur Stabilität der mRNS bei, da sie deren 5` 

Ende vor Phosphatasen und Nukleasen schützen. Zusätzlich verstärken Caps die 

Translation der mRNS durch eukaryotische Proteinsynthesesysteme (136). Die Funktion 
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des Polyadenylatschwanzes beginnt sich abzuzeichnen: mRNS ohne poly-A-tail kann zwar 

aus dem Zellkern heraustransportiert werden, jedoch ist die Effektivität der Translation 

deutlich geringer. Außerdem schützt auch der poly-A-tail die mRNS vor dem 

enzymatischen Abbau. Die Reifung der prä-mRNS zur fertigen, voll funktionsfähigen 

mRNS schließt außerdem noch das Herausschneiden nicht codierender Sequenzen 

(Introns) und die anschließende Ligation der codierenden Bereiche (Exons) ein, einen als 

Splicing bezeichneten Prozess.  

L1 Elemente enthalten ein Polyadenylierungssignal, weitere Modifikationen der terminalen 

Bereiche von L1 m RNS sind jedoch nicht bekannt. Splicen ist nicht erforderlich, da L1 

Transkripte keine Introns enthalten (105). Dadurch besteht keine Abhängigkeit von 

Wirtsfaktoren.  

Der Export von L1 Elementen wirft aufgrund dieser Erkenntnisse zahlreiche Fragen auf, 

denn Zellen haben einen Mechanismus entwickelt, der den Export ungespleißter RNS 

verhindert, da diese zu fehlerhaften und somit zellschädigenden Proteinen führen kann. L1 

mRNS muß also einen Weg gefunden haben, diesen Schutzmechanismus der Zelle zu 

umgehen (105). Eine mögliche Erklärung ist die Tatsache, dass ein Element in der 

untranslatierten 3` Region von menschlichen L1 Retrotransposon-mRNAs NXF1 (Nuclear 

Export Factor 1, auch Tip associated protein (TAP) genannt) bindet und somit als  

exportierendes Element fungieren kann (87). NXF1 ist ein Transportprotein, das im 

Ruhezustand der Zelle im Kern lokalisiert ist. Die Assoziation seines C-terminalen Endes 

mit Kernporenproteinen (Nucleoporinen) konnte als wichtiger Schritt für den Transport 

zwischen Kern und Zytoplasma gezeigt werden (43). Die Fähigkeit eines 86-nt Elementes 

(L1-NXF binding element (NBE)), NXF1 zu binden, könnte somit seine Funktion als 

konstitutives Transportelement für den Export der L1 mRNS aus dem Kern begründen. Es 

konnte gezeigt werden, daß dieses L1-NBE unabhängig davon, ob ein Splicen 

stattgefunden hat oder nicht, die RNS ins Zytoplasma transportiert (105).  

  

4. Translation 

Die Details des Translationsmechanismus von L1 konnten bisher nicht geklärt werden, es 

zeichnen sich jedoch Unterschiede zur sonstigen Translation im Säugetiergenom, 

beginnend mit einer bicistronischen mRNS ab. Die den ORF1 und ORF2 trennende 

„Spacer region“ enthält drei Stopcodons, die die Translation nach dem Ablesen des ORF1 

beenden. Während die Translation des ORF1 Protein mit der Ribosomenbindung am 
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5`UTR initiiert und durch ribosomales Scanning fortgesetzt wird, ist es unwahrscheinlich, 

dass nach einer Translationstermination in der Spacer Region anschließend an den ORF1 

der ORF2 translatiert wird (105). Da für Retrotransposition jedoch sowohl das ORF1-, als 

auch das ORF2 Protein notwendig sind, stellt sich die Frage, wie die Expression beider 

Leserahmen in gleichem Maße gesichert wird. Eine Möglichkeit, dies zu garantieren ließe 

sich dadurch erklären, dass ORF1 und ORF2 als ein Fusionsprotein vorliegen, was aber 

weder in der Ratte noch im Menschen gezeigt werden konnte. Die Translation des ORF2 

könnte auch durch eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) initiiert wird (105).  

Genaue Untersuchungen scheiterten, da es bisher mangels eines geeigneten Antikörpers 

nicht gelang den ORF2 darzustellen. 

 

5. Posttranslationale Modifikation und Ribonucleoproteinformierung 

Posttranslationale Modifikationen wie die Markierung der Proteine durch Signalsequenzen 

zur Translokation durch die Membran des endoplasmatischen Retikulums (136) und 

Proteinprocessing des ORF1 und ORF2 Proteins sind nicht bekannt (105). 

Es wird jedoch angenommen, dass sich als Zwischenstufen in der Retrotransposition so 

genannte Ribonucleoprotein (RNP) Partikel bilden (81), die eine Assoziation der beiden 

Proteine (ORF1 und ORF2) und der L1 RNS darstellen. Dabei folgen die Elemente einer 

„cis-preference“, d.h. die Proteine binden an die Bereiche der RNS, die sie codieren. 

Auch wenn bis jetzt lediglich die Assoziation von ORF1 mit der RNS gezeigt werden 

konnte (105), geht man davon aus, dass die RNP Formierung für den Wiedereintritt in den 

Zellkern notwendig ist.  

 

6. Eintritt in den Zellkern 

Es konnte noch nicht eindeutig geklärt, auf welche Art und Weise der RNP Komplex 

wieder in den Kern gelangt, um dann dort die L1 RNS in die genomische DNS zu 

integrieren. Da die Möglichkeit des passiven Eintritts in den Kern durch ein 

Molekulargewicht ab 60 kDa verhindert wird und da alleine das ORF2 Protein ein 

Molekulargewicht von 150 kDa aufweist, muß der Komplex also entweder durch 

energieabhängigen, aktiven Transport oder während des Zellmembranzerfalls in der Mitose 

oder Meiose in den Kern eintreten. Ein  aktiver Transport wird meist durch sogenannte 

Importine vermittelt, die eine spezifische Aminosäurensequenz der Proteine, die man 

Kernlokalisierungssignale nennt, erkennen und binden (41,105). Jedoch konnte weder 
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ORF1 noch ORF2 im Kern lokalisiert werden, noch gibt es einen Hinweis dafür, dass das 

ORF1 Protein ein solches Signal enthält.  

Ob der ORF2 den Kernimport vermittelt, kann aufgrund der fehlenden Detektierbarkeit 

von vollständigen ORF2 Proteinen derzeit nicht geklärt werden. 

Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass die ORF1 und ORF2 Proteine an ein 

zusätzliches Protein mit einem Kernlokalisierungssignal binden und dann importiert 

werden können.  

Um diese Frage endgültig klären zu können, muß eine Möglichkeit gefunden werden, den 

ORF2 darzustellen, um anschließend die Lokalisierungssuche der Proteine zu vertiefen 

(105).  

 

7. Target Primed Reverse Transcription (TPRT) 

Wie wird L1 in das Genom der Zelle integriert?  

Es gibt mehrere Gründe für die Annahme, dass ein Prozeß, target primed reverse 

transcription (TPRT) (96) genannt, die reverse Transkription und die Integration der L1 

RNS bewirkt (25). Dafür spricht, dass erstens Experimente mit von Baculovirus 

produziertem ORF2 ein TPRT Reaktion zeigen (105), dass zweitens L1 Elemente im 

Genom häufig von 7 bis 20 Basenpaar großen target site duplications flankiert werden und 

dass drittens die Nucleotide an den Schnittstellen oft T-reich und somit komplementär zu 

den poly-A-tails sind. 

Die TPRT beginnt, wenn die von L1 codierte Endonuklease einen Strang der genomischen 

DNS (dieser Abschnitt wird target site genannt) schneidet und damit eine freie 3` 

Hydroxylgruppe produziert. Die Retrotransposon RNS tritt an die Schnittstelle und die 

reverse Transkriptase nutzt diese RNS als template und die freie 3` Hydroxylgruppe als 

Primer für die reverse Transkription. So schreitet die reverse Transkription voran und 

produziert eine cDNS der Retrotransposon RNS. Die Endonuklease schneidet dann den 

zweiten Strang der DNS an der target site, woraufhin ein unbekannter Mechanismus die 

cDNS in die Lücke integriert. Die Entfernung der RNS und die DNS-Duplikation 

vervollständigen die Insertion der DNS, die von der Verdopplung der target sites flankiert 

wird (105). 
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1.6 L1 Retrotransposons in Eukaryonten  
 

Grundsätzlich haben transponierbare Elemente die gleiche Wirkung auf das Genom von 

Eukaryonten wie auf das der Prokaryonten.  

Wie bereits erwähnt beeinflussen transponierbare Elemente das Genom und den 

Organismus in verschiedener Hinsicht. Positiv konnten sich Transposons besonders dann 

auswirken, wenn unter einem hohen Selektionsdruck die durch sie erhöhte genetische 

Variabilität von Vorteil war. Dies kann der Grund sein, dass sich Tranposons trotz der auch 

schädlichen Einflüsse auf den Organismus in der Evolution stets durchgesetzt haben. 

Darüber hinaus gibt es die Meinung, dass Transposons nicht nur zur langsamen, 

kontinuierlichen Formierung und Modifikation der Spezies, sondern auch entscheidend zur 

plötzlichen Entstehung neuer Organismen beigetragen haben (89). Doch die Auswertungen 

der Fähigkeiten und der Grenzen des TE vermittelten Beitrages zu dem Ursprung von 

höherentwickelten Organismen befindet sich erst in den Anfangstadien.                                                                                                          

Es kann jedoch mit Gewissheit gesagt werden, dass durch Translokation verursachte 

Duplikationen, Deletionen, Inversionen und  Translokationen (136) einzelner Nukleotide 

der Zelle schaden können, so konnte eine Vielzahl von Krankheiten auf die Integration 

eines Transposons in ein Gen erklärt werden. Grundsätzlich scheint die Beziehung 

zwischen Transposons, ihre Wirkung und die Größe des Genoms in keinem linearen 

Zusammenhang zu stehen. (89) 

 

Da wie oben beschrieben in Eukaryonten zusätzlich noch Retrotransposons vorkommen, 

sollen sie, bzw. L1 als ihr wichtigster Vertreter, in diesem Abschnitt Priorität haben. 

Wie bereits beschrieben haben L1 Elemente das menschliche Genom nicht nur durch ihre 

eigenen Retrotransposition ausgedehnt, sondern auch dadurch, dass sie nicht autonome 

Elemente, die wie Alu Elemente ebenfalls von großer Bedeutung sein können, zur 

Retrotransposition befähigen. L1 Retrotransposons rücken nun immer mehr in das 

Interesse der Forschung, um in der Zukunft folgende Frage beantworten zu können:  

 

Was bewirkt die Retrotransposition von L1 im humanen Genom? 

Ein Einblick in den Stand der Forschung 

L1 Retrotransposons können im Menschen durch nichthomologe Rekombination, durch 

ihre eigene oder die Insertion anderer Retrotransposons in Gene das menschliche Genom 
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verändern (105). Folglich kann es zur Entstehung von primären oder auch sekundären (45) 

Krankheiten kommen. 

In einer Zeit, in der 500 pro 100 000 Menschen  an einem malignen Tumor erkranken, und 

die malignen Tumore die zweithäufigste Todesursache darstellen (10), erweckt die 

Vermutung, dass Onkogene durch transponierbare Elemente aktiviert werden (40), großes 

Interesse. Sollten also die so lange unbeachteten Transposons für die Entstehung von 

Tumoren verantwortlich, zumindestens aber beteiligt sein? Und würden sich daraus sogar 

präventionelle und therapeutische Ansatzmöglichkeiten ergeben? 

In einer großen Anzahl maligner Tumore, z.B. in Hodentumoren (12), Mammacarcinomen 

(6), Lebercarcinomen (jedoch nicht in der den Tumor umgebenden Leberzirrhose (138)), 

Prostatacarcinomen (121) und kindlichen Keimzelltumoren (13) konnte eine Expression 

von L1 Retrotransposons gezeigt werden. Für die Hypothese, dass L1 Retrotransposons als 

Onkogene fungieren (12) und die Progression von Tumoren bewirken (146), spricht die 

Beobachtung, dass bei der adenomatösen Polyposis coli eine L1-Insertion in das APC-Gen 

nach dem Übergang zum Kolonkarzinom nachgewiesen werden kann (99). Hier wird zum 

ersten Mal von einer durch eine Insertion von mobilen genetischen Elementen 

verursachten Disruption eines Tumorsuppressorgens berichtet (99). 

Ein weites Spektrum an unterschiedlichen Erkrankungen wie u.a. die angeborene 

Fukuyama Muskeldystrophie (FCMD) (75), die chronische Granulomatose, die ß-

Thalassämie (105), die Retinitis pigmentosa (125) und die zystische Fibrose (21) könnten 

durch L1-Insertionen - zumindestens mit - bedingt werden. Ebenso wurde bei einigen 

Fällen der Hämophilie A (21), Chorea Huntington (105), Stoffwechselerkrankungen (35, 

100), Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises (2), einigen Leukämien (105) und 

anderer Erberkrankungen wie dem Triple-A-Syndrom (113) der Verdacht auf eine 

Beteiligung von Retrotransposons geäußert.    

Auch Zellen des spezifischen Immunsystems stehen unter dem Einfluß 

retrotransponierbarer Elemente, so ist z.B. eine Insertion in das fas Gen, lpr Mutation 

genannt, verantwortlich für einen Defekt in der Apoptose aktivierter T-Lymphozyten, der 

zu einer massiven Lymphadenopathie mit einem Lupusähnlichem Syndrom führt (7). 

Außerdem wird durch ihre Insertion in das Genom eine verstärkte Aktivität des 

Apolipoprotein Lp(a)gens (105), eine altersregulierende Aktivität  für das Gen des Faktors 

IX (105) und die Aktivität einer Lokalisationskontrollregion von Wachstumsfaktoren 

angenommen (130,105) 
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L1 Retrotransposons und die Regulation des menschlichen Genoms 

 
Außer der Manipulation einzelner Gene oder Genabschnitte vermutet man durch die 

Retrotransposition der L1 Retrotransposons noch weiterreichende regulatorische Einflüsse 

auf das menschliche Genom.   

So schuf Lyon in der „Lyon-Hypothese“ eine Verbindung  zwischen der Anreicherung von 

L1 Retrotransposons und der Inaktivierung eines X-Chromosoms (49, 60). Er beschreibt 

bereits 1998 seine Beobachtung, dass die Inaktivierung eines X-Chromosoms durch eine 

das inaktive Chromosom bedeckende XistmRNS herbeigeführt wird. L1 Retrotransposons, 

die im Vergleich zu den Autosomen und dem aktiven X-Chromosom in doppelt so hoher 

Anzahl auf dem inaktiven X-Chromosom vorhanden sind, fungieren als Booster-Elemente 

der XistmRNS. So tragen sie wesentlich zu der Heterochromasierung des Barr-

Körperchens bei (90).  

Auch das Phänomen der Monoallelität wird auf das Vorhandensein von L1 

Retrotransposons zurückgeführt. Bei dieser Theorie stützt man sich auf die Beobachtung, 

dass monoallelische Gene von Regionen mit wesentlich höheren L1 Dichten umgeben sind 

als biallelische Gene (3).   

Es wird vermutet, dass eine Reihe von regulatorischen Sequenzen im menschlichen Genom 

ihren Ursprung in den transponierbaren Elementen hat, so dass Transposons 

wahrscheinlich wesentlich zu der Evolution spezifischer und globaler Genregulation 

beigetragen haben (11).  

Zu den regulatorischen Elementen gehört die 5`Promoterregion, die die Polymerase bindet 

und so die Transkription initiert. In Zusammenarbeit mit „Human Promoter Database“ 

wurden mehr als 2000 Promoterregionen auf eine mögliche Herkunft von transponierbaren 

Elementen hin untersucht. Von den 2004 untersuchten Sequenzen enthielten 475 (24%) auf 

Transposon, vor allem SINEs Elementen, zurückführbare Sequenzen. Diese Präsenz in 

einem Viertel aller menschlichen Promotersequenzen lässt das Potential von Tranposons, 

die Regulation menschlicher Gene wesentlich zu beeinflussen, erkennen (63). 

Um diese Vermutung zu bestätigen, untersuchte man auch 846 cis-regulatorische Elemente 

von 288 Genen, die Kern-Transkriptionsfaktoren binden, auf ihre Herkunft. 4.5% der Gene 

enthielte cis-Elemente, die von Transposons abgeleitet werden konnten. Geht man von 
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einer Anzahl von 30 000 menschlichen Genen aus, können also 1000 von ihnen durch von 

Transposons generierten cis Elementen reguliert werden (63). 

Eine andere Möglichkeit der Transkriptionsregulation in Eukaryonten schließt die 

Ausbildung verschiedener „Chromatinloops“ ein, die durch eine Verbindung spezifischer 

DNS-Regionen mit dem Kerngerüst oder der Matrix vermittelt werden. Diese DNS-

Sequenzen wurden auf Ähnlichkeiten zu Transposons untersucht und es konnte gezeigt 

werden, dass sie in einer sehr hohen Anzahl von transposonsabstammende Sequenzen, 

besonders L1 Elemente enthalten. Die Häufigkeit der transponierbaren Elemente in 

S/MARs (scaffold/matrix attachment regions) steht im Einklang mit der Beobachtung, dass 

Transposons in Hefen, Drosophila und Pflanzen (63) matrixbindende Bereiche enthalten. 

Transponierbare Elemente können also in der Evolution von Vorteil gewesen sein, indem  

sie die Zelle mit regulatorischen Sequenzen ausstatteten. 

 

Um die gesamten Zusammenhänge der Beeinflussung des humanen Genoms durch die  

Retrotranposons zu verstehen, bedarf es jedoch noch einer Vielzahl weiterer Studien. 

Hilfreich dabei könnten neue Forschungsansätze sein, wie zum Beispiel synthetisch 

hergestellte Retrotransposons, die eine wesentlich höhere Aktivität und bis zu 200-fache  

Transpositionslevel  zeigen. (46) 

 

1.7 Gentherapie- eine praktische Anwendung von L1 und anderen Transposons 

 

Mit der Anwendung transponierbarer Elemente in der Gentherapie (20), die derzeit auf der 

Verwendung viraler Vektoren basiert, könnten die derzeit bestehenden Grenzen wie die 

virale Pathogenität, sehr hohe Produktionskosten und eine systemische Instabilität 

überschritten werden (58, 64).  

Das Modell der Integration ist bei Retroviren, Transposons und Retroviren-ähnlichen 

Retrotransposons sehr ähnlich, die katalytische Domäne ist beibehalten als Integrase und 

Transposase, die beiden einzigen für die Integration notwendigen Enzyme, und auch die 

terminal repeats sind in allen drei Typen enthalten. Integrase und viele der Transposasen in 

Bakterien und Eukaryonten binden spezifische an eine att site an den Enden der terminal 

repeats (64).  

Wie diese spezifische Bindung zustande kommt, konnte für das bakterielle Transposon 

Tn7 gezeigt werden (133). Die Bildung eines Nukleoproteinkomplexes, der unter anderem 
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das Transposon und die Ziel-DNS enthält,  reguliert hier die Transpositionsinitiation. Als 

erstes bindet TnsD (Tn7 target selection protein) an die Zielposition der DNS und 

rekrutiert dann TnsC, ein ATP-abhängiges DNS-Bindungsprotein. Durch die Bindung wird 

TnsC fähig, die Transposase, einen aus TnsA und TnsB zusammengesetzten heterodimeren 

Komplex,  zu aktivieren. Anhand der Transposition von Tn7 konnte also gezeigt werden, 

dass Transposition durchaus ein selektiver Prozeß sein kann, in diesem Fall kontrolliert die 

Ziel-DNS selber die Initiation der Transposition (133). 

Findet keine ortsspezifische Integration des nicht-viralen Vektors statt, würde die Effizienz 

der Integration rapide abnehmen. Ein wichtiger Aspekt für die Gentherapie mit Transposon 

ist demzufolge, dass man eine ortsgerichtete Integration erreicht. Dies wird auf zwei 

Wegen versucht, zum einen durch die Synthese von chimerischen Transposasen, d.h. 

Transposasen mit einer speziellen DNS bindenden Domäne, und zum anderen durch ein 

ebenfalls von dem Plasmid codierten Protein, das durch die Bindung an ein endogenes 

Protein das Transposon in die Nachbarschaft der DNS transportiert. Ein transponierbares 

Konstrukt, das die für die Integration notwendigen Enzyme, terminal repeats und eine 

DNS bindende Domäne enthält, ist also ein idealer nicht-viraler Vektor für die Gentherapie 

(64). 

 

1.8  Lokalisation von L1  

Das ORF1 Protein konnte bis jetzt im Zytoplasma zahlreicher Keimzellen, beim 

Lungencarcinom, beim Medulloblastom und in vielen transformierten, menschlichen 

Zelllinien nachgewiesen werden (151). 

Der Nachweis des ORF2 Proteins scheiterte bis jetzt an dem Mangel eines im 

menschlichen Gewebe selektiven Antikörpers. Es gelang jedoch im Vorfeld dieser Arbeit 

mithilfe eines neuen polyklonalen Antikörpers gegen zwei Polypeptide des ORF2, das 

Protein im Gewebe und in Zellen  darzustellen. 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 6 L1 Enig γγγγ, Antikörper gegen den ORF2 des L1 Retrotransposon (151) 

 1  1                 48    63                 152  166              239 
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Abb. 7 Immunhistochemische Analyse des ORF1 und ORF2 im humanem Testisgewebe (151) 
b: Blutgefäße; lc: Leydigzellen; sp: unreife Spermatiden; sc: sekundäre Spermatocyten; 
Pfeilspitzen: Sertolizellen; kurze Pfeile: Endothelzellen; lange Pfeile: covering cells 
Man erkennt eine deutliche Färbung des ORF1 und des ORF2s in den verschiedenen Zelltypen.  

 

In dieser Färbung konnte das Vorkommen der Retrotransposons in Keimzellen bestätigt 

werden. L1 Expression schien lange ein für Keimzellen spezifisches Phänomen zu sein, 

denn vollständige L1 Transkripte konnten bis jetzt in männlichen und weiblichen 

Keimzellen nachgewiesen werden, während ihre Expression in somatischen Zellen sehr 

selten zu finden ist. Jedoch konnten keine Transkriptionsfaktoren, die eine 

Keimzellspezifität begründen würden, gefunden werden (105).  

Hier konnte L1 auch in somatischen Zellen (Leydig-, Sertoli- und 

Synzytiotrophoblastzellen, sowie Endothelzellen) gezeigt werden. Es stellt sich somit die 

Frage, welchen Einfluß die Retrotransposons in den postmitotischen Zellen, in denen 

ansonsten keine Rekombinationsphänomene mehr auftreten, haben und ob sie auch hier an 

der Regulation der Genexpression unmittelbar beteiligt sind. 

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass das ORF2 Protein in großen, 

stabilen, sich nicht mehr teilenden Blutgefäßen besonders stark exprimiert wurde, während 
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seine Expression in kleinen und unreifen Blutgefäßen sehr gering bis nicht nachweisbar 

war. 

Diese Tatsache lässt einen Einfluß der L1 Retrotransposon auf die angiogenetische 

Aktivität von Endothelzellen vermuten.  

Um zu zeigen, welche Bedeutung den Retrotransposons durch einen Einfluß auf die 

Angiogenese zukommen würde, soll zunächst einmal die Angiogenese an sich dargestellt 

werden. 

 
1.9 Bedeutung der Angiogenese 

 
Angiogenese als das Aussprossen neuer Blutgefäße aus bereits bestehenden spielt eine 

fundamentale Rolle in einer Vielfalt von physiologischen und pathologischen Prozessen. 

Ohne Angiogenese wäre die Entstehung neuer Lebewesen unmöglich, denn sowohl in dem 

monatlichen Zyklus der Frau und der Ovulation als auch in dem Aufbau der Plazenta zur 

Versorgung des Embryos und schließlich der embryonalen Entwicklung selber ist die 

Entstehung neuer Blutgefäße von zentraler Bedeutung (48). Auch die Erhaltung des 

Lebens erfordert in bestimmten Situationen eine Gefäßneubildung, z.B. bei reparativen 

Vorgängen wie der Wundheilung. 

Eine unkontrolliert auftretende Angiogenese schadet jedoch dem Organismus. So kann es 

durch eine pathologische Gefäßbildung zu Erkrankungen wie der diabetischen 

Retinopathie, rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose, Psoriasis, dem Hämangiom, der 

Endometriose und dem Kaposisarkom sowie der Entstehung arteriöser Plaques bei der 

Artherosklerose kommen. Auch das Wachstum eines Tumors erfordert eine Versorgung 

durch Blutgefäße und Metastasierung findet erst nach Anschluß des Tumors an das 

Gefäßssystem statt (18). 

Ein großes Interesse besteht seit langer Zeit darin, die physiologischen Abläufe der 

Angiogenese zu verstehen und die aktivierenden und inhibitorischen Faktoren zu 

bestimmen. Daraus erhofft man sich die Möglichkeit, zum einen eine pathologische 

Angiogenese und damit Tumorwachstum,  Metastasierung und bestimmte Krankheiten 

verhindern, zum anderen diese Erkenntnisse für die Wiederherstellung der Blutversorgung 

in ischämischen Gebieten nutzen zu können. 
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1.10 Vaskulogenese 

 
Im Gegensatz zu der Angiogenese, die das Entstehen neuer Blutgefäße durch das 

Aussprossen von bestehenden Gefäßen beschreibt, gibt es auch eine als Vaskulogenese 

bezeichnete „de novo“ Blutgefäßentstehung im Embryo, deren Vorkommen jetzt auch im 

adulten Knochenmark und in der peripheren Blutbahn nachgewiesen werden konnte (18). 

Die Entwicklung des Kreislaufs beginnt extraembryonal Anfang der 3. Woche aus 

Anhäufungen von Mesenchymzellen im Chorion-, Dottersack- und Haftstielmesenchym. 

Aus diesen zunächst massiven Inseln angiogenetischen Materials, Blutinseln oder 

entsprechend ihrer Vorläuferfunktionen Hämangioblasten genannt, differenzieren sich 

außen Gefäßbildungszellen, Angioblasten, und innen Blutbildungszellen, 

Hämozytoblasten. Angioblasten benachbarter Inseln schließen sich zu ersten Gefäßen 

zusammen. Weitere Gefäßabschnitte entstehen durch Migration von Angioblasten ins 

umgebende Mesenchym. Schließlich kommt durch Ausbildung von Anastomosen 

zwischen den Gefäßanlagen ein extraembryonales Gefäßnetz zustande (123), gefolgt von 

der intraembryonalen Gefäßentstehung. Diese Migration der Angioblasten wird durch 

einen spezifischen Gefäßwachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) 

vermittelt, und auch die weitere Differenzierung der Angioblasten beeinflussen die 

Wachstumsfaktoren VEGF, der VEGF Rezeptor 2 und bFGF (basic fibroblast growth 

factor).  

Im adulten Organismus werden die Differenzierung und die Mobilisierung der im 

Knochenmark und in der peripheren Blutbahn vorhandenen Vorläuferzellen durch VEGF, 

granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (GM-CSF), bFGF und dem insulin like 

growth factor (IGF)-1 stimuliert. Auch diese Zellen hofft man sich in der Zukunft zu 

Therapiezwecken zunutze machen zu können (18). 

Die gemeinsamen Vorläuferzellen entwickeln sich unter dem Einfluß von 

Wachstumsfaktoren zu Angioblasten, die dann zu Endothelzellen differenzieren. VEGF 

und der VEGF-Rezeptor 1 bewirken anschließend die Formation der Zellen mit der 

Ausbildung eines Lumens. Die Integration von periendothelialen Zellen in die Gefäßwand 

und damit die Reifung der Blutgefäße  wird von Angiopoetin 1, TGF-ß1, PDGF-BB und 

ihren Rezeptoren vermittelt, so wirkt PDGF-BB „chemoattractant“ auf Muskelzellen (18) 

und Angiopoetin1 und Tie2 beeinflussen das Wachstum und die Erhaltung der Gefäße, 

indem sie die Interaktion der Wandzellen mit  den Endothelzellen stabilisieren (18). 
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Eine Reihe von Faktoren ist somit dafür zuständig, dass aus mesenchymalen 

Vorläuferzellen die reifen, funktionsfähigen Blutgefäße mit dem typischen Wandbau aus 

Intima, Media und Adventitia hervorgehen. Die Blutgefäße, Prototyp eines funktionellen 

Systems, besitzen einen charakteristischen Wandbau, der durch ihre funktionelle 

Beanspruchung und durch Eigenschaften des umgebenden Gewebes geprägt wird (8). 

Dieser Wandbau ermöglicht eine morphologische Einteilung in Arterien, Venen und 

Gefäße der terminalen Strombahn. Die Arterien als Blutgefäße des Hochdruckssystem (8) 

zeigen eine Unterscheidung  in Arterien vom elastischen und vom muskulären Typ. 

Während den ersten durch den hohen Anteil an elastischen Fasern in der Media die 

Windkesselfunktion zukommt, vermag der zweite Typ mit einem hohen Anteil an glatten 

Muskelzellen an der Regulation des Blutflusses teil zu haben. (8)  

Gefäße der terminalen Strombahn, die durch das Fehlen einer Muskelschicht und 

Endothelfenestrierungen auffallen, bieten durch die sehr geringe Wandstärke optimale 

Vorraussetzungen für die verschiedenartigen Austauschvorgänge für Blutgase, Wasser, 

Salze und andere Stoffe (8). 

Der Wandbau der Venen zeichnet sich durch große morphologische Mannigfaltigkeit aus. 

Grundsätzlich kann man feststellen, dass die Venenwand im Vergleich zum Lumen dünner 

ist als die Wand der entsprechenden Arterien. Der Schichtenbau ist in der Vene weniger 

stark ausgeprägt und die Wand enthält neben glatter Muskulatur und elastischem Material 

größere Mengen kollagener Fibrillenbündel (8). 
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1.11 Angiogenese 
 

 
Abb. 8 Angiogenese (66) 
Zahlreiche Faktoren bewirken die Destabilisierung der Gefäßwand (vascular basement membrane 
(VBM)),  gefolgt von Migration und Proliferation der Endothelzellen sowie dem Aussprossen 
neuer Gefäße. 
 
Im adulten Organismus erfolgt die Neubildung der Gefäße häufiger durch das Aussprossen 

neuer aus bereits bestehenden Gefäßen als durch die „de novo“ Synthese. Man bezeichnet 

dieses Phänomen als Angiogenese und grenzt es somit gegen die Vaskulogenese ab. 

 

Angiogenese beginnt mit einer durch Stickstoffmonoxid vermittelten Vasodilatation des 

Gefäßes, die durch VEGF verstärkt wird. Fenestrierungen, vesikulo-vakuoläre Organellen 

und eine Umverteilung der Adhäsionsmoleküle PECAM-1 und VE-Cadherin stellen die 

molekularen Vorgänge dar, die eine erhöhte Permeabilität (18) und damit einen Ausstrom 

von Plasmaproteinen ermöglichen. Diese Proteine bilden extravaskulär ein provisorisches 

Gerüst für die migrierenden Endothelzellen und regulieren so die Neubildung der Gefäße. 

Eine wesentliche Voraussetzung für die Emigration der Endothelzellen ist eine 

Destabilisierung der Gefäßwand, zum einen müssen dazu die Kontakte unter den 

Endothelzellen zum anderen die Verbindungen zwischen Endothelzellen und Perizyten 

gelöst werden. U.a. Angiopoetin 2 scheint dabei das Ablösen der Muskelzellen und ein 
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Auflösen der extrazellulären Matrix zu bewirken (18). Weitere wichtige Komponenten bei 

der Destabilisierung der Zellwand sind Proteinasen wie die Matrix Metalloproteinasen 

(MMP), Chymasen und Heparanasen, die Matrixmoleküle degradieren und 

Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF und IGF-1) freisetzen oder aktivieren. VEGF trennt die 

Endothelzellen voneinander (18). 

Nach der Destabilisierung der Gefäßwand und der Degradierung der umliegenden Matrix 

kommt es zu einer ungerichteten Migration der Endothelzellen in das umliegende Gewebe, 

anschließend proliferieren die Zellen und das Aussprossen neuer Gefäße beginnt. Auch für 

diese Entwicklungen sind die Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2 mitverantwortlich. Zu 

Beginn liegen die Endothelzellen häufig als geschlossene Stränge vor, die dann ein Lumen 

ausbilden. Durch das Verlängern und Strecken der einzelnen Endothelzelle oder durch den 

Zusammenschluß kommt es zu einer Zunahme des Durchmessers und der Länge der 

Gefäße. Zuletzt fusionieren neugebildete Gefäße untereinander, anastomosieren und bilden 

so einen Kreislauf, der das Blut in und aus dem neu durchbluteten Bereich transportiert. 

Angiopoetin-1 stabilisiert  das entstandene Gefäßnetzwerk (18). 

Sind Endothelzellen in neuen Gefäßen zusammengesetzt, verharren sie dort oft jahrelang 

ohne sich zu teilen. Außerhalb des Zentralnervensystems gehören sie somit zu den 

langlebigsten Zellen, denn in einem normalen adulten Gefäß teilt sich zur Zeit lediglich 

eine von 10000 (0.01%) (48). Diese Persistenz der Blutgefäße wird durch ein 

physiologisches Gleichgewicht aus Angiogeneseaktivatoren und -inhibitoren 

aufrechterhalten.  

 

1.12  Angiogeneseaktivatoren 

 

1.12.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF) 

Der vascular endothelial growth factor (VEGF), auch als vascular endothelial 

permeability factor (VPF) und Vaskulotropin bezeichnet (120), hat einen großen Einfluß 

auf die Angiogenese in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen, z.B. der 

Wundheilung und der Embryonalentwicklung, spielt aber auch eine große Rolle bei der 

Pathogenese von Krankheiten und dem Tumorwachstum. Es konnte gezeigt werden, dass 

die bei Tumorpatienten vorkommenden hohen VEGF-Serumspiegel mit einer schlechten 

Prognose korrelieren, so dass dem VEGF-Level auch eine diagnostische Bedeutung 

(ebenso bei KHK (52)) zukommt (120). 
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VEGF ist ein durch eine Disulfidbrücke verbundenes Homodimer von 34-42 kDa, das 

zusammen mit platelet-derived growth factor A und B (PDGF-A und B) der großen 

Familie der „cystein knot“ Proteinen angehört (22). Heute weiß man, dass VEGF nur der 

Prototyp einer ganzen VEGF-Familie bestehend aus VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 

VEGF-E  und dem placenta growth factor (PlGF) ist, weshalb er in der Literatur auch als 

VEGF-A bezeichnet wird. 

Das VEGF-A codierende Gen besteht aus acht Exons, die die fünf verschiedenenen 

Splice-Varianten von 121, 145, 165, 189 und 206 Aminosäuren codieren. Proliferation, 

Differenzierung und das Überleben der Endothelzellen werden wesentlich von VEGF-A 

reguliert, was besonders deutlich wird durch die Lethalität von heterozygoten Embryonen, 

denen ein VEGF- Allel fehlt (22). Zusätzlich wirkt es chemotaktisch auf Monozyten, 

Mastzellen und Perizyten und ist in der Lage, die Gefäßpermeabilität zu erhöhen. Seine 

gefäßpermeabilisierende Wirkung übersteigt dabei die des Histamins (120). Produziert 

und sezerniert wird VEGF-A zum einen von Stroma- und Endothelzellen und zum 

anderen von zirkulierenden Blutzellen. Thrombozyten werden als Hauptproduktionsquelle 

des Serum-VEGF-A diskutiert (120) 

VEGF-B wurde in zwei verschiedenen Splicevarianten von 167 und 186 Aminosäuren  in 

Skelettmuskelgewebe, im Myokard und in der Plazenta gefunden, wo es die Zellteilung 

der Endothelzellen induziert (22). Schwach mitogen wirkt dagegen VEGF-C, das stark die 

Migration der Endothelzellen fördert und die Proliferation von Muskelzellem hemmt. Das 

erst kürzlich isolierte VEGF-D weist eine große funktionale Ähnlichkeit zu VEGF-C auf, 

beide sind an der Formation des lymphatischen Endothels beteiligt (54), unterscheiden 

sich aber in ihrer Lokalisation. Während VEGF-C bis jetzt nur in der Plazenta dargestellt 

wurde, konnte das Vorkommen von VEGF-D in vielen Geweben außer der Plazanta 

gezeigt werden. VEGF-E wurde als ein viraler, den humanen VEGF-Formen homologer 

Faktor im poxvirus orf virus gefunden (54).  

  

VEGF-Rezeptoren 

Alle VEGF-Moleküle vermitteln ihre Wirkung über die Tyrosinkinaserezeptoren VEGFR-

1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) und VEGFR-3 (Flt-4), die die charakteristischen 

Merkmale der Typ III Tyrosinkinaserezeptoren (sieben Ligandenbindungsdomänen im 

extrazellulären Anteil, eine einzelne Transmembrandomäne und eine zytoplasmatische 

Tyrosinkinasedomäne) aufweisen. VEGFR-1 ist der Rezeptor für VEGF-A, PlGF und 
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VEGF-B. Liganden des VEGFR-2 sind VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E, 

wogegen VEGFR-3 nur die C- und D-Formen bindet.  Neben den transmembranären  

Rezeptoren kommen auch lösliche Formen der Rezeptoren vor. Transmembranäre 

Formen sind verantwortlich für die Wirkung von VEGF auf die Zellen. Knockout-

Experimente haben gezeigt, dass sowohl VEGFR-1 als auch VEGFR-2 für eine normale 

Entwicklung des embryonalen Gefäßsystems notwendig sind. VEGFR-1 homozygote (-/-) 

Mäuse starben spätestens nach 9.5 Tage mit einem fast vollständig ausgebildetem 

kardiovaskulärem System, dessen Endothelzellen und Gefäßwände jedoch strukturell 

verändert waren. Homozygote VEGFR-2 Knockout Mäuse zeigten dagegen einen anderen 

Phänotyp, gekennzeichnet durch das Fehlen differenzierter Endothelzellen und einer stark 

beeinträchtigten hämatopoetischen Entwicklung. Sogar der VEGFR-3, der normalerweise 

für die Lymphangiogenese verantwortlich ist, spielt unabhängig davon eine große Rolle bei 

der Differenzierung des kardiovaskulärem Systems. Anhand dieser Versuche lässt sich 

erkennen, dass die Rezeptoren unterschiedliche Wirkungen haben. So findet sich der 

VEGFR-2 in sehr frühen Entwicklungsstadien und scheint die Differenzierung der 

Vorläuferzellen sowie die Migration und Proliferation der Endothelzellen zu vermitteln, 

während der VEGFR-1 in späteren Stadien für die Differenzierung und Erhaltung der 

Endothelzellen verantwortlich ist (54).  Als physiologisch vorkommende lösliche VEGF-

Rezeptoren konnten bis jetzt nur Splicevarianten des VEGFR-1 Rezeptors gefunden 

werden, lösliche Formen des VEGFR-2 und des VEFGR-3 sind nicht bekannt. Der lösliche 

VEGFR1-Rezeptor ist ein Heparinbindendes Protein, das als Inhibitor der VEGF 

vermittelten Endothelzellproliferation fungiert, dessen physiologische Rolle aber noch 

nicht genau geklärt werden konnte (54). 

Eine Bedeutung könnte in dem  Schutz des  an den Rezeptor gebundenen Wachstumfaktors 

vor Proteasen und der damit einhergehenden Verlängerung seiner Halbwertszeit liegen. 

Durch vier verschiedene Interaktionen ist der lösliche Rezeptor in der Lage, im 

Signaltransduktionsweg eines VEGF Molekuls zu intervenieren (54). (1) kann VEFGR-1 

durch Bindung und Freisetzung von VEGF dessen Bioverfügbarkeit variieren. Durch die  

verringerte Bioverfügbarkeit kann z.B. ein Weiterwachsen der Endothelzellen in das 

Gefäßlumen verhindert werden. (2) kommt es durch die Bindung des löslichen Rezeptors 

an die membrangebundenen Formen zu Heterodimeren, die keine Signale weiterleiten 

können und (3) kann auch zellassoziiertes VEGF durch die Bindung des sVEGFR-1 

inaktiviert werden. Schließlich kann (4) die Diffusion von sVEGFR-1 über längere 
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Strecken als retrokrine Wachstumskontrolle für die Konzentration von freiem VEGF in der 

Zirkulation verantwortlich sein (54). 

Diese löslichen Rezeptoren stellen einen Ansatzpunkt einer antiangiogenen Therapie dar. 

Als ein Beispiel dafür konnte gezeigt werden, dass eine pathologische subretinale 

Neovaskulierung durch eine adenovirale Überexpression des löslichen VEGF/flt-1 

Rezeptors verhindert werden konnte (53).VEGF ist wesentlich an der Entstehung dieser 

SRN beteiligt, macht man sich den oben beschriebenen Mechanismus zunutze und bindet 

durch eine Überexpression des sVEGF-Rezeptors das überschüssige VEGF und 

neutralisiert so seine Aktivität, gelingt es das Krankheitssymptom entscheidend zu 

verbessern.  

 

Regulation der VEGF-Freisetzung 

Eine große Anzahl von Faktoren ist in der Lage, VEGF zu bilden oder freizusetzen und 

damit Angiogenese zu initiieren. Hier soll nur eine kleine Auswahl von ihnen gezeigt 

werden. 

 

Hypoxische Regulation: Die Hypoxie, als ein erniedrigter Sauerstoffpartialdruck im 

arteriellen Blut und eine damit einhergehende verminderte bis ungenügende 

Sauerstoffversorgung im Gesamtorganismus oder in bestimmten Regionen, löst 

unmittelbar eine  Reaktion des Organismus aus, um die Versorgung wiederherzustellen 

und damit seine Integrität zu wahren. Neben den direkt an der Gefäßmuskulatur 

angreifenden kurzfristigen Mechanismen kommt es langfristig unter anderem zu einer 

durch VEGF induzierten vermehrten Angiogeneseaktivität. 

Die Transkription von VEGF und seinem Rezeptor Flt-1 wird unter Hypoxie stark 

vermehrt. Beteiligt an dieser Hochregulation ist der unter hypoxischen Bedingungen 

freigesetzte hypoxia-inducible factor 1a (HIF1a), der als Transkriptionsfaktor an hypoxia 

response elements (HRE) in der Promoterregion des VEGF- und Flt-1-Gens bindet und so 

die Transkriptionsrate steigert (22). Das vermehrt gebildete VEGF wirkt der verminderten 

Sauerstoffversorgung durch die Bildung neuer Blutgefäße entgegen. 

 

Hormonelle Regulation: Von großer Relevanz ist die Angiogenese im weiblichen 

Zyklus. Sowie der Ablauf des Reproduktionszyklus durch Hormone koordiniert wird, so 

vermutet man auch eine hormonelle Regulation des VEGF-Spiegels in den weiblichen 
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Geschlechtsorganen. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Östrogen als auch 

Progesteron, sowie beide Hormone zusammen, in bestimmten Zellen VEGF induzieren 

(22). In der späten sekretorischen Phase des Zyklus weisen Drüsen des Endometriums eine 

erhöhte Expression an VEGF codierender mRNA auf. Auch der während einer 

Schwangerschaft kontinuierlich erhöhte Progesteronspiegel bewirkt in Drüsen eine hohe 

Produktion an VEGF-mRNA. So scheint im Uterus die Angiogenese weitgehend 

hormonreguliert zu sein. 

 

P53/ras-Mutationen: Mutationen der Antionkogene p53 und ras führen zu einer 

Hochregulation der VEGF-Expression (119). 

  

Weitere Faktoren: Verschiedene Zytokine (EGF, TGF-ß, IL-1a,  IL-6), sowie EGF, 

PDGF-BB und die insulin-like growth factors (119) verstärken die Expression von VEGF 

codierender mRNS (22). Dabei scheint Interleukin6 (IL-6) eine Rolle bei der VEGF-

Regulation in Megakaryozyten und Thrombozyten, die wie bereit erwähnt wesentlich den 

VEGF-Serumspiegel bestimmen, zu spielen, indem es die VEGF-Synthese verstärkt (120). 

Als weitere  thrombopoetische Zytokine erhöhen IL-3 und Thrombopoetin die VEGF-

Sekretion aus den Megakaryozyten. Der Beladung der Thrombozyten mit VEGF kommt 

eine Bedeutung in der Tumordiagnostik zu, denn es konnte gezeigt werden, dass die 

Thrombozyten von Tumorpatienten höhere Spiegel an VEGF aufweisen als die Plättchen 

gesunder Patienten (120). 

 

CEACAM 1 als Effektor von VEGF  

CEACAM1, ein Membranglykoprotein mit Lex und SiLex Oligosacchariden, konnte in 

Mikrogefäßen von proliferierenden Geweben wie Plazenta und Endometrium 

nachgewiesen werden. Untersuchungen stellten CEACAM1 als einen potenten 

Angiogeneseaktivator und einen wichtigen Effektor von VEGF dar (31). 

Ein Einfluß von CEACAM1 auf die Angiogenese wurde erstmals vermutet, als ein 

spezifischer CEACAM1 Antikörper einen inhibitorischen Effekt auf die Angiogenese 

zeigte. Die Vermutung konnte bestätigt werden, denn (1) wird CEACAM1 während der 

Wundheilung, der Tumorneovaskulisierung  und der physiologischen Angiogenese von 

kleinen Blutgefäßen, nicht jedoch in großen, ruhenden Blutgefäßen exprimiert. (2) 

stimuliert CEACAM1 eine Proliferation, Migration und tube-formation von Endothelzellen 
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und (3) induziert CEACAM1 die Bildung von Blutgefäßen in CAM assays. Über seine 

Bedeutung als Angiogeneseaktivator hinaus wird eine VEGF-Effektorfunktion 

angenommen, da der CEACAM1 Antikörper auch nach VEGF-Induktion eine 

Angiogenese vollständig hemmt (31) und VEGF CEACAM1 hochreguliert. Die 

wesentlichen Effekte einer Angiogeneseinduktion durch VEGF scheinen also von 

CEACAM1 vermittelt zu werden. Daher stellt auch CEACAM1 einen Ansatzpunkt in der 

antiangiogenen Therapie dar. 

 

1.12.2 weitere Angiogeneseaktivatoren 

Neben den oben bereits beschriebenen Faktoren gibt es noch sehr viele Aktivatoren, die 

auf ganz unterschiedliche Art und Weise die Angiogenese stimulieren. Zusätzlich zu den 

Wachstumsfaktoren haben auch verschieden Zelltypen, Adhäsionsmoleküle und andere in 

der Zelle vorkommende Moleküle wie z.B Cytochrom P450 Epoxygenaseprodukte einen 

Einfluß auf die Angiogenese (98).  

 

Fibroblast growth factor-2 

Der Fibroblast growth factor (FGF-2) ist ein sehr potentes angiogenes Molekül, das in 

Endothelzellen eine verstärkte Expression von Proteasen bewirkt, Migration, Proliferation 

und tube formation initiiert und lange Zeit als der wichtigste Angiogeneseaktivator galt. 

FGF-2 ist der Prototyp einer Familie, die derzeit 19 Faktoren aufweist (61) und die sich 

durch neu entdeckte Faktoren stetig vergrößert, die vier FGF-2 Rezeptoren gehören der 

Familie der Tyrosinkinaserezeptoren an (9).  

FGF-2 reguliert die Expression einer Reihe von an der Angiogenese beteiligten Moleküle 

wie Kollagenasen, uPA, uPA-Rezeptor, PAI und Integrine (9). Die Regulation dieser 

Moleküle ermöglicht es FGF-2 Einfluß auf die Proliferation, Migration und tube-formation 

der Endothelzellen zu nehmen. Neben der physiologischen Regulation der Angiogenese 

scheint der FGF-FGF-Rezeptor-komplex eine Rolle bei der Karzinogenese und der 

Tumorangiogenese zu spielen (9). 

Zahlreiche Faktoren hemmen die Angiogenese durch Beeinträchtigung der FGF-2 

Aktivität. 
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Transforming growth factor (TGF-ß1) 

Das Polypeptid TGF-ß1 gehört zu einer großen Familie von strukturell ähnlichen 

Wachstumsfaktoren, der TGF-ß Superfamilie (4), die an einer Vielzahl von wichtigen 

Zellfunktionen wie dem Zellwachstum, der Zelldifferenzierung, Adhäsion, Migration, der 

Formation der extrazellulären Matrix und der Immunabwehr beteiligt ist (119). Die Rolle 

des TGF-ß1 hinsichtlich der Angiogenese konnte noch nicht eindeutig geklärt werden (32, 

117, 118). Wie auch andere Aktivatoren der Angiogenese scheint TGF-ß1 die 

Tumorangiogenese zu beeinflussen und eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression zu 

spielen. Die Korrelation des TGF-ß1 Levels mit der Schwere der Tumorerkrankung  lässt 

TGF-ß1 als Prediktor dienen (51). 

 

Platelet-derived growth factor (PDGF)   

Der Platelet derived growth factor war einer der zuerst entdeckten Polypeptidwachstums-

faktoren mit Tyrosinkinaserezeptor (38). Die Funktion des PDGF ist ebenso wie die des 

TGF-ß1 umstritten (1). Die gegensätzlichen Effekte, die PDGF sowohl als proangiogenes 

Molekül (v.a. auf Herzgefäße) als auch als endogenen Inhibitor der Angiogenese auftreten  

lassen, werden durch Unterschiede in den Expressionsmustern von Zelloberflächen und bei 

Rezeptordimerisierungsphänomenen hervorgerufen (93). 

 

Hypoxia-inducible factor 1αααα (HIF-1αααα ) 

HIF-1α ist ein Transkriptionsfaktor (siehe oben), der als ein sehr wichtiger Regulator der 

Sauerstoffhämostase fungiert (126), indem er die Expression von verschiedenen Genen 

induziert, deren Produkte eine adaptive Rolle für hypoxische Zellen und Gewebe spielen 

(112),  

Es konnte gezeigt werden, dass HIF-1 unter hypoxischen Bedingungen die Expression von 

Angiogenese-stimulierenden Faktoren wie VEGF und IGF-2 stimuliert und die 

Konzentration von Genprodukten wie Glukosetransporter, glykolytischen Enzymen, 

Erythropoetin, Tranferrin und der induzierbaren NO-Synthetase, die eine metabolische 

Anpassung an eine hypoxische Stoffwechsellage ermöglichen, erhöht (50). Um die 

Transkription der Zielgene zu aktivieren, dimerisiert HIF-1α mit ARNT und bindet an 

bestimmte Sequenzen (hypoxia responsive elements; HRE) in der Promoter oder 

Enhancerregion dieser Gene (112). Außerdem beeinflusst er die Apoptose und wurde in 

unterschiedlichen Malignomen gefunden (124, 77). 
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Als weitere Angiogeneseaktivatoren zählen die Matrix Metalloproteinases (MMPs), die 

eine sehr große Anzahl von extrazellulär vorkommenden Proteine degradieren können, 

wodurch sie die für die Angiogenese erforderliche Beweglichkeit der Endothelzellen 

ermöglichen (16). Ähnlich wirkt eine weiterer Aktivator Angiopoetin 2, der an der Lösung 

der Muskelzellen und der extrazellulären Matrix beteiligt ist (18). Eine Stabilisierung der 

Netzwerke erfolgt später durch Angiopoetin 1(18).  

Aktivierte Makrophagen sezernieren als weiterer Angiogeneseaktivator den tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), der mehrere zelluläre Prozesse einschließlich Adhäsion, Migration, 

Angiogenese und Apoptose beeinflussen kann. Das angiogene Potential von TNF-α wird 

letztendlich durch sekundäre Mediatoren wie VEGF und FGF-2 vermittelt. Die neuesten 

Erkenntnisse zeigen jedoch für sVCAM-1, das an den α4-Integrinrezeptor bindet, eine 

Schlüsselrolle in der TNF-α induzierten Angiogenese (142). VCAM-1 vermittelt eine 

Adhäsion zwischen den Endothelzelle, aktiviert α4β1 Integrin produzierende Leukozyten 

und ist so mit Entzündungsentstehung und Angiogenese assoziiert (36). In 

atherosklerotischen Plaques der Koronarien findet man VCAM-1 vor allem in Gebieten 

mit Neovaskularisierung und für lösliches VCAM-1 konnte eine chemotaktische Wirkung  

auf Endothelzellen und ein angiogener Effekt gezeigt werden. Auch andere 

Zelladhäsionsmoleküle wie vascular endothelial-cadherin (VE-Cadherin) und platelet 

endothelial cell adhesion molecule (PECAM.1), die in den interzellulären Junctions 

angereichert sind (17) und Zell-Zell Adhäsion vermitteln, beeinflussen  Angiogenese und 

Gefäßformation. Auch wenn der genaue molekulare Mechanismus der Adhäsionsmoleküle 

auf die Angiogenese noch nicht geklärt werden konnte, lassen zahlreiche Experimente, in 

denen mit Antikörpern gegen diese Moleküle eine Angiogenese inhibiert werden konnte, 

keinen Zweifel an ihrer Beteiligung. (17, 24, 147). 

Fibroblasten sind sehr wichtig bei der Wundheilung, indem sie chemotaktisch in das 

verletzte Gebiet einwandern und dort Komponenten der extrazellulären Matrix wie 

Kollagen zur Wundheilung produzieren. Darüberhinaus erzeugen sie eine Vielfalt an 

Zytokinen, Interleukinen, Wachstumsfaktoren und Angiogenesefaktoren, v.a. VEGF und 

hepatocyte growth factor/scatter factor HGF/SF (94). HGF/SF spielt eine Rolle in einer 

Vielzahl von physiologischen Vorgängen wie Migration, Proliferation, Zellinvasion und 

tube-formation. 

Es konnte gezeigt werden, dass matrixgebundene Fibroblasten u.a. dank dieser Faktoren in 

der Lage sind, Angiogenese zu verstärken.  
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Es konnte weiterhin auch für Faktoren mit primär anderen Funktionen ein Einfluß auf die 

Angiogenese gezeigt werden. So fördern u.a. der Insulin-Like Growth Factor (IGF-I und 

IGF-II) oder auch die Interleukine IL3 und IL8 die Angiogenese (114). Überraschend ist 

auch, dass Thrombin als elementares Enzym der Blutgerinnng Proliferation, die Migration 

der Endothelzellen, die Expression von Adhäsionsmolekülen und Thrombomodulin, sowie 

die Freisetzung und Expression von PDGF und  FGF-2 beeinflußt. Eine kurze Thrombin-

Exposition von Endothelzellen senkt ihre Adhäsionsfähigkeit an die Basalmembran. Diese 

Effekt, der durch die proteolytische Aktivierung des Thrombinrezeptors  hervorgerufen 

und vermutlich durch die cAMP-Kaskade vermittelt wird, könnte eine wichtige Rolle bei 

der Initiation der angiogenen Kaskade spielen (141), da das Lösen der Endothelzellen von 

der Basalmembran ein elemtares Ereignis der Angiogenese darstellen.  

Kürzlich konnten auch Produkte des Fettstoffwechsels als Effektoren der Angiogenese 

dargestellt werden, zwei Beispiele dafür sind β-Sitosterol, ein pflanzliches strukturell dem 

Cholesterin ähnliches  Sterin, und Epoxyeicosatrienoicsäuren (EET) als Cytochrom P450 

Epoxygenaseprodukte. β-Sitosterol erwies sich als kompetenter Angiogeneseaktivator im 

CAM assay und man vermutet, daß β-Sitosterol die Produktion von 

Endothelzellspezifischen Zellmitogenen wie z.B. FGF-2 steigert und so die Angiogenese 

induziert (101), während der stimulierende Effekt der EET auf die 

Endothelzellproliferation durch die Aktivierung des EGF-Rezeptors erklärt wird (34).  

 

Von den zahlreichen Angiogeneseaktivatoren stellen VEGF und FGF-2 die bedeutendsten 

dar. In neueren Untersuchungen wurden die Wechselwirkungen zwischen den beiden 

Molekülen untersucht. Danach scheinen VEGF und FGF-2 über zwei „reinforcement 

loops“ (9) miteinander verbunden zu sein, denn einerseits könnte endogenes FGF-2 den 

VEGF-Spiegel kontrollieren und anderseits könnte VEGF FGF-2 freisetzen, indem es um 

die Bindungsstellen der Matrix konkurriert. Eine Koregulation der beiden Faktoren kann 

derzeit nicht ausgeschlossen werden und die Klärung dieser Fragestellung bedarf weiterer 

Forschung  

 

1.13 Angiogeneseinhibitoren 

Der großen Anzahl der Aktivatoren steht eine ebensogroße Vielfalt von Inhibitoren 

gegenüber, die der angiogenen Wirkung entgegenstehen und so ein Gleichgewicht 

ermöglichen. Überwiegen die Aktivatoren, kommt es zum sogenannten „angiogenic 
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switch“, d.h. die angiogenese Kaskade wird angeschaltet. Hier nun die wichtigsten 

Angiogeneseinhibitoren. 

 

Angiostatin und Endostatin 

Angiostatin und Endostatin sind potente Inhibitoren der Angiogenese (132). Beide Proteine 

werden durch Proteolyse endogen produziert. Angiostatin ist ein Plasminogenfragment von 

200 Aminosäuren, das an eine Untereinheit der ATP-Synthase bindet, und Endostatin ist 

das c-terminale, 20 kDa Fragment des Kollagen XVIII (132). Der genaue molekulare 

Wirkmechanismus konnte für beide Proteine noch nicht geklärt werden. 

Eine systemische Anreicherung von Angiostatin erwies sich in vivo hemmend auf die 

Neovaskularisierung und das Wachstum von Metastasen (132). Ein möglicher Ansatzpunkt 

von Angiostatin zur Verhinderung der Angiogenese wird in der NO-vermittelten 

Vasodilatation vermutet. Es konnte gezeigt werden, dass Angiostatin die Assoziation 

zwischen dem heat-shock protein 90 (hsp90) und der endothelialen NO-Synthase (eNOS) 

hemmt, so die Regulation der eNOS durch hsp90 verhindert und damit die NO-vermittelte 

Vasodilatation inhibiert (76). 

Endostatin hemmt insbesondere die Endothelzellproliferation und dadurch Angiogenese 

und Tumorwachstum. Eine Hypothese für den antiangiogenen Mechanismus von 

Endostatin zeigt, dass während der Gefäßreifung und -stabilisierung die 

Endostatinimmunfärbung von einer diffusen Verteilung um die Endothelzellen in unreifen 

Gefäßen zu einer stärkeren Färbung in den interendothelialen Junctions und in den 

Kontaktzonen zwischen den Zellen und der Basalmembran in reifen Gefäßen wechselt. 

Dies weist auf eine Beteiligung des Endostatins bei der Stabilisierung der Gefäße hin, 

einem Prozeß, der die angiogenen Gefäße in den ruhenden Phänotyp überführt, ihr 

angiogenes Potential verringert und Tumorneuvaskularisierung inhibiert. Endostatin 

scheint somit neben seiner antiproliferativen und antimigrativen Funktion antiangiogen zu 

wirken, indem es durch Stabilisierung der Gefäßwand die für den „angiogenen switch“ 

erforderliche Destabilisierung der Gefäßwand hemmt (30). Dabei stärkt es die Wand nicht 

wie Angiopoetin1 durch die Integration von periendothelialen Zellen, sondern durch die 

Stabilisierung der Gefäße und die Verankerung der Endothelzellen in die Basalmembran 

(30). 

Angiostatin und Endostatin werden heute als wichtige Ansatzpunkte in der Tumortherapie 

gesehen, da sie viele Vorteile gegenüber den bisherigen Chemotherapeutika aufweisen. 
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Zum einen erwiesen sie sich als nichttoxisch und zum anderen konnte auch bei mehrfacher 

Anwendung keine Resistenzentwicklung beobachtet werden (14). 

 

Platelat factor 4 

Der platelat factor 4 (PF-4) gehört zu der CXC-Familie der Chemokine und bildet ein aus 

vier Monomeren von je 70 Aminosäuren zusammengesetztes Tetramer mit mehreren 

Domänen, das durch zwei Disulfidbrücken verbunden ist (9). 

PF-4 hemmt die Endothelzellproliferation, die Migration und die Angiogenese in vitro und 

in vivo, indem es sowohl die Progression der Endothelzellen durch die S-Phase als auch die 

FGF-2 Aktivität blockiert (9). In Abwesenheit von Heparin inhibiert PF-4 zu 50% die 

Bindung von FGF-2 und Heparin-induziertes FGF-2 wird durch PF-4 vollständig 

gehemmt. Die Wirkung von FGF-2 wird aufgehoben, indem PF-4 einen Komplex mit 

FGF-2 bildet und so dessen Dimerisierung und Rezeptorbindung verhindert. 

 

Thrombospondin-1 

Thrombospondin (TSP) ist ein 450 kDa großes, trimeres Adhäsionsglykoprotein, das mit 

der Basalmembran assoziiert ist, von Thrombozyten während ihrer Aktivierung freigesetzt 

und von Stroma-, Tumor- und Endothelzellen sezerniert wird. Die Regulation der 

Angiogenese durch TSP-1 ist sehr komplex und beinhaltet direkte und indirekte Effekte 

auf Endothelzellen (82). Die indirekten Effekte werden durch TSP-1 aktivierte 

inflammatorische Zellen und Myofibroblasten vermittelt.  

Die direkten auto- und parakrinen Effekte von TSP-1 beinhalten die Hemmung der 

Migration und die Induktion der Apoptose.  Zusammengefasst werden Metastasierung und 

Angiogenese durch anti-adhäsive und anti-proteolytische Eigenschaften hervorgerufen, 

indem TSP-1 u.a. die Aktivität der Metalloproteinasen, besonders der MMP-9, beeinflusst 

und so die angiogene Proteolyse und das physiologische Gleichgewicht regulieren kann 

(14). Darüberhinaus hemmt TSP-1 FGF-2 induzierte Phänomene wie  

Endothelzellproliferation und Angiogenese in vivo und in vitro (9). Es wird auch 

angenommen, dass TSP die mitogenen Effekte von VEGF165 auf menschliche 

Endothelzellen durch mindestens zwei verschiedene Mechanismen neutralisieren kann. (1) 

Die Bindung von VEGF an die Glycosaminoglycane der Endothelzelloberfläche wird 

durch Heparin erleichtert. TSP ist ebenfalls ein heparinbindendes Protein und konkurriert 

mit VEGF um die Heparinbindung. Da es jedoch eine höhere Affinität zu Heparin hat, 
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sinkt die Bindunsfähigkeit von VEGF an die Zelloberfläche, da weniger VEGF in 

heparingebundener Form vorliegt. (2) wird eine direkte Interaktion von TSP mit VEGF 

diskutiert, da auch in Abwesenheit von Heparin eine verringerte VEGF Wirkung durch 

TSP zu erkennen ist (44). 

Weitere Faktoren Ein 16 kDa großes Fragment des intakten 23 kDa Prolaktinmoleküls 

erwies sich als potenter Inhibitor der Endothelzellproliferation und der Angiogenese. Der 

genaue Mechanismus konnte noch nicht geklärt worden, es wird jedoch ein spezifischer 16 

kDa hPRL-Rezeptor in den Endothelzellen von Kapillaren vermutet (9). 

Es gibt noch eine Reihe von Zytokinen, die in der Lage sind die Angiogenese zu 

inhibieren. So wurde berichtet, dass u.a. Interleukin (IL)-1 und Interferon-(IFN)-γ eine 

FGF-2 induzierte Endothelzellproliferation hemmen, indem sie wahrscheinlich die 

Expression der FGF-Rezeptoren auf der Zelloberfläche reduzieren. Der genaue 

Mechanismus ist jedoch noch nicht bekannt (9). 

Bestimmte, so genannte „angiostatic“ Steroide scheinen ebenfalls einen restriktiven 

Einfluß auf die Angiogenese zu haben. Einige Medroxyprogesteronderivate, besonders 

6,6`-Dehydro-MPA und Megsterol, hemmen die FGF-2 induzierte Neovaskularisierung  

im Tierversuch (9). Möglicherweise regulieren angiostatische Steroide das proteolytische 

Gleichgewicht und sind so für die Migration und die Morphogenese der Kapillaren 

mitverantwortlich. Damit würden sie die Funktion der Gewebeinhibitoren der 

Metalloproteinasen (TIMP)-2 ergänzen.  

Neben der Vielfalt der physiologischen Inhibitoren, gibt es mittlerweile auch eine Reihe 

von pharmakologischen Produkten, die zum einen in der Hoffnung entwickelt wurden, die 

Angiogenese unter bestimmten Bedingungen ausschalten  zu können, zum anderen zeigte 

sich dieser angiogene Effekt oft erstmals als unerwünschte Nebenwirkung und wurde dann 

therapeutisch genutzt. 

Das Schlafmittel Thalidomide, das unter dem Handelsnamen Contergan in den 60er Jahren 

durch Extremitätenanomalien von Embryonen, deren Mütter das Medikament 

eingenommen hatten, Schlagzeilen machte, erwies sich als Inhibitor des TNF-α und als 

Angiogeneseinhibitor (14). Phase-I  Studien mit Thalidomide sind in einem weiten 

Spektrum von Krebserkrankungen des Menschen geplant. 

In Untersuchungen mit Streptokokken der Gruppe B fand man ein Exotoxin, das 

ausschließlich an Rezeptoren in proliferierenden Kapillaren bindet. Dieses Polysaccharid 

verbindet die Rezeptoren von dedifferenzierten Endothelzellen -wie sie in Tumoren 
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vorkommen- und aktiviert so das Komplementsystem und weitere selektiv den Tumor 

angreifende Immunmechanismen. Im weiteren kommt es zur Inhibition des 

Tumorwachstums, zur Reduktion der VEGF und VEGF-R2 mRNA und zur Inhibition der 

Gefäßdichte. Dieses Polysaccharid, CM101 genannt, hat bereits mehrere 

erfolgsversprechende Phase-I Studien durchlaufen und startet jetzt in Phase-II Studien 

(14).  

Zunehmendes Interesse in der antiangiogenen Therapie finden die Antagonisten der 

physiologischen Angiogenesefaktoren.  

Marimasat ist ein löslicher Inhibitor der Matrix Metalloproteinasen-2 und 9, der in 

Tierversuchen, Phase-I und-II Studien sehr gute Ergebnisse brachte und derzeit in Phase-

III Studien an Glioblastom- und Mamma-Ca-Patienten eingesetzt wird (14). 

Ebenso werden monoklonale Antikörper gegen VEGF und VEGF-Rezeptoren, z.B. 

SU5416 als Flk-1 Inhibitor getestet (14). 

Daneben gibt es noch weitere pharmakologischen Anti-Angiogenese Produkte (u.a. das 

Fumagillinderivat TNP-470(14), 2-Methoxyestradiol und Integrinantagonisten (14), die 

derzeit in klinischen Studien erprobt werden und auf die hier nicht genauer eingegangen 

werden soll. 

Ein Problem ist jedoch, dass obwohl präklinische Studien sehr erfolgreich verlaufen, in 

klinischen Studien bislang nur in einigen Fällen bedeutsame Ansprechraten des 

Organismus auf die Angiogeneseinhibitoren gezeigt werden konnten. Dieses könnte auf 

das Vorliegen von verschiedenen angiogenen Phänotypen beim Menschen hindeuten (29). 

Eine Lösung liegt möglicherweise in der Kombination mehrerer, selektiv auf den 

Organismus abgestimmter Antiangiogenesefaktoren (111).  

 

1.14 Angiogeneseinhibition durch Stabilisierung der Gefäße? 

Der Mechanismus der Angiogeneseinhibition von Endostatin zeigte einen völlig neuen 

Aspekt der Angiogeneseinhibition. Galt es bisher das Aussprossen neuer Gefäße durch die 

entsprechende Regulation der Faktoren zu verhindern, konnte jetzt eine Stabilisierung der 

Gefäße als antiangiogen dargestellt werden. Eine Stabilisierung von Tumorgefäßen scheint 

das weitere Wachstum des Tumors zu erschweren. Auch wenn dies auf den ersten Blick 

widersprüchlich klingt, wird durch den oben beschriebenen Mechanismus der Angiogenese 

deutlich, dass eine Stabilisierung der Gefäße die weiteren nötigen Schritte der 

Gefäßneubildung erheblich erschwert. 
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1.15 Antiangiogene Tumortherapie  

Was macht nun den sehr großen Reiz der in die Angiogenese eingreifenden Moleküle für 

die Tumortherapie aus?  

Wie bereits beschrieben ermöglich erst der Anschluß des Tumors an die Gefäßversorgung 

und die Entwicklung eines eigenen Gefäßsystems ein unkontrolliertes Wachstum und die 

Metastasierung.  Das Gleichgewicht zwischen Angiogeneseaktivatoren und -inhibitoren, 

das im intakten Organismus die Endothelzellen ruhen lässt, wird hier aufgehoben, es 

kommt zum so genannten „angiogenic switch“ und zur erneuten Migration, Proliferation 

und Gefäßformierung der Endothelzellen. Es konnte gezeigt werden, dass dieser 

„angiogenic switch“ die Tumorentwicklung initiiert (48), Neovaskularisierung tritt in 

einem Stadium zwischen präangiogenen Carcinoma in situ Formen und invasivem 

Tumoren erstmals auf.  Es liegt also die Vermutung nahe, dass eine Inhibition der 

Angiogenese die Entstehung eines invasiven Tumors, sowie das Wachstum des Tumors 

und die Metastasierung verhindern kann. Dieser Gedanke liegt der antiangiogenen 

Tumortherapie zugrunde. Dazu kommen noch zwei Punkte, in denen eine solche Therapie 

Vorteile gegenüber der herkömmlichen Chemotherapie zeigen könnte. 

Erstens sind die Endothelzellen des adulten, intakten Organismus genetisch stabile, 

teilungsinaktive Zellen, auf die mittels antiangiogener Therapie selektiv zugegriffen 

werden kann. Mit der Inhibition der Angiogenese greift man weniger in intaktes Gewebe 

ein, sondern schadet insbesondere der proliferativen Gefäßentwicklung. 

Die Idee der antiangiogenen Tumortherapie basiert demzufolge darauf, die 

Gefäßversorgung des Tumors zu unterbinden und ihm so durch den Mangel an Nährstoffen 

und Wachstumsfaktoren die Grundlage zum Wachsen und zur Metastasierung zu 

entziehen, während der restliche Organismus in geringerem Maße betroffen ist. Alle 

derzeit eingesetzten Chemotherapien schaden neben dem Tumorgewebe erheblich dem 

Gesamtorganismus. Dies hofft man mit einer antiangiogenen Therapie reduzieren zu 

können. 

Der zweite entscheidende Vorteil gegenüber herkömmlichen Therapien liegt in der 

geringeren Resistenzentwicklung gegenüber den Pharmaka dank der genetischen Stabilität 

der Endothelzellen gegenüber den schnellmutierenden, genetisch instabilen Tumorzellen. 

Wie bei den einzelnen Faktoren bereits erwähnt, können Angiogenesefaktoren häufig als 

prognostische Indikatoren für den Verlauf des Tumors genutzt werden. Eine große 

Gefäßdichte und hohe Level an Angiogeneseaktivatoren gehen häufig mit einem stark 
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invasiven und metastasierendem Wachstum und damit einer schlechten Prognose einher. 

Auch wenn noch viele Fragen geklärt werden müssen, besteht kein Zweifel mehr, dass die 

Entstehung neuer Blutgefäße von elementarer Bedeutung für das Tumorwachstum und die 

Metastasierung sind. Die weitere Aufgabe besteht darin, die momentan limitierenden 

Probleme zu überwinden, um die Vorteile der antiangiogenen Pharmaka für den Patienten 

nutzen zu können. Auch wenn aufgrund der hohen Anzahl an Tumorpatienten eine solche 

Therapie besonders in der Tumorbehandlung von Nutzen wäre, könnte sie ebenfalls an 

anderen Krankheitsbildern leidenden Patienten nutzen - etwa Neuropathien (74), Arthritis 

(108) oder Augenkrankheiten (5).  

Vor den malignen führen die Herz-Kreislauferkrankungen die Statistik der Todesursachen 

in Deutschland an. Auch hier gibt es gentherapeutische Ansätze (137), wobei in diesem 

Fachbereich - im Gegensatz zu den Tumorerkrankungen - eine gerichtete angiogene 

Therapie von großem Nutzen sein könnte.  

 

Gezielt steuerbare angiogene/antiangiogene Therapien - möglicherweise mithilfe von 

LINE1 Retrotransposons (sollte sich ihr Einfluß auf die Angiogenese bestätigen) - sind 

somit ein hoffnungsvolles Therapeutikum der zukünftigen Medizin. 
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2 Zielsetzung  
 
Ausgangspunkt für diese Arbeit stellen L1 Retrotransposons dar, die mit 17 % einen 

großen Anteil des menschlichen Genoms umfassen, an zahlreichen regulatorischen 

Prozessen im Säugetiergenom beteiligt und dennoch in ihrer Funktion wenig verstanden 

sind.  

 

Im Vorfeld dieser Arbeit gelang mit der Entwicklung des spezifischen L1EnIgγ 

Antikörpers, erstmalig die immunhistochemische Darstellung des ORF2. Hierbei zeigte 

sich eine Korrelation des endogenen Expressionslevels mit dem Differenzierungsgrad von 

Endothelzellen. Ob L1 Elemenete einen Einfluß auf die Angiogenese haben, kann anhand 

der vorliegenden Daten nicht verifiziert werden. 

 

Ziel dieser Arbeit ist es, ein geeignetes Expressionssystem zu identifizieren, um die 

Auswirkungen einer L1/ ORF2 Überexpression auf Endothelzellen untersuchen zu können. 

Zu Beginn gilt es, eine geeignete endotheliale Zellinie sowie ein für die definierte Zelle 

optimiertes Transfektionssystem zu etablieren. Grundsätzlich stehen virale sowie 

unterschiedliche nichtvirale Vektoren zur Verfügung. Wählt man als Targetzelle eine 

primäre Endothelzelle, ist ein adenoviraler Vektor aufgrund der hohen 

Transfektionseffizienz wünschenswert. In nicht primären Zellinien können auch nichtvirale 

Methoden effizient sein. 

Nachdem ein geeignetes Gentransfersystem gefunden ist, soll die bisher nicht erfolgreiche 

subzelluläre Lokalisation des ORF2 nach Immunfluoreszenzfärbung mittels konfokaler 

Mikroskopie erfolgen, um aus der zellulären Verteilung der Proteine weitere funktionelle 

Schlüsse zu ziehen. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen desweiteren auf Protein und RNA-Ebene erste Aspekte  

einer gegenseitigen Beeinflussung der Angiogenese und ORF2-Expression gewonnen 

werden.  

Einflüsse des ORF2 auf die Angiogenese würden zusammen mit einer möglichen Nutzung 

der Retrotransposons in der Gentherapie einen sehr interessanten und erstmalig 

untersuchten Aspekt in der Angiogeneseregulation darstellen. 
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3. Material und Methoden 

 

Alle nicht extra aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Chemie 

(Steinheim), Merck (Darmstadt) und Serva (Heidelberg) bezogen. 

  

3.1 Geräte und Materialien 

 

Antikörper 

Primärantikörper   L1 Enigγ 128  

Sekundärantikörper  donkey, anti-chicken    Cy 3, 1:500   Dianova GmbH 

    Donkey, anti-rabbit IgG-Cy3 1: 500  Dianova GmbH 

 

Geräte  
 
      Agarosegelelektrophoresekammer    Biorad 

T3 Thermocycler       Biometra  

Brutschrank       Binder  

Elektroporator, Gene Pulser II     Biorad 

Konfokales Mikroskop LSM 510    Zeiss 

Kühlschrank (4°C, -20°C)     Liebherr glassline 

      Mikroskop        Olympus, 26832 

Fluoreszenzmikroskop      Zeiss, Axio Vert100 

Mikrowellenherd       Bosch 

Labofuge 400 R       Heraeus Instruments 

pH Meter  MP 220       Mettler Toledo 

Photometer, Biophotometer      Eppendorf 

RT-PCR, LightCycler System      Roche Diagnostics 

Tischzentrifuge       Sigma 1-15 K 

Tischzentrifuge        Biofuge a  

UV-Detektor       Biorad GelDoc1000 

Wasserbad                   julabo sw-20c  

Zellkultur Cleanbench      Heraeus 

Zentrifuge, Laboratory Centrifuges 6 K15   Sigma 
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Centrifuge 5414 R       Eppendorf 

 

Kits 

- Maxipräperation Kit, Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit 

- Nucleo Spin Extract, Machery-Nagel GmbH & Co 

- Nucleo Spin Plasmid Kit, Machery-Nagel GmbH & Co 

- BCA Protein Assay - Kit  

- You-Prime First-Strand cDNA synthesis kit 

 

Enzyme 
- PCR 

Pfu-Turbo Polymerase 

Taq-Polymerase, Roche, 1 Unit/µl 

T4-Polynucleotidkinase 

 

- Ligation 

CIP (Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal mucosa), NEB 10 000 Units/ml 

 T4-DNS Ligase, NEB, 400 000 Units/ml 

 

      - Restriktionsendonukleasen 

-  Age Ι, NEB, 2000 Units/ml   

 -  Avr ΙΙ, NEB, 4000 Units/ml      

-  BspD Ι, NEB, 5000 Units/ml     

-  Cla Ι, NEB, 5000 Units/ml     

-  EcoR Ι, NEB, 20 000 Units/ml     

- EcoR V, NEB, 20 000 Units/ml 

- Hind III, NEB 10 000 Units/ml  

- Nde Ι, NEB, 20 000 Units/ml 

- NgoM ΙV, NEB, 10 000 Units/ml 

- Not Ι, NEB, 10 000 Units/ml 

- Xba Ι, NEB, 10 000 Untis/ml 

- Xho Ι, NEB, 20 000 Units/ml 

- XmaI, NEB, 10 000 Units/ml 
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Lösungen und Puffer 
 

- BSA 

Von NEB, auf eine Endkonzentration von 100 µg/ml 

 
- NEB 1 

10 mM Bis Tris Propane-HCl, 10 mM MgCl2 , 1 mM Dithiothreitol, pH 7,0 

 

- NEB 2 

50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM Dithiothreitol, pH 7,9 

 

- NEB 3 

100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM Dithiothreitol, pH 7,9 

 

- NEB 4 

50 mM potassium acetate, 20 mM Tris-acatate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM 

Dithiothreitol, pH 7,9 

 

- NT1, NT2, NT3, NE (Nucleo Spin Extract) 

 

- 0,1 M PB 

0,018 M KH2PO4, 0,082 M Na2HPO4, pH 7,14 

 

- PBS 

17,8 g Na2 HPO4 und 16 g Nacl auf 2 l Aqua dest. 

zu sterilen Arbeiten wurde PBS Dulbecco’s, Gibco Invitrogen, 500 ml verwendet 

 

- Pfu – Turbo – Polymerasepuffer 

 

      -  Stripping Puffer  
62,5 mM Tris-HCl, pH= 6,7, 2% SDS, 100 mM 2-Mercaptoethanol 

  

- TBS (10x) 
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200 mM Tris, 1,37 M Nacl, mit HCl Einstellung des pH-Wertes auf 7,6 

 

- TAE-Puffer 

 

- TBE-Puffer 

445 mM Tris, 445 mM Borsäure, 5 mM EDTA, 

in Aqua dest, pH auf 8,0 einstellen 

 

- TBS-T 

Verdünnung von 10 x TBS auf 1 x TBS und Zugabe von 1 ml Tween 

 

- TGS (5x) 

15,14 g Tris, 93,8 g Glycin, 5 ml 20% SDS auf 1 l Aqua dest. 

 

- Tranfer-Puffer 

100 mM Tris, 193 mM Glycin 

 

- Tris-HCl pH 7,6 

3,02 g Tris, 4,5 g NaCl, lösen in 450 ml Aqua dest., pH-Einstellung mit HCl auf 7,6 

und Auffüllen auf 500 ml  

 

- Tris- Nacl  pH 8,2-8,4 

6,35 g Tris, 9,0 g Nacl, 25 ml 1N HCL, 1025 ml Aqua bidest. und 1g Tween 20 

 
 
Medien 
 
Luria-Broth (LB)-Medium 

10 g Nacl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Yeast-Extract auf 1 l Aqua dest. Der pH mußte 

7,5 sein, ansonsten erfolgte die Einstellung mit NaOH oder HCL. 

 

Luria-Broth (LB)-Agarplatten 

Hierzu wurden meist Tabletten der Firma Sigma verwendet. Es wurde nach Protokoll eine 

Tablette auf 50 ml Wasser eingesetzt, diese Lösung anschließend autoklaviert. Nach 
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Abkülung auf ca. 50°C wurde Ampicillin bis zu einer Endkonzentration von 50 µg/ml 

hinzugefügt und gleichmäßig verteilt. Anschließend wurden je 25 ml der Lösung in  6 cm 

dishes gegossen.  

 

Alternativ erfolgte die Herstellung mit 10 g Bacto-Trypton, 10g Nacl, 5g Bacto-Yeast-

Extract  und 15 g  Agar-Agar. Anschließend wurde wie oben beschrieben vorgegangen. 

 

SOB-Medium   

20 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Yeast-Extract, 0,5 g Nacl, 0,19 g KCL auf 1l Aqua dest. 

und pH-Werteinstellung auf 7,0. Danach wurde die Lösung autoklaviert. Kurz vor 

Gebrauch erfolgte dann noch die  Zugabe von 5 ml 2M Magnesiumchlorid. 

 

 

Materialien und Chemikalien für Zellkultur 
 
Materialien 

- Zellkulturflaschen, T 25, T 50, T 175, T 300 (Nunc, Falcon) 

- 6-well, 12-well und 24-well Multidishplatte (Biochrom) 

- Neubauerzählkammer (Optik Labor) 

Medien  

- DMEM Glutamax (high glucose, Na Pyruvat), Gibco Invitrogen, 500 ml 

-  F12 Nutrient Mixture  (Ham, Glu), Gibco Invitrogen, 500 ml 

- Endothelial Cell Growth Medium MV, PromoCell bioscience alive 

- SupplementMix, Endothelial Cell Growth Medium, Promo Cell bioscience 

alive 

Lösungen 

- FCS, Gibco Invitrogen 

- Penicillin-Streptomycin, Gibco Invitrogen 

- Trypsin, Gibco Invitrogen 

 

Chemikalien und Sonstiges 

 
      - Adhäsionsobjektträger       Marienfeld 

- Agarose Ultra Pure       Gibco Invitrogen 
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- Ampicillin        Invitrogen 

- Deckgläser Ø 13 mm        Karl Hecht KG 

- Deckgläser 24 x 46 mm      Marienfeld 

- DAPI         Sigma 

- dNTPs, 100mM       Invitrogen 

- Ethidiumbromid       Sigma 

- Hepes 1M, 100 ml       Gibco Invitrogen 

- Mowiol        Calbiochem. 

12 g Mowiol wurden in 30 ml Aqua dest. und 100 ml 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5) 

gelöst. Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 8,5 eingestellt. Die Lösung stand  

über  Nacht, anschließend wurde sie auf 90°C erwärmt. Nach Abkühlung auf ca. 

50°C  wurden 30 ml Glycerol hinzugefügt. Die Aufbewahrung erfolgte in Aliqots 

bei –20°C.  

- Horse serum        GibcoInvitrogen 

- Donkey serum       Dianova Gmbh 

- 1,5 ml Safe-Lock Tubes      Eppendorf 

- 2,0 ml Safe-Lock-Tubes      Eppendorf 

- Saponin         Sigma 

 

3.2 Methoden 

 

3.2.1 DNA - molekularbiologische Methoden 

 

3.2.1.1 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion 

 

Außerdem wurde die PCR im Rahmen dieser Arbeit auch zur Kolonien-PCR als 

Screeningverfahren von transformierten Bakterienkulturen eingesetzt. 

 

Die 1984 von Kary Mullis (127) veröffentliche PCR ist heute eine der am meisten 

benutzten Standardmethoden der Molekularbiologie. Sie dient der exponentiellen in-vitro 

Amplifizierung von Nukleinsäuren-Fragmenten (88). 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde folgender PCR-Reaktionsansatz verwendet: 

 

10x PCR-Puffer                                   5µl 

Primer 1                                               2µl 

Primer 2                                               2µl 

dNTPs (20mmolar)                              0,5µl 

Pfu-Turbo-Enzym (2,5 Units/ml)         1µl 

Template-DNA (ca 20 ng)     

Aqua bidest.                                         ad 50µl        

 

Es wurde ein bis auf die template-DNA und das Enzym alle Komponenten enthaltender 

Mastermix auf Eis in bestimmte PCR-Tubes pipettiert. Nach Zugabe von Mastermix zu der 

template-DNA und anschließender Enzymbeimengung wurde der Reaktionsansatz  in den 

vorgeheizten  Thermocycler überführt. Da dieser mit einem beheizbaren Deckel 

verschlossen werden kann, war die Bedeckung der Proben mit einem Tropfen Mineralöl 

nicht nötig. 

 

Folgendes PCR-Profil wurde verwendet:                5 min                 95°C 

 

3 Zyklen a     1 min                  95°C 

1 min                  57°C 

5 min                  72°C 

 

32 Zyklen a  1 min                   95°C 

1 min                   68°C 

5 min                   72°C  

 

10 min                 72°C 

 

dann bei 10°C oder bei 

Kühlschranktemperatur bis zur 

Weiterbearbeitung 
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Die Annealing-Temperaturen, d.h. die Primer Hybridisierung auf die Ziel DNA (template), 

werden primerabhängig gewählt und anhand der CG und AT-Basenpaaren berechnet. 

 

Folgende Primer wurden zur PCR verwendet, im Rahmen der Arbeit gebrauchte 

Schnittstellen sind unterstrichen. 

 

- GS 169: 5’- AAA AAT CGA TTC TCG AGA TGA CAG GAT CAA CTT CAC       

ACA T - 3’ (40 bp)  

- GS 179 : 5’- AAA AGG AAA AGC GGC CGC TCA ATT CCC ACC TAT GAG 

 TGA G- 3’ (40 bp) 

- KD 1: 5’- CTG TGA ATT CTA GTT GCC AGC CAT CTG- 3’ (27 bp)  

- KD 2: 5’- CCC ACC CGT TCT TTC CGC CTC AGA AG-3’ (26 bp) 

- KD 3: 5’- CTG TGA ATT CCC GGG TAG TTG CCA GCC ATC TG-3’ (32bp) 

- VEGF-A: 5`- CCT CCG AAA CCA TGA ACT TT-3` 

- VEGF-A: 5`- TTC TTT GGT CTG CAT TCA CTT-3` 

 

Phosphorilierung der Primer 

 

Zur Phosphorilierung der Primer wurde folgender Ansatz verwendet: 

 

  10 x Kinasepuffer    2 µl 

  Primer      1 µg entsprechendes Volumen  

  T4 Polynucleotidkinase (10 Units/ µl) 1 µl 

 

Im Heizblock bei 37 °C erfolgte eine einstündige Inkubation. Anschließend wurde die 

Kinase 10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert, so daß dieser Reaktionsansatz direkt zur PCR 

verwendet werden konnte.   

 

 

3.2.1.2 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung der PCR-Produkte 

 

Zur Trennung der mitttels PCR gewonnenen DNA-Produkte wurde die horizontale 

Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Hier macht man sich zunutze, daß die DNA-
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Fragmente ihrer Größe entsprechend durch ein Netz von pflanzlichen Polysacchariden 

wandern und so separiert werden können. 

 

In Abhängigkeit von der Größe der zu trennenden Fragmente wurden  0,5-2% Agarosegele 

verwendet. Dazu wurde das Agarosepulver in 1 x TAE oder 1 x TBE (zur Trennung von  

kleiner als 5 kb großen  Fragmenten) gelöst und in einem Mikrowellenherd langsam zum 

Kochen gebracht. Nach Abkühlung der Agarose auf ca. 50°C wurde als Standard auf 60 ml 

Agaroselösung 5 µl Ethidiumbromid zugefügt und vorsichtig möglichst gleichmäßig 

verteilt. Dann wurde die Lösung unter dem Abzug in die Gelhalterung mit vorher 

eingesetztem Kamm gegossen. Nach ca. 25 min war das Gel durch Polymerisation 

vollständig verfestigt und konnte in die Gelkammer eingesetzt werden. Die Kammer wurde 

entsprechend der Gelbeschaffenheit mit 1 x TAE oder 1 x TBE bis zur vollständigen 

Beschichtung des Gels gefüllt. Nach Entfernung des Kammes wurden die DNA-Proben in 

die Geltasche pipettiert. Dazu wurden die DNA-Proben mit einem 6 x DNA-Ladepuffer 

auf ein Gesamtvolumen von 12 µl verdünnt (10 µl Probe und 2 µl DNA-Loadingbuffer). 

Nach Anlegen einer elektrischen Spannung (Voltzahl und Zeitdauer wurden abhängig von 

der Anzahl der Basenpaare der zu trennenden DNA gewählt, meist jedoch 100 V für 50 

min) wanderten die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Größe im elektrischen Feld und 

konnten so separiert werden. 

Zur Beurteilung der Fragmentgrößen wurde stets ein DNA-Marker mitaufgetragen. So 

konnte die durch den Einfluß des Ethidiumbromids unter UV-Licht (Wellenlänge von 360 

nm) sichtbare DNA  hinsichtlich ihrer Größe exakt beurteilt werden. 

 

 

Als Marker wurden verwendet:  -    Gene Ruler, DNA-Ladder Mix, Fermentas 

- Lambda DNA/ EcoRI Marker, Fermentas 

- 1kb Ladder 

 

Außerdem kam  eine größere Gelkammer mit  120 ml Volumen sowie unterschiedlich 

große Kämme zum Einsatz. Das Verhältnis der eingesetzten Materialien wurde stets 

beibehalten. 
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3.2.1.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen  

 

Nachdem mittels DNA-Marker und Ausgangsprodukt die Bande als erzieltes DNA-

Produkt identifiziert worden ist, wurde diese unter UV-Licht möglichst exakt 

ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gel sowie die anschließende 

Aufreinigung wurde mit einem Kit der Firma Machery-Nagel (Nucleo Spin Extract) 

durchgeführt. Dies erfolgte nach Angaben des Herstellers. Um eine möglichst große 

Menge an  DNA zu erhalten wurde, wie empfohlen, mit vorgewärmten Puffer eluiert.   

 

3.2.1.4 Klonierungen der PCR-Produkte 

 

Die eluierten und aufgereinigten DNA-Produkte wurden dann in entsprechend geschnittene 

Vektoren hineinligiert. 

 

Hier u.a. verwendete Plasmide:   

-  pJM101RP:  Das backbone des pJM101RP Plasmids bildet der 10 410 bps große                   

Vektor pCEP4 der Firma Invitrogen, der u.a. eine Ampicillinresistenz und 

einen CMV-Promoter trägt.  In diesen Vektor wurde das L1RP Element 

hineinkloniert. 

- pmAdcos 4 

- pmAd5 

- pIRES-EGFP: Dieser Vektor weist  zwischen der die Multiple cloning site und das EFGP                    

codierenden Region   eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) auf. 

Dies ermöglicht die Translation des in die MCS codierten Gens und des 

EGFP von einer einzigen mRNA. Die Expression des EGFP selektioniert 

somit die erfolgreich mit dem Gen transfizierten Zellen.  Bei der IRES-

Bindunsstelle handelt es sich um eine abgeschwächte Bindunsstelle, so 

daß die Translationinitiation des EGFP-Startcodons um ein Vielfaches 

gegenüber der Translation des klonierten Gens reduziert ist. Somit können 

sehr hohe Level des gewünschten Produktes erhalten werden. 

-  pAd Track x Sb x Tneo 

- pShuttle CMV-X-mSB10  
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3.2.1.5 Restriktionsverdau 

 

Der  Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und DNA-Inserts wurde nach allgemein 

üblichen Standardvorschriften durchgeführt. Es wurden die von den Herstellern für die 

jeweiligen Enzyme empfohlenen Puffer eingesetzt. 

Ein typischer 100 µl Ansatz  zu Klonierungszwecken sah folgendermaßen aus: 

 

  DNA    (100- 200 ng/µl)                10 µl 

  10 x Puffer (zum Enzym passend)  10 µl 

  10 x BSA (falls empfohlen)   10 µl 

  Aqua dest.     60 µl 

  Restriktionsendonuklease (max. 10%) 10 µl 

 

Bei kongruenten Enzympuffern konnte ggf. ein Doppelverdau durchgeführt werden. Auch 

hier durfte die beigefügte Enzymmenge höchstens 10 % des Gesamvolumens entsprechen. 

 

Ein typischer 20 µl Ansatz eines Doppelverdaus sah folgendermaßen aus:  

 

  DNA                    ca.1 µg 

  10 x BSA           2 µl 

  10 x Puffer (empfohlen für beide Enzyme)  2 µl 

  Enzym 1      1 µl 

  Enzym 2      1 µl  

  Aqua dest.      Ad 20 µl 

 

Der Ansatz wurde für 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Produkte des Verdaus wurden 

anhand einer Gelelektrophorese kontrolliert. 

 

Restriktionsendonukleasen:   -    Age Ι  -Hind III         - Nde Ι 

     -    Avr ΙΙ   - NgoM ΙV 

- BspD Ι  - Not Ι 
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- Cla Ι  - Xba Ι 

- EcoR Ι  - Xho Ι 

- EcoR V  - Xma I 

 

Puffer:     -     Neb 1,2,3,4 

- EcoR Ι-Puffer 

- BSA 

 

 

3.2.1.6 Dephosphorilierung von DNA-Enden 

 

Die Dephosphorilisierung der 5’-DNA-Enden wurde im Anschluß eines 

Restriktionsverdaus durchgeführt, um eine Religation des linearisierten Vektors mit sich 

selbst zu unterbinden. Das die Dephosphorilierung katalysierende Enzym ist eine 

alkalische Phosphatase (CIP), dieses Enzym ist in allen NEB-Puffern aktiv, so daß nicht 

umgepuffert werden mußte. CIP konnte dem Restriktionsverdauansatz einfach hinzugefügt 

werden. Nach einstündiger Inkubation bei 37°C wurde der Ansatz 15 min lang  zur 

Hitzeinaktivierung der alkalischen Phosphatase auf  70°C erhitzt. 

Die Rate des selbstlinearisierten Vektors konnte so reduziert werden. 

 

 

3.2.1.7 Ligation 

 

Die Ligation wurde mit der T4 DNA-Ligase entsprechend der Herstellerempfehlungen 

durchgeführt. Nach Abschätzen der Konzentrationen anhand der Bandenstärken im 

Agarosegel oder nach exakter Konzentrationsbestimmung mittels UV-Photometer wurden 

die PCR-Produkte als Inserts in einem Verhältnis von 1:1 bis zu 1:5 zum Vektor 

eingesetzt. Entscheidend dabei war das Größenverhältnis von Vektor zu Insert. Im Rahmen 

der Arbeit wurden auch sehr große Inserts kloniert, wobei sich ein Insertüberschuß 

gegenüber dem Vektor als Vorteil erwies.  
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Ein 10 µl Ligationsansatz setzte sich folgendermaßen zusammen:  

 

T4 10 x  DNA Ligase Buffer              1 µl     

 Insert       Hier wurden unterschiedliche  

Vektor       Verhältnisse gewählt. 

T4 DNA-Ligase    1 µl 

  

Im Vergleich zu der bei Raumtemperatur empfohlenen Inkubation zeigte sich eine höhere 

Ligationsrate bei Inkubation im Ligationsprogramm mittels PCR-Maschine (s.b. 3.2.1).  

 

3.2.1.8 Transformation 

 

Zur Transformation verwendete Bakterien:        - E.coli DH 5α, chem. kompetente Zellen 

             - JM 109 

            - XL-1-Blue MRF supercompetent cells 

 

 

Chemische Transformation von E.coli DH 5αααα 

 

Für die Transformation wurden 50 µl eines bei –80°C eingefrorenen E.coli DH 5α 

Bakterienstocks in einem 2 ml Eppendorftube auf Eis vorgelegt. Nach langsamen Auftauen 

der Bakterien wurde vorsichtig ca. 1 ng der Plasmid-DNA zugefügt und der Ansatz wurde 

30 min auf Eis inkubiert. In einem auf 42° C vorgeheiztem Thermoblock erfolgten 

anschließend für eine Minute der Hitzeschock und damit die Aufnahme der DNA in die 

Bakterien. Dann wurde der Transformationsansatz erneut 5 min auf Eis inkubiert. Nach 

Zugabe von 900 µl antibiotikafreiem LB-Medium  wurde der Ansatz 1 Stunde lang bei 

37°C unter leichtem Schütteln zur Einleitung des Zellwachstums inkubiert. Im Anschluß 

wurde der Ansatz 1 min bei 14 000 rpm anzentrifugiert, der Überstand bis auf die letzten 

100 µl abpipettiert und verworfen. Das Zellpellet wurde in den verbleibenden 100 µl 

aufgenommen, so auf eine Ampicillinhaltige LB-Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 

37°C inkubiert. 
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Erst durch die Aufnahme des die Antibiotikaresistenz vermittelnden Vektors werden  die 

Bakterien fähig, auf diesen Platten zu wachsen. Somit erfolgt eine Selektion der 

transformierten Bakterien. Nicht transformierte Bakterien können hier nicht wachsen. 

 

Chemische Transformation von XL1-Blue MRF’ supercompetent cells 

 

Auch die  supercompetenten XL1- Blue MRF Zellen werden von –80°C langsam auf Eis 

aufgetaut, vorsichtig mit der Hand geschüttelt und anschließend mit β-Mercaptoethanol 

versetzt. Wichtig für eine erfolgreiche Transformation ist eine Konzentration von 25 mM. 

Während der anschließenden 10-minütigen Inkubation auf Eis werden die Tubes vorsichtig 

alle 2 Minuten geschwenkt. Dann erfolgte nach Protokoll die Zugabe von 0,1-50 ng DNA 

und 30 Minuten Inkubation auf Eis. Wie auch bei der Transformation von E.coli DH 5α 

erfolgte die Aufnahme des Plasmids durch Hitzeschock, hier für 45 sec bei 42°C im 

Wasserbad. Der restliche Vorgang entspricht der oben beschriebenen Transformation. Statt 

LB-Medium wird hier jedoch SOC- Medium verwendet.   

 

Elektroporation von E.coli DH 5αααα 

 

Eine andere Möglichkeit der Transformation, die eine hohe Effizienz aufweist, ist die 

Elektroporation. Hier versucht man nicht durch Hitzeschock, sondern durch das Anlegen 

eines elektrischen Feldes, d.h. durch kurze Hochspannungsimpulse, die Zellwände für die 

exogene Vektor-DNA permeabel zu machen. Verwendet wurden elektrokompetente E.coli 

DH 5α Zellen. 

50 µl der bei –80°C eingefrorenen Zellen wurden für 15-20 Minuten auf Eis aufgetaut. Auf 

15 µl Bakterien wurde 1 µl Vektor-DNA zugefügt. Hierbei war besonders wichtig, eine 

möglichst ionenarme Lösung zu verwenden, um elektrische Kurzschlüsse zu vermeiden. 

Die mit DNS versehenen Bakterienlösungen wurden auf Eis in die speziell für die 

Elektroporation vorgesehenen Küvetten überführt und vorsichtig durchmischt. 

Dann erfolgte die Elektroporation  bei 1,8 kV, 200 Ohm und 25 µF. Anschließend wurde   

200 µl zimmerwarmes LB-Medium hinzugefügt, um den Ansatz für 20-30 Minuten zu 

inkubieren. Nach dieser Inkubation wurden die Ansätze auf ampicillinhaltige Agarplatten 

ausplattiert und über Nacht inkubiert. 
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DNS-Fällung 

 

Um eine möglichst ionenarme DNS-Lösung zu erhalten, wurde die DNS vor der 

Elektroporation ethanolgefällt. Außerdem wurde die DNS-Fällung im Rahmen dieser 

Arbeit noch zur Konzentrierung von DNS-Lösungen sowie zur Aufreinigung von DNS aus 

Reaktionsgemischen verwendet. Hierbei wurde vor der Fällung noch 3M Na-Acetat pH 5,2 

zugefügt. 

10 µl des Ligationsansatzes wurden mit 90 µl Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 100 

µl verdünnt und mit dem 2 ½ fachem Probenvolumen (hier 250 µl) 100 % Ethanol 

versetzt. Dieser Ansatz wurde 15 min auf Eis inkubiert  und nach dieser Präzipitation 15 

min bei 4°C und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und 

das sedimentierte Pellet mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren 

Inkubation von 15 min auf Eis und erneuter Zentrifugation mit 13 000 rpm für 15 min bei 

4°C wurde der Überstand abgenommen, das pellet für 30 min bis 2 Std an der Luft 

getrocknet und anschließend in 10 µl aqua dest. aufgenommen. 

 

3.2.1.9 Plasmidpräperation zur DNS-Isolierung    

 

Das Ausgangsmaterial zur Präperation der Plasmid-DNS stellten die Übernachtkulturen 

verschiedener nach der Transformation auf der antibiotikaselektionierten Platte 

gewachsenen Bakterienkolonien dar. Für diese Übernachtkultur wurden die einzelnd 

aufgenommenen Kolonien in je 2 ml LB-Medium + 4 µl Ampicillin gesetzt und bei 37°C  

und 225 U/min über  Nacht inkubiert.  

Bei der Präperation der Plasmid-DNS kamen zwei verschiedene Protokolle zum Einsatz, 

denen jedoch beiden das Prinzip der alkalischen Lyse zugrunde liegt.   
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DNS-Minipräperation der Plasmide 

 

Lösung I 

Auf 100 ml A. dest. 5 ml 50 mM  Glucose, 2,5 ml 25 mM Tris-HCl  (pH= 8,0), 1ml 10 

mM EDTA. Dies wurde autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Vor der Präperation Zugabe 

von  RNAse auf eine Endkonzentration von 100 µg/ml . 

Lösung II  

O,2 N NaOH, 1 % SDS 

Lösung II wurde vor jeder Präperation neu angesetzt. 

Lösung III 

Auf 100 ml 60 ml  5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Eisessigsäure, 28,5 ml H2O 

 

1,5 ml der Übernachtkulturen der Bakterienkolonien wurden zunächst in 2 ml Eppendorf-

gefäßen für 2 min bei 13 000 rpm und bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das resultierende pellet in 200 µl der Lösung 1 vollständig 

resuspendiert. Hierzu wurden 200 µl der Lösung 2 gegeben, vorsichtig durch Schwenken 

des Gefäßes gemischt und zur kompletten Zellyse maximal 5 min inkubiert. Dann erfolgte 

zur Proteinausfällung die Zugabe von 200 µl der Lösung 3. Nach vorsichtigem Mischen 

und folgender 15 minütiger Inkubation auf Eis wurden die weißlich ausgeflockten  

Proteine 15 min bei 4 °C und 13 000 rpm abzentrifugiert. Die Überstände wurden dann 

vorsichtig abgenommen und in neue  2 ml Eppendorfgefäße überführt. Um die Qualität der 

extrahierten DNS später zusätzlich zu erhöhen, wurde an dieser Stelle alternativ ein unten 

beschriebener Waschschritt eingefügt. Zur Präzipitation der DNS wurde der Ansatz mit 2 

½ fachem Volumen 100 % Ethanol oder 0,7 fachem Volumen Isopropanol versetzt, 

gemischt und 15 min bei 4 °C und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut 

verworfen und das pellet mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen.  Der überständige Ethanol 

wurde möglichst vollständig abgenommen und das pellet nach Lufttrocknung bei 

Raumtemperatur in 50 µl TE aufgenommen. 

 

Wie bereits erwähnt wurde je nach Verwendungszweck und gewünschtem Reinheitsgrad 

der DNS ein zusätzlicher Waschschritt durch eine Phenolchloroform/ 

Chloroformextraktion  eingefügt. 500 µl des Überstandes wurden dazu unter dem Abzug 

mit einfachem Volumen Phenolchloroform gefällt. Nach kurzem Vortexen wurde der 
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Ansatz 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde oberhalb der 

Interphase abgenommen und mit 500 µl Chloroform versetzt. Es folgte erneutes Vortexen 

und 10 minütige Zentrifugation bei Raumtemperatur. Die wässrige Phase wurde vorsichtig 

mit der Pipette aufgenommen und mit dieser Lösung wurde nach Protokoll 

weiterverfahren. 

 

Alternativ erfolgte die Plasmidpräperation mit dem Nucleo-Spin-Plasmid-Kit der Firma 

Machery-Nagel. Hierbei wurde nach Herstellerprotokoll vorgegangen. Eluiert wurde mit 

50 µl des im Kit enthaltenen Elutionspuffers.  

 

Maxipräperationen von Plasmid-DNS 

 

Präperationen größerer Plasmidmengen wurden mit dem Endofree Plasmid Maxi Kit 

Maxipräperationen zur Isolation des klonierten Plasmides durchgeführt. Dazu wurden 2 µl 

einer 2 ml-Übernachtkultur eines Klons in 100 ml LB-Medium + 200 µl Ampicillin 

gegeben. Dieser Ansatz wurde in einem 500 ml Kolben bei 37°C unter Schütteln ca. 16 Std 

inkubiert. Die Präperation wurde nach Herstellerempfehlungen durchgeführt.  

 

Das Ergebnis von Mini- und Maxipräperationen wurde qualitativ anhand einer 

Gelelektrophorese und quantitativ photometrisch überprüft. Für photometrische 

Konzentrationsbestimmungen wurden die Proben in einer Mikro-Quarzküvette bei 260 und 

280 nm gemessen. Die Messung bei 260 nm ergab die DNS Konzentration. Durch die 

zusätzliche Messung bei 280 nm konnte der Quotient der Extinktion bei 260 nm und der 

Extinktion bei 280 nm als Maß für den Reinheitsgrad der DNS bestimmt werden. 

 

Bakterien-Glycerol-Stock 

 

Ausgangsprodukt für das Anlegen eines Bakterien-Glycerol-Stock zur Aufbewahrung 

transformierter Bakterien war wiederum die Übernachtkultur. Von dieser wurden 5 ml für 

5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet in 

2 ml eines Gemisches aus 80 % LB-Medium und 20 % Glycerol aufgenommen und nach 1 

ml-Aliquotierung in Cryoröhrchen bei –80°C eingefroren. 
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3.3 Zellkultur 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Zelllinien gearbeitet:  

   - 293-Zellen    Humane embryonale Nierenzelllinie   

   - Huh7-Zellen  humane hepatozelluläre Carzinomzelllinie 

   - PAE-Zellen  pig aorta endothelial cells 

- HELA –Zellen humane Adenocarcinomzellinie 

 

 

primäre Endothelzellen  

- HDMEC  human dermal microvascular endothelial cells 

   - HBMEC  human brain microvascular endothelial cells 

   

Die Zellen wurden bei konstanten 37°C und 5% CO2 in Zellkulturflaschen im Brutschrank 

kultiviert. Als Nährmedium wurde außer bei den  Endothelzellen Dulbecco’s MEM 

Medium mit 10% foetalem Rinderserum und 1 % Penicillin/ Streptomycin verwendet. Die 

PAE-Zellen wurden in F-12 (HAM) - Medium mit 5% FCS kultiviert, die primären 

Endothelzellen benötigten als Nährmedium Endothelial Cell Growth Medium MV mit 

Zusatz von Supplement Mix. 

Um ein optimales Zellwachstum gewährleisten zu  können, wurde je nach Zellinie alle 2-4 

Tage das Nährmedium gewechselt. Dazu wurde das alte Nährmedium abgesaugt, die 

Zellen mit PBS gewaschen und neues Medium hinzugefügt. Wenn der Boden der 

Zellkulturflasche mit einem konfluenten Zellrasen bedeckt war, wurden die Zellen 

passagiert. Als erstes wurde das Medium mit einer Pipette abgesaugt und die Zellen 

wurden mit PBS gewaschen. Dann wurde zum Lösen der Zellen Trypsin hinzugegeben, die 

folgende 3-minütige Inkubation bei 37°C führte zu einer unter dem Mikroskop deutlich 

sichtbaren Lösung der Zellen vom Boden. Nach Neutralisierung des Trypsins mit 

mindestens dem doppelten Volumen an Nährmedium folgte eine 5minütige Zentrifugation 

bei 1560 rpm. Nach Absaugen des Überstandes folgte die Resuspension des Zellpellets in 

frischem Nährmedium und die Verteilung auf neue Kulturflaschen. 
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3.3.1 Transfektionen der Zellen 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, eine möglichst hohe Transfektionseffizienz für 

pJM101RP zu erreichen. Um die Transfektion zu optimieren, wurden unterschiedliche 

Transfektionsreagenzien in veschiedenen Zelllinien auf ihre Transfektionsrate hin 

untersucht. Hierbei  wurden verwendet:     

-  Fugene, Roche   

-  Polyfect, Qiagen 

-  PEI, Qbiogene, molecular biology 

-  CaCL2 und HEPES 
 

Transfektion  mit Fugene 

Die Transfektion wurde in 6-well-Platten durchgeführt, so daß nach Herstellerangaben 2 x 

105 Zellen pro well ausgesät und mit 1 µg DNS transfiziert wurden. Es wurde ein 

Verhältnis von 1 µg und 3 µl Fugene-Reagenz gewählt. Es wurden 97 µl serumfreies 

Medium vorgelegt, erst wurde das Fugene-Reagenz und dann die DNS hinzugefügt, das 

Ganze wurde vorsichtig gemischt. Nach einer 15 minütigen Inkubation bei 

Raumtemperatur wurde die komplette Mischung zu den Zellen gegeben und vorsichtig 

gleichmäßig verteilt. Ohne Wechsel des Mediums erfolgte die 24-48 stündige Inkubation 

der Zellen im Brutschrank.  

 

Transfektion mit Polyfect 

Es wurde nach Herstellerprotokoll für die Transfektion von 293 Zellen vorgegangen. Am 

Vortag wurden  1.2 x 106 Zellen in einer 6 cm Petrischale und dem für die Zellen 

geeignetem Medium ausgesät, um die Transfektion mit 70-80% konfluenten Zellen 

durchführen zu können. Bei den primären Endothelzellen wurden diese Angaben variiert 

und mehr Zellen als empfohlen ausgesät, um so deren langsamen Wachstum zu 

kompensieren. 

4 µg der zu transfizierenden DNS wurden mit zusatzfreiem Medium auf ein 

Gesamtvolumen von 150 µl verdünnt. Nach der Zugabe von 40 µl Polyfect, gründlicher 

Durchmischung  und 10 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde nun 1 ml 

antibiotikahaltiges Medium hinzugefügt und der Ansatz vollständig gemischt. Dies wurde 
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dann auf die Zellen, deren Medium kurz vorher gewechselt wurde, pipettiert. Weitere 

Versuche folgten nach 24-72 h Inkubation. 

 

Transfektion mit PEI 

Auch hier wurden die Herstellerempfehlungen befolgt. In der Regel wurden 2 x 104  Zellen 

in 24-well-Platten ausgesät. Für die Transfektion von 1 µg DNS, die in 100 µl 150 mM 

NaCl verdünnt wurde, wurden 3,3 µl ExGen 500 Reagenz  benötigt. Diese wurden zu der 

DNS- Lösung hinzugefügt und sofort 10 sec gevortext. Nach einer 10 min Inkubation 

wurden 100 µl des ExGen/DNS-Ansatzes  pro well auf die Zellen pipettiert. Die Zellen 

wurden dann für 24-48 h im Brutschrank inkubiert. 

 

Tranfektion mit CaCl2 und HEPES 

Am Vortag wurden in einer T25- Flasche 5 x 105 Zellen ausgesät. Für die Transfektion 

wurden  10 und 20 µg DNS mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 225 µl gebracht. 

Mit 25 µl 2,5 molarer CaCl2-Lösung wurde die DNS-Lösung unter ständigem Vortexen 

tropfenweise auf 250 µl aufgefüllt. Diesem Ansatz wurde ebenfalls unter Vortexen sehr 

langsam tropfenweise 250 µl HEPES hinzugefügt. Der gesamte Ansatz wurde vorsichtig 

auf die Zellen pipettiert und 4 Std lang inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium 

gewechselt und die Zellen im Brutschrank  inkubiert.  

 

 

3.3.2 Virusinfektionen der Zellen 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Adenoviren Typ 5 gearbeitet. Diese Viren sind in der 

Umwelt weit verbreitet, so daß die meisten Kleinkinder nach dem 1. Lebensjahr bereits 

Antikörper gegen mindestens einen der ca 50 unterschiedlichen Serotypen aufweisen 

(Allgemeine Stellungsnahme des ZKBS AZ:6790-10.28). Sie sind Verursacher von in den 

meisten Fällen harmlosen Infektionen des oberen Respirationstraktes. 

Den verwendeten Adenoviren fehlte zwar die vollständige Replikationskompetenz, da aber 

dennoch eine potentielle Humanpathogenität bestand, waren Maßnahmen der 

Sicherheitsstufe 2 erforderlich. So wurde stets unter einer S2-Sicherheitsbank gearbeitet 

und alle mit den Viren kontaminierten Materialien und Flüssigkeiten wurden nach 

Gebrauch durch Autoklavieren sterilisiert. 
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Für die Virusinfektion wurden die zu infizierenden Zellen mit einer Neubauerzählkammer 

ausgezählt. Nur so konnte die optimale Virusmenge, in der Regel ein 100 (moi 100)- und 

200 (moi 200)- facher Virusüberschuß gegenüber den  Zellen, für die Infektion bestimmt 

werden. Anhand des bekannten Virustiters wurde das benötigte Volumen des Virusstocks  

berechnet, in 1/3 des normalen Mediumvolumens pipettiert (1,2 ml in T 25 Flasche) und zu 

den Zellen gegeben. Nach 4 stündiger Inkubation bei 37°C und abgeschlossener 

Virusadsorption wurde der Infektionsansatz auf normales Mediumvolumen aufgefüllt. Die 

nun infizierten Zellen wurden bei 37°C im Brutsschrank kultiviert. Bis zur Durchführung 

der weiteren Versuche mußte besonders auf cytopathische Effekte geachtet werden.    

   

3.3.3    Immunhistochemische Färbung der transfizierten Zellen 

 Protokoll für polyklonale rabbit-Antikörper  

 

Für die immunhistochemischen Färbungen wurden die Zellen auf Deckgläschen oder 

Chamber Slights ausgesät und entsprechend Protokoll transfiziert. 3 Tage nach der 

Transfektion bei einer Konfluenz von ca. 70–80% wurden die Zellen 3 x für einige 

Minuten mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend mit  4% Paraformaldehyd fixiert. 

Nach 30 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur, gefolgt von 5 x 5 minütigem  Waschen 

mit eiskaltem PBS, konnte mit der immunhistochemischen Färbung begonnen werden. 

 

Folgende Vorbehandlung ermöglichte erst die Inkubation mit den Antikörpern. Außerdem 

wurde im letzten Schritt durch die Inkubation mit NRS eine Absättigung der 

unspezifischen Bindungsstellen erreicht.  

 

- Histoclear      3 x 5min 

- 100% Ethanol        5 min 

 - 1,5% H2O2/ Methanol     30 min 

  (2,5 ml H2O2 in 50 ml Methanol) 

 - Aqua dest.      5 min 

 - PBS        15 min 

 - 2% NRS/PBS      30 min 
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Die bei Paraffinschnitten notwendige Hydrierung in einer Reihe von Ethanolen 

absteigender Konzentrationen entfiel bei Färbungen von Zellen. 

 

Die direkt an die Vorbehandlung anschließende Inkubation mit dem primären Antikörper 

erfolgte über Nacht bei 4°C. Der Antikörper wurde dazu mit einem Puffer aus PBS + 0,2 

% BSA + 0,1% NaN3 + 5 %NHS auf 1:10 verdünnt. 

Am folgenden Tag wurde wie folgt weiterverfahren:  

  

 - PBS        3 x 10 min  

 -  2.AK, rabbit, anti-chicken, IgG biotin    60 min 

  1:250, 10 µl in 2,5 ml PBS     

 - PBS        2 x 10 min  

 - goat-PAP,  1:250      30 min 

  10 µl in 2 ml PBS        

 - PBS        2 x 10 min 

 - ABC-Komplex,  1:250      30 min 

  Der ABC-Komplex mußte mindestens 30 min  

  vor Gebrauch angesetzt werden. Dazu wurden    

  10 µl der Lösung A  in 2,5 ml PBS gemischt  

  und dann mit 10 µl der Lösung A versetzt.  

 - PBS        10 min  

 - PB 0,1 M, pH 7,4      10 min 

 - Entwicklung der Peroxidaxe-Aktivität   10-30 min 

  Ansatz für eine Küvette:  

  45 ml PB 0,1 M pH 7,4; 22,5 mg DAB; 18 mg Ammonium- 

  chlorid; 900 µl 0,05 M Nickelsulfat; 900µl 10% β-D-Gluco- 

  se, zum Schluß 150 µl (= 0,18 mg) Glucoseoxidase (1,2 mg/  

  1ml Aqua dest.) 

 

Um eine deutliche, die natürlichen Verhältnisse darstellende und nicht zu überdeckende 

Färbung zu erhalten, wurde die Peroxidase-Entwicklung unter dem Mikroskop beobachtet. 

So konnte  die optimale Entwicklungsdauer bestimmt werden. 
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Nach 3 x 5 minütigm Spülen in PBS erfolgten das Eindecken und damit die Konservierung 

in Mowiol.  

 

3.3.4 Immunfluoreszenz der transfizierten Zellen 

      

Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden fünf 12 mm cover slips auf den Boden von 6-

well-Platten ausgelegt. Anschließend wurden 1,1 x 105 Zellen  pro well ausgesät und am 

nächsten Tag wie beschrieben transfiziert. Die Immunfärbung wurde an 70-80 % 

konfluenten Zellen durchgeführt. Die Deckgläschen wurden dazu aus der 6-well-Platte 

herausgenommen und in einem Deckgläschenständer in ein Bad mit eiskaltem PBS gesetzt 

und  3 x mit eiskaltem PBS für einge Minuten gewaschen. Für die Fixierung der Zellen 

wurden alle cover slips in je ein well einer 12-well-Platte überführt und 30 min mit 1 ml 4 

%  Paraformaldehyd in PBS pro well bei Raumtemperatur inkubiert. Zur vollständigen 

Entfernung des Paraformaldehyds wurden die Zellen 5 x 5 min mit eiskaltem PBS 

gewaschen und anschließend zur Permealisierung 5 min mit PGS (PBS, 0,5 % Glycin und 

0,05 % Saponin) inkubiert. Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen wurde 20 min 

bei Raumtemperatur mit einer Lösung aus PGS mit 10 % Eselserum, 5 % Pferdeserum und 

1% BSA geblockt. Daran schloss sich die einstündige Inkubation mit dem primären 

Antikörper (L1 Enigγ, 1:50 in der Blockierlösung) an. Nach dreimaligem Waschen mit 

PGS erfolgte die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (donkey, anti-chicken Cy 3, 

1:500 in Block) ebenfalls für eine Stunde. Mit zimmerwarmen PBS wurde 4 x gewaschen, 

bevor die Zellkernfärbung mit 3 µl Dapi (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) in 100 ml PBS  

für 3 min stattfinden konnte. Um das Dapi vollständig zu entfernen schloss sich 

abschließend ein letzter Waschschritt 3 x 3 min mit PBS an. Die Deckgläschen wurden 

dann Mowiol/0,5 % TTP eingedeckelt. 

Betrachtet wurden die Zellen zum einen mit einem Fluoreszenzmikroskop, für einige 

Fragestellungen wurden die Zellen mit einem konfokalen Mikroskop untersucht.   

 

3.3.5 Konfokale Mikroskopie 

 

Die konfokale Mikroskopie ist eine neuere Methode, die in den 70iger Jahren von Petrau 

vollendet wurde. Sie ermöglicht im Vergleich zur konventionellen Mikroskopie eine 
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erheblich bessere optische Auflösung sowie die dreidimensionale Darstellung von 

Präperaten.  

Im Gegensatz zu herkömmlichen Mikroskopen, bei denen das gesamte Feld ausgeleuchtet 

wird, wird bei konfokalen Mikroskopen nur ein sehr kleiner Punkt beleuchtet. Nur das 

Licht aus diesem Fokuspunkt kann das Pinhole passieren. Dies erhöht die Schärfe und den 

Kontrast durch Reduktion des Streulichtes aus angrenzenden Präperatbereichen. Zusätzlich 

wird ober- und unterhalb der Focusebene enstandenes Licht durch die Blende unterdrückt 

(Zeiss Mikroskope, Laser Scanning Mikroskope). Erst durch Abrastern des Präperates 

entsteht das Gesamtbild einer Fokusebene und desweiteren durch elektrische Konstruktion 

die dreidimensionale Struktur in einem Stapel von optischen Schnitten jeweils einer Ebene.   

 

 

Kolokalisationsversuche 

 

Zur Überprüfung der Kolokalisation von ORF1 und ORF2 wurden die Zellen wie oben 

beschrieben mit  pJM101RP transfiziert. Nach 48 Std wurde dann eine Immunfluoreszenz 

zur Detektion der ORFs durchgeführt. Hierbei wurden zwei primäre Antikörper (ORF1-

AK und ORF2-AK) im Block gelöst verwendet. Die restliche Immunfluoreszenz schloss 

sich unverändert an. Die Auswertung erfolgte mit normalem und konfokalem Mikroskop.  

 

Stimulationsversuche 

Um zu untersuchen, ob der Zeitpunkt der Angiogenesephase einen Einfluß auf die 

Expression der ORF1 + 2 Proteine hat, wurden Stimulationsversuche mit den 

Wachstumsfaktoren VEGF und FGF durchgeführt. Hierzu wurden HDMEC-Zellen auf  

Chamber Slights ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, die Zellen 

erhielten nun ein sogenanntes Hungermedium, das außer 5% FCS keine weiteren Zusätze 

enthielt. Nach der Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellen dann mit 

unterschiedlichen Konzentrationen an VEGF (10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml) und FGF 

(5 ng/ml, 12,5 ng/ml und 25 ng/ml) stimuliert. Es schloss sich nach der Inkubation die 

Fixierung mit 4% PFA und eine Immunfluoreszenzfärbung an. 
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3.4 Proteinanalytik 

 

3.4.1 BCA-Proteinbestimmung 

 

Hier wird die klassische Biuret-Reaktion mit einer sehr sensiblen und spezifischen 

kolorimetrischen Detektion von Cu-Ionen durch das BCA-Reagens kombiniert. Die sich 

bildenden Komplexe aus einem Cu-Ion und zwei BCA-Molekülen sind wasserlöslich und 

können durch Extinktion bei 562 nm nachgewiesen werden. Diese Extinkionsmessung 

erfolgt bei 562 nm gegen einen BSA (bovine serum albumin)-Kalibrationsstandard aus 

einer Reihe von Verdünnungen bekannter Konzentrationen. 

 

Zuerst wurden die BSA-Standards von 1,5/ 1/ 0,75/ 0,5/ 0, 25 und 0,125 mg/ml hergestellt. 

0,1 ml der Standards sowie der zu bestimmenden Proben wurden jeweils mit 2 ml des 

Working Reagent (Reagent A+B) versetzt und sorgfältig gemischt. Nach einer 30 

minütigen Inkubation bei 37°C wurden die Tubes auf Zimmertemperatur abgekühlt. 

Anschließend wurde bei 562 nm die Extinktion der einzelnen Proben gemessen und 

anhand der Standardkurve die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt.      

 

3.4.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 

 

Die Polyacrylamidgelelektrophorese ist eine analytische Methode zur Auftrennung von 

Proteingemischen anhand der Molekulargewichte. Um die Proteine zu erhalten, wurden 

erst einmal die Zellen mit lysis buffer versehen und mit dem Dispergierer (Ultra Turrax) 

lysiert. Nach der eben beschriebenen Methode wurden die Proteinkonzentrationen 

bestimmt. Die verschiedenen Proben, die alle gleiche Proteinmengen enthielten wurden mit 

Laemmlipuffer versetzt und durch seine Bestandteile reduziert, denaturiert, entfaltet und 

beschwert. Kurz vor dem Auftragen erfolgte eine 5 minütige zusätzliche 

Hitzeinaktivierung bei 95°C. 

 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem inhomogenen Gelsystem aus Trenn- und 

Sammelgel. Das Sammelgel diente dazu, die Proteine in eine Lauffront zu bringen, im 

Trenngel mit höherer Maschendichte erfolgte dann die elektrophoretische Auftrennung. 
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Die Gele wurden nacheinander angesetzt, das Sammelgel wurde auf das Trenngel 

aufgetragen. Nach Entfernung der Kämme wurden je 24 µl der Proben und ein 

Proteingrößenmarker der Firma Gibco in die Taschen  geladen. Die Laufkammer wurde 

mit TGS gefüllt.  Der Gel-Lauf und damit die elektrophoretische Auftrennung fand bei 120 

V für 70 min statt. 

 

Pipettierschema für Acrylamidgele 

 

 

Sammelgel, 5%    6 ml 

 

Aqua dest.     4,1 ml  

30%Acrylamid    1,0 ml 

1,0 M Tris (pH 6,8)    0,75 ml  

10 % SDS     0,06 ml 

10% Ammoniumpersulfat   0,06 ml 

TEMED     0,006 ml  

 

 

Trenngel, 10 ml    8%     15 % 

 

Aqua dest.     4,6 ml     2,3 ml 

30% Acrylamid     2,7 ml     5,0 ml  

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

10% SDS     0,1 ml     0,1 ml  

10% Ammoniumpersulfat   0,1 ml     0,1 ml  

TEMED     0,006 ml           0,004 ml 

 

3.4.3  Western-Blot-Analyse 

 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die im Acrylamidgel separierten 

Proteine durch ein senkrecht zum Gel angelegten Strom auf eine Nitrocellulosemembran 

übertragen. Die Bindung an diese erfolgte durch hydrophobe Wechselwirkungen ohne 
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Änderung der Proteinanordnung. Verwendet wurde dazu eine entsprechende 

Blottingkammer gefüllt mit Transferpuffer. Der Transfer fand unter ständiger Kühlung für 

60 min bei 350 mA statt. Der Erfolg des Transfers und die Kontrolle der Proteine wurden 

anschließend mittels einer Ponceau-Färbung dargestellt. Dazu wurde die 

Nitrocellulosemembran für eine Minute in Ponceau-Lösung geschwenkt. Leichte 

Entfärbung mit Aqua dest. führte zur Darstellung der Banden. Eine gründliche Säuberung 

mit Aqua dest. entfärbte die Membran vollständig. 

Die nun wieder gereinigte Membran  wurde zur Absättigung freier Bindungsstellen  und  

Minimierung unspezifischer Antiköperbindungen bei 4°C über Nacht geblockt. Die 

Blockierlösung setzte sich aus 5 g Milchpulver und 100 ml TBS-T zusammen. 

Am nächsten Morgen wurde die Membran 10 min 2 x gründlich mit TBS-T gewaschen 

und anschließend für mindestens 60 min bei Raumtemperatur mit dem primären 

Antikörper inkubiert. Nach 3 x 10 minütigem Waschen der Membran mit TBS-T fand die 

60 minütige Inkubation mit dem sekundären Antikörper statt, gefolgt von 2 x 5 minütigem 

und 2 x 10 minütigem Waschen mit TBS-T. 

Zur Detektion des sekundären Antikörpers und damit der Darstellung der Proteine wurde 

eine ECL-Chemilumineszenz-Reaktion durchgeführt. 

 

Regenerieren der Nitrocellulosemembran (Stripping) 

 

Das Regenerieren, das sogenannte Strippen der Membran ermöglicht eine zweite 

Immunodetektion ohne Verlust der geblotteten Proteine. Nach 1 stündigem Waschen des 

Blots bei 50°C im Strippingpuffer wurde die Membran 2 x 10 min mit TBS-T gespült und 

1 Std bei Raumtemperatur in Milchpulver geblockt. Der zweite Tag konnte normal 

angeschlossen werden. 

 

3.5 RT-PCR  

 

3.5.1  RNA-Isolierung 

Bei der Isolierung von RNA ist stets sehr sauberes Arbeiten erforderlich, da ubiquitär 

vorhandende RNAsen die gegenüber Hydrolyse sehr empfindliche RNA leicht 

denaturieren können. Daher wurde immer mit Handschuhen und sterilen Materialien sowie 

Chemikalien  möglichst auf Eis gearbeitet. 
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Die RNA-Isolierung wurde mit dem Trizol-Reagenz der Firma Biozym nach Protokoll 

durchgeführt. Als erstes mußten die transfizierten Zellen lysiert werden, um die RNS 

freizusetzen. Dazu wurde 1 ml Trizol-Reagenz auf 10 cm2 Kulturfläche direkt in die 

Zellkulturflasche gegeben und das Zellysat mehrfach auf- und abpipettiert. Zur 

vollständigen Dissoziation der Nucleoproteinkomplexe wurden die homogenisierten 

Proben für 5 min bei Raumtemperatur  inkubiert. Anschließend wurde zur Reinigung der 

RNA 0,2 ml Chloroform/ 1 ml Trizol  hinzugefügt, die tubes mit der Hand für 15 sec 

geschüttelt und dann bei Raumtemperatur 2-3 min inkubiert. Nach Zentrifugation bei 

weniger als 12 000 rpm und 4-8°C für 15 min befand sich die RNA in der oberen 

wässrigen Phase, die für das weitere Vorgehen vorsichtig in ein neues Gefäß überführt 

wurde. Nach Präzipitation mit Isopropanol, wobei die Fällung wie bei DNS-Proben 

beschrieben durchgeführt wurde, wurde das RNS-pellet mit 75% Ethanol gewaschen und 

luftgetrocknet, um dann möglichst frei von Verunreinigungen in RNAse-freies Wasser 

aufgenommen zu werden. Die Kontrolle der isoloierten RNS erfolgte qualitativ mittels 1% 

iger Agarosegelelektrophorese, ihre Konzentrationsbestimmung mittels photometrischer 

Analyse. 

 

3.5.2 Reverse Transkription 

 

Für die anschließende quantitative PCR oder Real-Time-PCR mußte die aus den Zellen 

isolierte RNS in DNS umgeschrieben werden. Dazu wurden 100 ng bis 5 µg RNS benötigt, 

die mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 32,5 µl gebracht wurden. Nach 10 

minütiger Inkubation bei 65°C wurden die Proben 2 min auf Eis abgekühlt. Nach Kontrolle 

von zwei - die Reaktion katalysierende Reverse Transkriptase sowie RNAseinhibitoren 

und Nucleotide enthaltenden - beads auf dem Boden des First-Strand-Beads-Tube 

(Amersham Pharmacia Biotech) wurde die RNS-Lösung in diese überführt. 0,2 µg 

Hexamer Primer pd(N)6 wurden hinzugefügt und mit DEPC-Wasser auf ein Endvolumen 

von 33,2 µl gebracht, gefolgt von einer 1-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur. Bis 

zum vollständigen Verschwinden der Schlieren wurde der Ansatz durch vorsichtiges Auf- 

und Abpipettiern gemischt und im letzten Schritt nochmals 60 min bei 37°C inkubiert. 

Wurde die nun gebrauchsfertige cDNS nicht unmittelbar verwendet, wurde sie bei –20°C 

gelagert. 
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3.5.3 Real - time PCR und Light Cycler 

 

Die Real-Time PCR ist eine Weiterentwicklung der zur DNS-Amplifikation dienenden 

konventionellen PCR (Mullis). Sie ermöglichte erstmalig die Quantifizierung der 

Ausgangs-DNS-Menge und damit die Darstellung von Expressionsmustern auf RNS-

Ebene. Mittlerweile spielt sie in Forschung, Diagnostik und Therapie eine entscheidende  

Rolle. 

Es wurde das LightCycler System der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, und der 

Fuoreszenzfarbstoff SYBRGreen I verwendet. Dieser Farbstoff fluoresziert nicht in 

Lösung sondern nur, wenn er an doppelsträngige DNS gebunden vorliegt. Somit steigt die 

Fluoreszenzintensität während der exponentiellen Phase der PCR, nicht jedoch in der 

Plateauphase, proportional zur Menge der amplifizierten DNS. Eine Detektionsoptik 

ermöglicht das online-Monitoring der PCR. Da die Bindung des Farbstoffes unspezifisch 

an alle ds DNS erfolgt, muß zur Identifizierung des spezifischen Amplifikats am Ende der 

PCR eine Schmelzkurve aufgenommen werden. Dazu wird während der kontinuierlichen 

Aufheizung des Reaktionsansatzes bis auf 99°C die Fluoreszenzintensität gemessen. Bei 

der für das PCR-Amplifikat spezifischen Schmelztemperatur schmilzt die DNS, der 

Farbstoff löst sich von der DNS und fluoresziert nicht länger. Diese Analyse der 

Schmelztemperatur ermöglicht ohne anschließende Gel-Elektrophorese die 

Produktspezifizierung. 

Die Ouantifizierung der unbekannten Ausgangs-DNS-Menge erfolgt anhand einer externen 

Standardeichkurve, die aus den Threshold-Werten bekannter template-DNS-

Konzentrationen erstellt wird. Der Thresholdpoint wird als Fluoreszenz-Schwellenwert 

festgesetzt und ist definiert als der PCR-Cyclus, bei dem die emittierte Reporterfluoreszenz 

das Hintergrundsignal deutlich übersteigt. Als unregulierte Bezugs-RNS wurde hier 

GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dahydrogenase), das Schlüsselenzym der 

Glykolyse verwendet. Die Standardkurve ist die lineare Regression (gebildet mittels der Fit 

Points-Methode), in der die Threshold-Cycle-Daten gegen den Logarithmus der 

Standardkonzentrationen aufgetragen wird. Nach Bestimmung des Threshold-Punktes der 

unbekannten DNS-Probe kann anhand dieser Kurve die Konzentration bestimmt werden. 

Wichtig dabei ist eine identische Effizienz von Standard und Target-PCR-Reaktionen. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden 3 µg RNS zur cDNS-Synthese eingesetzt und eine 1:5 

Verdünnung der DNS zur RT-PCR-Analyse verwendet. Der in der Regel benutzte  20 µl 

PCR-Ansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 

 

 

Template-DNS      4 µl 

VEGF Primer 5’      2 µl 

VEGF Primer 3’      2 µl 

LCMix       2 µl 

MgCl2        2,4 µl 

H20        7,6 µl 

 

Es wurde zunächst ein Master-Mix erstellt, erst kurz vor Reaktionsbeginn wurde die DNS 

hinzugefügt. Das Arbeiten mit dem Light-Cycler System ermöglichte eine sehr schnelle 

PCR mit online-Monitoring.  
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4 Ergebnisse 

 

Nachdem im Vorfeld dieser Arbeit ein spezifischer Antikörper, der das ORF2 Protein der 

L1 Retrotransposons erkennt, hergestellt werden konnte, zeigten bisherige Untersuchungen 

eine Expression des ORF2 in Keimzellen, Leydig-, Sertoli- sowie Endothelzellen des 

adulten Testisgewebes. Die Tatsache, dass die Expression des ORF2 in reifen, stabilen 

Gefäßen sehr stark ist, während eine Expression in unreifen, proliferierenden Gefäßen sehr 

schwach bis nicht nachweisbar ist, läßt eine Beteiligung des ORF2 an der 

Anigiogeneseregulation vermuten.  

 

Da aufgrund der bisher fehlenden Darstellbarkeit mangels eines geeigneten Antikörpers 

keine Expressionsanalysen für den ORF2 durchgeführt werden konnten, galt es nun, ein 

geeignetes Expressionssystem zu identifizieren. Ein effizientes Transfektionssystem ist die 

Basis weiterer struktureller und funktioneller Analysen.  

 

4.1 Infizierbarkeit primärer Endothelzellen mit adenoviralen Vektoren 

 

Da die Effekte einer Überexpression des ORF 2 auf Endothelzellen - insbesondere primäre 

humane Endothelzellen - untersucht werden sollen, wurde als erstes eine 

Transfektionsmethode mit einer möglichst hohen Transfektionseffizienz gesucht. Um 

menschliche primäre Endothelzellen zu transfizieren, wurden als Targetzelle HDMEC 

(human dermal microvascular endothelial cells) gewählt, die adenovirale Transfektion 

erwies sich als die Methode mit der höchsten Effizienz.  

Nach den oben aufgeführten Protokollen wurden HDMEC in den Infektionsexperimenten 

mit einem GFP-kodierenden Adenovirus transfiziert und anschließend unter dem 

Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Transfektionseffizienz äußert sich in der 

Expressionsrate des GFPs. 

Die GFP-Produktion in den adenoviral transfizierten Zellen stieg nicht proportional zur 

eingesetzten Virusmenge, ein 100-facher Virusüberschuss zeigte gegenüber einem 200-

fachen Überschuss an Adenoviren eine höhere Infektionseffizienz. 

Nicht-virale Transfektionsmethoden primärer Endothelzellen waren im Rahmen dieser 

Arbeit nicht erfolgreich. 
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4.2 Herstellung eines Expressionsplasmides für L1 ORF2 

 

Ein grundlegendes Problem besteht darin, die Virusexpression später in der Zelle 

nachzuweisen. Daher wurde als erster Klonierungsschritt das ORF2 Konstrukt in die 

multiple-cloning-site des pIRES-EGFP Plasmid einkloniert. Das Plasmid besitzt eine 

interne ribosomale Eintrittsstelle (internal ribosomal entry site), gefolgt von einem 

grünfluoreszierendem Protein (enhanced green fluorescent protein, EGFP). Dadurch kann 

man später die Zellen mit einer Expression des klonierten Gens durch eine Grünfärbung 

selektionieren.   

 

Das Insert für den 1. Klonierungsschritt ist der Open Reading Frame 2, das Gen, dessen 

Überexpression letztendlich untersucht werden soll. 

Als Ursprungsplasmid wurde das Plasmid pJM101RP verwendet. 

 

 

 

 

moi 100 moi 200 
moi 100 moi 200 

Abb. 9  GFP Adenovirus-Infektion von HDMEC-Zellen 
Die Infektion der primären Endothelzellen (HDMEC) mit dem GFP-Adenovirus zeigt eine 
gute Effizienz, ein 100-facher Virusüberschuss (moi 100) zeigt gegenüber dem 200-fachen 
Virusüberschuss (moi 200) eine höhere Effizienz. 
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Der ORF2 wurde mittels PCR amplifiziert, wobei das vorne aufgeführte Pipettierschema 

genutzt wurde. Die PCR erfolgte bei einer auf die Primer abgestimmte 

Maximaltemperatur von 68°C. 

 
Die Kontrolle  der PCR erfolgte anhand einer 0,8%-gen Agarose-Gelelektrophorese. Um 

die Proben besser aus dem Agarosegel isolieren zu können, wurden die Einzel-PCR-

Proben gepoolt. 

 

 

 
 
 
 
 
 
Abb. 10 Plasmid pJM101RP .  
Das Plasmid pJM101RP enthält den ORF2 des L-1 Retrotransposon. Das backbone bildet das 
pCEP4 Plasmid mit einer Ampicillinresistenz. 
Um den ORF2 zu erhalten wird eine  PCR mit für die Amplifikation des ORF2 synthetisierten 
Primern GS 169 und GS 170 durchgeführt. Die Primerbindungsstellen sind in der Genkarte blau 
eingezeichnet. 
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Abb. 11 Analytische Agarosegelelektrophorese zur PCR-Kontrolle 
Man erkennt eine deutliche Bande und anhand des Vergleiches mit dem ORF2-Fragment (6) und 
im Verhältnis zu dem Marker kann diese als der ca 3800 bps große ORF2 identifiziert werden. 
Spur 1: 5 µl Marker, Gene Ruler DNS Ladder Mix, 2-4:  gepoolte PCR-Proben, 5: Open Reading 
Frame 2, 6: nochmal DNS Ladder Mix 

    
Das durch die PCR gewonnene und durch die Elektrophorese kontrollierte ORF2-Fragment 

wurde wie beschrieben isoliert und gereinigt und dann in den Vektor pIRES-EGFP 

hineinligiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12a pIRES-EGFP wird mit den Restriktionsenzymen Not I und Cla I geschnitten. In diesen 

Vektor wird der Open Reading Frame 2 hineinligiert. Das entstehende Produkt ist der Vektor 

pORF2 IRES- EGFP. 

 

              900                                                     
    CGAGCTCGGATCGATATCT 
 
      GCGGCCGCGTCGACGGAAT 
 
    TCAGTGGATCCACTAG 
 
  

 

 
Not I 

Fragment Sizes in bp 
 
 10 000  
 8 000 
 6 000 
 5 000 
 4 000       ORF 2 3800 bp 
 3500 
 3000 

1           2-4              5    6 
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Abb. 12b  1. Klonierungsschritt, Insert: ORF2, Vektor: pIRES-EGFP 
Das Plasmid pIRES-EGFP wurde mit Not I und Cla I geschnitten. Der mittels PCR gewonnene 
ORF2 wurde ebenfalls mit diesen Enzymen geschnitten. Die Fragmente wurden anschließend 
ligiert. Das Resultat ist der 8993 bps große Vektor pORF2 IRES-EGF. 

 
 
 
 
 
 
 
7    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13 Analytische Agaraosegelelektrophorese zur Ligationskontrolle 
In der 4. und 9. Spur sieht man eine deutliche Bande ca auf Höhe der 6000 bps Bande des Markers. 
Außerdem fällt in diesen beiden Bahnen das Fehlen der ursprünglichen Plasmidbande auf.  
Spur 1: Marker, Spur 2-14: Minipräperationen von Bakterienkolonien nach Transformation des 
Ligationsproduktes (Insert: ORF2, Vektor: pIRES EGFP), Spur 15: Vektor pIRES –EGFP. 
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Es erfolgte eine Kontrolle des Ligationsproduktes in Hinblick auf die Insertorientierung. 

Dies erfolgt wiederum mit einem Restriktionsenzymverdau. Anhand der Genkarte erkennt 

man, daß bei einer richtigen Orientierung des Inserts ein Verdau mit Xho I zwei Fragmente 

von 3174 und 5823 bp ergibt.  

 

 

 

 
 
 
 

Abb. 14 Analytische 
Agarosegelelektrophorese zur Suche 
positiver Klone 
Das Gel zeigt bei der ersten Probe eine Bande, 
die der Größe des linerarisierten Vektors 
entspricht. Der Verdau des zweiten Produktes 
zeigt die gewünschten Banden von ca. 3000 
und 6000 Basenpaaren.  
Spur 1: 5 µl Marker, Spur 2: 1.positives 
Ligationsprodukt nach Xho I-Verdau, 2. 
positives Ligationsprodukt, Xho I geschnitten 
 

 

 

 

Im weiteren Verlauf der Arbeit stellte sich heraus, daß sowohl Vektor als auch Insert nicht  

mit dem Enzym Cla I geschnitten wurden, daher erfolgte eine Sequenzierung des 

Ligationsproduktes pORF2 IRES-EGFP. Es zeigten sich hier leichte Variationen, die 

jedoch für die weiteren Schritte keine Relevanz hatten.  

 

Mit diesem Konstrukt ist es also möglich, später eine Virusexpression  unter dem 

Mikroskop zu erkennen 

Als nächster Klonierungsschritt wurde das pORF2IRES-EGFP Konstrukt in den shuttle 

Vektor p mAdcos 4 einkloniert. In diesen Vektor musste davor jedoch noch ein CMV-

Promoter einkloniert werden. 
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Abb. 15 2. Klonierungsschritt 
Vektor 1: pmAdcos 4, wurde mit Avr II linearisiert und in Agarosegel kontolliert. Vektor 2: pShuttle 
CMV-X-mSB10, nach Verdau mit XbaI erhielt man drei Fragmente, nach Auftrennung der 
Fragmente im Agarosegel wurde der 635 bp große CMV-Promoter ausgeschnitten und gereinigt. 
Ansschließend wurden die Fragmente wie beschrieben ligiert. 
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Abb. 16 Analytische Agarosegelelektrophorese zur Ligationskontrolle 
Man sieht, daß die Banden der Spuren 2-11 bis auf Spur 2 der oberen Reihe und die Bande 12 
unterschiedlich weit gelaufen sind. Im Vergleich mit dem Marker entspricht dieser Unterschied 
etwa 600 bp, dem CMV-Promoter   Oben und unten Spur 1: Marker, Spur 2-11: Minipräperationen 
der Kolonien nach Transformation des Ligationsproduktes, Spur 12: backbone pmAdcos 4 

 
 
Anhand des Agarosegels wurden  die saubersten und am höchsten konzentrierten Proben  

zur Weiterbearbeitung ausgesucht. Auch hier wurde die Orientierung des Inserts 

kontrolliert. Bei richtiger Orientierung muss bei einem Nde I-Verdau die kleinere der zwei 

entstehenden Banden 434 bp und nicht 267 bp aufweisen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17 2,0% Analytisches Agarosegel zumTestrestriktiosverdau 
In Spur 2 und 5 sieht man eine 434 bp große Bande, es handelt sich hier also um die gewünschten 
Produkte, die anderen Klone weisen eine falsche Insertorientierung auf.  
Spur 1: Marker, Spur 2-7 pCMVmAdcos4-Klonierungsprodukte, Nde I geschnitten, Spur 8: 
backbone pmAdcos 4 
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Das  ORF2 IRES-EGFP Fragment  wurde als Insert in den pCMV-mAdcos4 Vektor 

einkloniert. Dazu wurden sowohl der Vektor als auch das Insert mit dem Enzym Xho I 

geschnitten. Das Plasmid pORF2-IRES-EGFP wies zwei Schnittstellen auf und wurde durch 

das Enzym in zwei Fragmente unterteilt, von denen das gewünschte ca. 6000 bp große 

Fragment nach elektrophoretischer Auftrennung ausgeschnitten und gereinigt wurde. 

Die für die Ligation notwendige Linearisierung des  pCMV-mAdcos 4 Plasmid wurde durch 

einen Schnitt des Enzyms Xho I, für das das Plasmid nur eine Schnittstelle aufwies, erreicht. 

Die erfolgreiche Linearisierung wurde ebenfalls anhand einer Gelelektrophorese 

kontrolliert. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurde in Anschluß des Verdaus 

eine Dephosphorylierung durch die Alkalische Phosphatase CIP durchgeführt. Die Ligation 

erfolgte wie beschrieben. Die Transformation des knapp 13 000 bp großen Ligationsprodukt 

erwies sich als schwierig. Die Kolonienanzahl auf den Agarplatten war stets gering. Nach 

erfolgreicher Ligation und Transformation mußte die korrekte Orientierung des Inserts  

mittels Testverdau kontolliert werden.  

 

 

 

 
 
 
 
                                                                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18  Genkarten der Klonierungsprodukte 
Vektor 1 zeigt die gewünschte, Vektor 2 hingegen die falsche Orientierung des Inserts. Zur 
Kontrolle der Orientierung konnte nach erfolgreicher Transformation und Präperation des 
Ligationproduktes ein Kontrollverdau durchgeführt werden.Dazu wurde hier mit dem Enzym Not I 
inkubiert, das in dem Vektor zwei Schnittstellen hatte. Bei der richtigen Orientierung ergeben sich 
dann zwei Fragmnete von 3850 und 8619 Basenpaaren. Das Plasmid mit falschorientiertem Insert 
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wird durch einen Not I -Verdau in zwei Fragmente a 2003 und 10466 Basenpaaren geschnitten 
werden. Die Beurteilung der Fragmente erfolgte nach Auftrennung in einem Agarosegel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Abb. 19 Analytische Agarosegelelektrophorese zur Ligationskontrolle 
In Spur 6 der unteren Reihe erscheint eine in den übrigen Bahnen nicht vorhandene Bande. 
Gleichzeitig verschwindet hier die Bande des backbones. Hier liegt somit das erwünschte 
Ligationsprodukt von 12 469 bp vor. Die übrigen Proben sind keine erfolgreichen Klone. 
Für die obere und untere Gelhälfte gilt: Spur 1: 5 µl Marker, Spur 2-7: pMC4 CMV ORF2 IRES-
EGFP-Ligationsprodukte, Spur 8: backbone pCMVmAdcos 4, ungeschnitten 

 
 

Um die Orientierung des Inserts bei dieser erfolgreichen Klonierung zu überprüfen, schloss 

sich ein Not I-Testverdau an. Die Kontrolle der Fragmentgrößen erfolgte mittels 

Gelelektrophorese. Bei der richtigen Orientierung ergeben sich dann zwei Fragmente von 

3850 und 8619 Basenpaaren. Das Plasmid mit falschorientiertem Insert würde durch einen 

Not I -Verdau in zwei Fragmente von 2003 und 10466 Basenpaaren geschnitten werden. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

1  2 3  4 5  6 7 8 9 

 

1  2  3  4  5  6  7  8  

 

12  469 bp, pMC4 CMV 
ORF2 IRES-EGFP 
supercoiled 

1  2  3  4  5  6  7  8  

 



Ergebnisse 

 

 
 
 

79 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20 Analytische Agarosegelelektrophorese zur Fragmentkontrolle  
Man erkennt zwei Banden von 2003 und 10 466 Basenpaaren. Es handelt sich damit um die falsche 
Orientierung des Inserts. 
Spur 1: 5 µl Marker, Spur 2: 20 µl Not I-Verdau des positiven Klons,Spur 3: 5 µl Marker 
 

Da sich die Klonierung des ORF2 IRES-EGFP-Konstruktes als sehr schwierig 

herausstellte, wurden zur Kontrolle des Vektors mehrere Testverdaus mit 4- und 6-cuttern 

durchgeführt. Hier ergaben sich jedoch keine von den anhand der Vektorkarten 

berechneten Erwartungen abweichende Auffälligkeiten. Weiterhin wurde zur Kontrolle der 

Intaktheit des Zwischenklonierungsprodukt pORF2 IRES-EGFP eine 

Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt, um einerseits die Überexpression des  ORF2 

nachzuweisen und anderseits die Eigenfluoreszenz des IRES-EGFP-Konstruktes zu 

überprüfen, denn die Expression dieses grünfluoreszierenden Proteins erleichtert später das 

Erkennen einer erfolgreichen Virusexpression.  

Mit dieser Immunfluorsezenz sollte die Funktionsfähigkeit des Vektors überprüft werden. 

Die Färbung wurde in Huh7–Zellen 48 Std nach Transfektion mit dem Fugene-Reagenz 

durchgeführt. 
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4.3 Immunfluoreszenzfärbungen in Zellkultur 

4.3.1 Immunfluoreszenzfärbung von Huh7–Zellen 

    48 Stunden nach Transfektion von pORF2 IRES-EGFP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb. 21 Immunfluoreszenzfarbung transfizierter Huh7-Zellen 
In der linken Abbildung erkennt man die EGFP-Expression. Rechts sieht man die ORF2-
Überexpression bei gleicher Belichtungszeit der Aufnahmen. Hier fehlt allerdings eine Expression 
des IRES-EGFP. Auch in dieser Immunfluoreszenz stellt sich ein intaktes Konstrukt dar, es gibt 
kein Anhalt für einen Fehler, der die schwere Klonierbarkeit erklären konnte. 
 

Bis hierhin wurden mit dem oben aufgeführten Konstrukten die Grundlagen eines 

adenoviralen Vektors geschaffen. Um die aufwendigen Produktionsbedingungen zu 

optimieren, wurde ab diesem Zeitpunkt der Schwerpunkt der Arbeit auf  den Versuch, eine  

Methode der nichtviralen Überexpression mit hoher Effizienz und eine optimale 

Darstellungsmethode des ORF2 zu etablieren,  gelegt. 

 
 
 
Überexpression des ORF 2 mit dem Plasmid pORF2 IRES EGFP  
 
Um eine möglichst effiziente Überexpression  des ORF2 zu erreichen, wurden verschiedene 

Transfektionsreagenzien sowie unterschiedliche Zellinien getestet. Anfangs wurde eine 

immunhistochemische Färbung in Fugene-transfizierten 293-Zellen durchgeführt. Die 

Färbung erfolgte nach dem vorne beschriebenen Protokoll. 

  

pIRES-EGFP pORF2 IRES-EGFP 
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Abb. 22 Immunhistochemische Färbung von pJM101RP transifizierten 293-Zellen 
Bei den mit dem Plasmid pORF2IRES-EGFP transifizierten Zellen erkennt man im Vergleich mit 
den Kontrollen eine Überexpression des ORF2. 
 

Die immunhistochemische Färbung zeigte eine gegenüber den Kontrollen erhöhte ORF2-

Expression in den pJM101RP transfizierten Zellen. 

Durch Optimierung des Protokolls der in Abb.10 gezeigten Immunfluoreszenzfärbung des 

ORF2 gelang die präzisere Darstellung, so dass zur Beurteilung der ORF2-Expression im 

folgendem die Immunfluoreszenzfärbung erfolgt. 

 
 
4.3.3 Optimierung der ORF2 Überexpression 
 
4.3.3.1 Transfektion verschiedener Zellinien 

Zur Etablierung einer effizienten Überexpression des ORF2, um die Effekte des ORF2 auf 

die Angiogenseaktivität zu untersuchen, mußte eine Zellinie ausgewählt werden, die sich 

mit nicht-viralen Transfektionreagenzien gut transfizieren ließ. Dazu wurden verschiedene 

Zellinien mit einem GFP-Plasmid transfiziert. Verwendet wurde das Fugene-

                           pORF2 IRES-EGFP 

Kontrolle, nicht transfiziert 

                           pIRES-EGFP 

     4.3.2 Immunhistochemische Färbung in transfizierten 293 Zellen   
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Transfektionsreagenz, 48 Stunden nach Transfektion wurde die Expressionsrate im 

Mikroskop kontrolliert. 

 

GFP-Transfektion verschiedener Zelltypen 

    Jeweils 48 Stunden nach Transfektion 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23 GFP-Expression unterschiedlicher Zelltypen 48 Std nach Fugene-Transfektion 
Man sieht einen sehr guten Erfolg der Transfekion bei den Hela-Zellen. Geringer fällt die  GFP-
Expressionsrate bei den PAE- und Huh7-Zellen aus. Wie im Vorfeld der Arbeit schon beobachtet, 
lassen sich die primären Endothelzellen HDMEC nicht mit diesem Transfektionsreagenz  
transfizieren.  
 

Um den Einfluß der LINE1-Retrotransposons auf die Angiogenese und damit auf die 

Endothelzellen zu untersuchen, wurden die PAE-Zellen als arterielle 

Schweineendothelzellen für die weiteren Versuche ausgewählt. Von den zur Verfügung 

stehenden Zellen repräsentieren diese am ehesten die Verhältnisse im menschlichen 

HUH 7 PAE 

HDMEC HELA 
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Organismus, da man davon ausgehen muß, daß Endothelzellen sich in ihrem Verhalten von 

anderen Zelltypen deutlich unterscheiden.  

Zunächst wurde die Transfektion optimiert. Aus dem Vergleich unterschiedlicher 

Bedingungen ging die unten aufgeführte Methode hervor.  

 

4.3.3.2 GFP-Expression mit unterschiedlichen Transfektionsreagenzien 

48 h nach Transfektion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24 Transfektion von PAE-Zellen mit unterschiedlichen Transfektionsreagenzien 
Man erkennt, daß die beste Transfektionseffizienz in PAE-Zellen nach Transfektion mit dem 
Fugene-Reagenz erreicht wird. Für die weiteren Versuche wird für die Transfektion von PAE-
Zellen daher  Fugene verwendet. 

 
Nachdem nun für die weiteren ORF2-Überexpressionsversuche mit PAE-Zellen die 

Zellinie und mit dem Fugene-Reagenz das Transfektionsreagenz feststand, mußte nun noch 

der beste Zeitpunkt der Expression nach der Transfektion gewählt werden. Dabei sollte das 

Maximum der Expression abgewartet werden, ohne daß die eintretenden 

Fugene PEI 

Polyfect CaCl2  
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Degenerationserscheinungen in Form von Artefakten die Ergebnisse verfälschten. Um die 

zeitliche Entwicklung der ORF2 Expression nach Transfektion besser abschätzen zu 

können, wurde ein time-course erstellt. Dazu wurden Zellen wie beschrieben transfiziert 

und der GFP-Expressionsverlauf wurde unter dem Fluoreszenzmikrosokop dokumentiert. 

Die Entwicklung von zytopathischen Effekten durch die Transfektionsreagenzien wurde 

zusätzlich lichtmikroskopisch kontrolliert.  

 

 

4.3.3.3 GFP-Transfektion von PAE-Zellen mit Fugene, time course 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25 Zeitverlauf der GFP-Expression in PAE-Zellen nach Fugene-Transfektion 
Der Zeitverlauf zeigt eine schwache GFP-Expression 24 Stunden nach der Transfektion, die  nach 
48 Stunden schon sehr viel deutlicher ist. Auch das GFP-Konzentrationslevel der einzelnen Zelle 
steigt während dieser Zeit weiter an. Zwar steigt nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden die 
Rate der transfizierten Zellen weiter an, die degenerativen Prozesse und Artefakte nehmen jedoch 
ebenfalls stark zu. Nach 120 Stunden kommt es vermehrt zum Absterben der Zellen sowie zur 
Degeneration des Farbstoffes. Somit wird eine Inkubationszeit von 48 Stunden für weitere 
Versuche als Optimum gewählt.  

 

24 h nach Tranfektion 48 h nach Transfektion 

72 h nach Transfektion 120 h nach Transfektion 
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Nach der Optimierung der Transfektionsbedingungen wurden die nachfolgenden Versuche 

zur Überexprimierung und Darstellung des ORF2 mit Fugene-Reagenz in PAE-Zellen 

durchgeführt. Die Zellen wurden dazu mit pJM101RP transfiziert. Als Kontrollen dienten 

zum einen nichttransfizierte Zellen, zum anderen pCEP4 transfizierte Zellen. PCEP4 stellt 

das backbone des pJM101RP Vektors dar und dient als Negativkontrolle. 

 
 
4.3.4 Transfektion von pJM101RP in PAE-Zellen 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26 Immunfluoreszenzfärbung nach pJM101RP-Transfektion, 100-fache Vergrößerung 
Oben links: 1. Kontrolle, nicht transfizierte PAE-Zellen; oben rechts: 2. Kontrolle PAE-Zellen, mit 
dem Plasmid pCEP4 transfiziert; unten links 3. Kontrolle: PAE-Zellen mit pJM101RP transfiziert, 
Immunfluoreszenzfärbung erfolgte hier ohne 1.Antikörper; unten rechts: PAE-Zellen, normale 
Immunfluoreszenzfärbung. Alle Kontrollen unterlagen in der Vorbereitung der Zellen, während der 
Transfektion und der Immunfärbung der gleichen Behandlung wie die  Positivkontrolle. Die 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden bei gleicher Belichtungsdauer aufgenommen.   
Man erkennt hier gegenüber den Negativkontrollen eine sehr deutlich Überexpression von ORF2 in 
den pJm101Rp transfizierten Zellen 
 
 

               nicht transfiziert  pCEP4 transfiziert 

 pJM101RP, ohne 1.AK  pJM101 RP tranfiziert 
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Transfektion von pJM101RP in PAE-Zellen 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Abb. 27 Immunfluoreszenzfärbung nach pJM101RP-Transfektion 

Wie Abbildung 26, Aufnahmen mit 630-facher Vergrößerung 
 
 

Transfektion von pJM101RP in PAE-Zellen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Abb. 28 Immunfluoreszenzfärbung nach pJM101RP-Transfektion, 1000-fache Vergröß. 
 

Kontrolle, nicht transfiziert pCEP4  transfiziert 

pJM101RP, ohne 1.AK pJM101 RP tranfiziert 

pJM101 RP tranfiziert 
 

pJM101RP, ohne 1.AK 

pCEP4 transfiziert Kontrolle, nicht transfiziert 
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Die Immunfluoreszenzfärbungen wurden 48 Stunden nach der Transfektion durchgeführt, 

Alle Kontrollen unterlagen in der Vorbereitung der Zellen, während der Transfektion und 

der Immunfärbung der gleichen Behandlung wie die Positivkontrolle. Die 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden bei gleicher Belichtungsdauer 

aufgenommen 

Nach der Optimierung der Transfektionsbedingungen zeigte sich in diesen 

Immunfluoreszenzfärbungen der pJM101RP transfizierten PAE-Zellen ein deutlich 

höheres Expressionslevel des ORF2 gegenüber sämtlich durchgeführten Kontrollen. Die 

Spezifität der Färbung für den ORF2 konnte so gezeigt werden. 

Die Hintergrundfärbung der nichttransfizierten und pCEP4 transfizierten Zellen zeigt die 

endogene physiologische ORF2 Expression. 

Somit konnte erstmalig der ORF2 durch Immunfluoreszenz dargestellt und nach 

Aufstellung eines effizienten Transfektionsprotokolls überexprimiert werden. 

 

 

4.3.5 Konfokale Lokalisation des ORF 2 

 

Die konfokale Mikroskopie ermöglicht es, sehr präzise Schichtaufnahmen eines Präperates 

anzufertigen, in dem das Präparat Punkt für Punkt und Schicht für Schicht abgerastert 

wird. Damit wird es möglich, die Expression eines Proteins sehr exakt zu lokalisieren. 

Wie bereits beschrieben bestehen schon seit einiger Zeit an der vielfältigen Beeinflussung 

des menschlichen Genoms durch die L1 Retrotransposons keine Zweifel. Jedoch konnte 

noch nicht geklärt werden, wie und wo dieser Eingriff in das Genom genau stattfindet. Zur 

exakteren intrazellulären Lokalisation des ORF2 erfolgte die konfokale Mikroskopie 

pJM101RP transfizierter PAE-Zellen. 
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Abb. 29 A+B Konfokale Lokalisation des ORF2 in transfizierten PAE-Zellen  
   A Ausschnitt B Übersicht 
Für die konfokale Mikroskopie wurden die Zellen mit pJM101RP und Fugene-Reagenz transfiziert 
und nach 48 Stunden immunfluoerszenzgefärbt. Anschließend wurden die Zellen unter dem 
konfokalem Mikroskop betrachtet. Man erkennt sowohl im Dapigefärbten Kern als auch im 
Zytoplasma eine Expression des ORF 2.  

A 

A 

B 
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Die konfokale Mikroskopie pJM101RP transfizierter Zellen zeigt die fokale Darstellung 

des ORF2 sowohl zytoplasmatisch als auch im Nukleus der Zellen. 

 

4.3.6 ORF2 Expression in primären Endothelzellen (HDMEC) unter 

Wachstumsfaktorstimulation  

Der Ausgangspunkt für die Vermutung, daß L1 Retrotransposons einen Einfluß auf die 

Angiogeneseaktivität haben könnten, war die Beobachtung, daß in reifen inaktiven Zellen 

das ORF-2 Expressionslevel sehr hoch ist. Dahingegen geht die ORF2-Expression 

während der angiogenen Aktivität stark zurück. Durch Stimulation mit unterschiedlich 

hoch konzentrierten  Wachstumsfaktoren (VEGF, FGF) sollte nun eine solche 

Angiogeneseaktivität der Endothelzellen imitiert werden und gleichzeitig die Auswirkung 

auf die ORF2 Expression beobachtet werden. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30 ORF2 Expression in primären Endothelzellen (HDMEC) unter VEGF-Stimulation 
Für diesen Stimulationsversuch wurden ausgesäte HDMEC-Zellen mit ansteigenden 
Konzentrationen an VEGF inkubiert und im Anschluß immunfluoreszenzgefärbt (primärer 
Antikörper: L1Enigγ). So wurde der Einfluß der Wachstumsfaktoren auf die ORF2-Expression 
untersucht. Man erkennt in der nicht stimulierten Kontrolle die niedrige physiologische Basis-

Kontrolle, nicht stimuliert 10 ng/ml  VEGF  

25 ng/ml VEGF 50 ng/ml VEGF 
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ORF2-Expression. Bei Stimulation mit einer sehr geringen VEGF-Konzentration bleibt diese 
bestehen, ist jedoch bei Stimulation mit höheren Konzentrationen rückläufig.  
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Abb. 31 ORF2 Expression in primären Endothelzellen (HDMEC) unter FGF-Stimulation 
   s.b. auch Abbildung 17. Hier erkennt man die physiologische ORF 2-Expression in der nicht       

stimulierten Kontrolle, in den stimulierten Zellen ist eine schwächere ORF2-Färbung zu 
erkennen. 

 
 

In den nicht stimulierten Zellen zeigt sich die endogene ORF2 Expression, unter 

Stimulation mit Wachstumsfaktoren ist eine rückläufiges ORF2 Level zu beobachten. 

Niedrige Konzentrationen an VEGF/FGF haben keine Auswirkung auf die ORF2 

Expression, mit ansteigender Konzentration der Wachstumsfaktoren sinkt die ORF2 

Färbung. 

 

 
 
 

 

Kontrolle, nicht stimuliert 5 ng/ml FGF 

12,5 ng/ml FGF 25 ng/ml FGF 
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4.4 Western Blot-Analysen  

 

Um die ORF2 Expression zu untersuchen, wurden zusätzlich Western Blot-Analysen 

durchgeführt. Dazu wurden Zellen mit den Plasmiden pORF2 IRES-EGFP sowie zur 

Kontrolle mit pIRES-EGFP transfiziert. Zum Einsatz kam hier das Fugene-

Transfektionsreagenz. Um den Verlauf der Expression zu betrachten, wurden Zellen 1, 2, 3 

und 4 Tage nach der Transfektion lysiert und eingefroren. Für die Analyse wurden die 

Zellen dann nach dem Auftauen  homogenisiert und ihre Proteinkonzentration wurde 

definiert. Für den Western Blot wurden stets identische Proteinkonzentrationen von jeder 

Probe eingesetzt. Zum Nachweis des ORF2 wurden hier als primärer Antikörper L1 Enig γ 

(1:250 Verdünnung in TBS-T) eingesetzt. 

Trotz umfassender Versuche und Optimierung der Versuchsbedingungen konnten im 

Rahmen dieser Arbeit keine weitergehenden Informationen auf der Basis von Western-

Blot-Analysen gewonnen werden.  
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4.5 RNS-Isolierung und RT-PCR 

 

Für die RNS-Isolierung aus den transfizierten Zellen wurde das Trizol-Reagenz verwendet. 

Hier wurde wie beschrieben vorgegangen. Die isolierte RNS wurde dann vor der 

Verwendung zur  reversen Transkription mittels Gelelektrophorese kontrolliert. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 32Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle der RNS-Isolierung 
Spur 1: wild type, RNS aus untransfizierten PAE Zellen, Spur 2: RNS aus pCEP4 transfizierten 
Zellen, Spur 3: RNS aus pJM101RP transfizierten Zellen, die RNS Isolierung war erfolgreich 

 
Nach Kontrolle der RNS in der Gelelektrophorese erfolgt noch eine Quantifizierung und 

Reinheitskontrolle im Photometer. Die Konzentrationsbestimmung war wichtig für die 

anschließende reverse Transkription, die Reinheitskontrolle erfolgte durch Bildung des 

Quotienten der Extinktion bei 260 nm und der Extinktion bei 280 nm. Mit der 

kontrollierten RNS wurden die weiteren Schritte begonnen.  

 

Für die RT-PCR schloss sich dann die reverse Transkription an, die mit dem You-Prime 

First-Strand cDNA synthesis Kit durchgeführt wurde. 

Anschließend wurden die Proben für die reverse Transkription mit dem LightCycler 

System vorbereitet. Es sollte für den Wachstumsfaktor VEGF das Expressionsniveau auf 

RNS-Ebene ermittelt werden. Mit dieser Methode besteht also die Möglichkeit, sehr früh 

das Ansprechen der Wachstumsfaktoren auf eine ORF 2 Überexpression zu untersuchen.                 

 

    1      2     3 

28 S 
18 S 

5,8 S 

rRNS 
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Tab. 1 RT-PCR der transfizierten PAE-Zellen 

 

 GAPDH VEGF VEGF/GAPDH 

 x 10 -8 x 10 -8 x 10 -2 

PAE Wt 225 284 1,26 

PAE pCEP4 193 300 1,55 

PAE L1 74,7 119 1,59 
 

 

 

 

Lightcycler Daten VEGF 
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Abb. 33 Diagramm der RT-PCR Ergebnisse 
Bei den mit pCEP4 und L1 transfizierten Zellen zeigt sich ein höheres VEGF  RNS Level als bei 
den nicht-transfizierten Zellen. Die L1-transfizierten Zellen weisen gegenüber den pCEP4 
transfizierten Zellen ein geringfügig erhöhtes VEGF  Level auf. 

 
 

Die RT-PCR zeigt ein erhöhtes VEGF-Level der transfizierten Zellen gegenüber den nicht 

transfizierten Zellen auf. Die L1 transfizierten Zellen zeigen eine leichte Erhöhung des 

VEGF gegenüber der pCEP4 transfizierten Zellen. In diesem Experiment ist die Tendenz 

ablesbar, dass L1 ORF2 die VEGF Transkription induziert.
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5. Diskussion 

 

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bilden die L1 Retrotransposons, die mit den für ihre 

Mobilität erforderlichen Proteinen ORF1 und 2 als die größte Familie aktiver autonomer 

Retroelemente mindestens 17 % des menschlichen Genoms darstellen (80, 134). Durch 

genetische Variation haben sie eine wichtige Vorraussetzung der Evolution geschaffen, 

scheinen jedoch auch schwerwiegende Konsequenzen in Form genetischer Erkrankungen 

sowie maligner Transformation zu haben und sind trotz des enormen Umfanges in ihrer 

Funktion bis zu dem heutigen Zeitpunkt wenig verstanden. 

 

5.1 Identifikation des Untersuchungssystems 

Ziel dieser Arbeit war es, erste Aspekte zur funktionellen Charakterisierung des ORF2 zu 

gewinnen. Die angestrebte Überexpression des ORF2 erforderte als ersten Schritt die 

Entwicklung eines geeigneten Gentransfersystems. Hier stehen grundsätzlich virale sowie 

nichtvirale Vektoren zur Verfügung, deren unterschiedliche Eigenschaften wie die 

Insertionskapazität, Transfektionseffizienz, Transgenstabilität, Zytotoxizität in transfizierten 

Zellen, Pathogenität/Immunogenität, Selektivität sowie eine kostengünstige 

Produzierbarkeit und Durchführbarkeit gegeneinander abzuwägen sind. Virale, 

insbesondere die adenoviralen (42, 55) Vektoren haben sich in der heutigen Gentherapie 

etabliert (84). Für unsere Fragestellung waren replikationsdefizite Adenovirus-5 Vektoren 

wünschenswert, mit denen in der Literatur Transfektionsraten von primären humanen 

Endothelzellen mit über 90 % (97) gegenüber den bisher niedrigen Raten nichtviraler 

Ansätze (95) gezeigt wurden.  

Als Ausgangspunkt zur Identifikation des Untersuchungssystems wählten wir HDMEC 

(human dermal microvascular endothelial cells) als kultivierbare endotheliale Targetzellen 

und konnten mit diesen die in der Literatur beschriebenen guten adenoviralen 

Transfektionsraten bestätigen. Vielfältige Faktoren beeinflußen dabei die Virusinfektion 

einer Zelle, neben der Anzahl der Viruspartikel pro Zelle wurde z.B. für HUVEC- Zellen 

eine von der Zellkulturkonfluenz abhängige Expression des für die Adenovirusbindung  

verantwortlichen CAR- Rezeptors (23) beschrieben (19).  
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Als Quelle des ORF2 wurde das Plasmid pJM101 RP verwendet, dessen L1 Element dem 

1999 von Kimberland ML u.a. klonierten L1 RP entspricht. Die Nucleotidsequenz 

entspricht zu 99,9 % der Sequenz der aktiven humanen LINE-Elemente und besitzt die 

Fähigkeit zu hochfrequenten Retrotranspositionsvorgängen in Helazellkultur (72). Da das 

L1-RP das aktivste und die natürlichen Verhältnissen am besten widerspiegelnde der bisher 

klonierten L1 Elemente ist (72), wurde es hier verwendet. 

 

Die Vorbereitung des adenoviralen Vektors erfolgte bis zu dem vorne aufgeführten 

Konstrukt.  

Parallel hierzu wurden nichtvirale Transfektionen mit Calciumphosphatpräzipitation (73), 

liposomalen, lipid- (92, Fugene(59)) und polymervermittelten (PEI, Polyfect) Verfahren als 

chemische sowie physikalische Methoden (Elektroporation (150)) durchgeführt. Die 

Effektivität nichtviraler Vektorsysteme wird durch vielfältige Faktoren, u.a. Eigenschaften 

des Transfektionsreagenz, insbesondere des DNS/Reagenzkomplexes sowie der 

Transfektionszeit (69, 148) und Interaktionen mit weiteren Komponenten (69) beeinflusst. 

Auch in der Literatur zeigen die unterschiedlichen Reagenzien in verschiedenen Protokollen 

eine erheblich variierende Transfektionseffizienz, so dass die Optimierung der 

Transfektionsbedingungen individuell erfolgen muß.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte Fugene die höchste Transfektionseffizienz, von den hiermit 

transfizierten Zellen zeigten HELA Zellen die höchste Transfektionsrate, gefolgt von PAE-

Zellen und Huh7-Zellen (110). Da im Vordergrund der Arbeit die Auswirkung des ORF2s 

auf die Angiogenese und damit der Endothelzellen steht, wurden für die weiteren Versuche 

die PAE-Zellen ausgewählt. Diese Zellinie ist als Modell für in-vitro Studien der 

Endothelzellfunktion geeignet (91), die Übertragung der Aussagen aus tierischen Zellen auf 

humane Verhältnisse muß jedoch kritisch überdacht werden. Als optimaler Zeitpunkt, um 

ein hohes Expressionslevel bei möglichst geringer Zelltoxizität zu erzielen, wurde für die 

weiteren Versuche 48 h nach der Transfektion festgelegt. Für PAE Zellen konnte somit ein 

gutes nichtvirales Transfektionssystem als Ausgangspunkt weiterer Versuche etabliert 

werden. 

 

Wie in der Literatur beschrieben und in den Versuchen der Arbeit bestätigt, ließen sich 

primäre humane Endothelzellen (HDMEC) mit dieser Methode nicht effizient transifizieren 
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(140, 65, 71). Auch HBMEC (human brain microvaskular endothelial cells) als eine andere 

primäre Zellinie zeigten hier nach nichtviralem Gentransfer sehr niedrige Transfektionsraten 

sowie unter den Transfektionsreagenzien (PEI, Fugene) degenerative Zellveränderungen.  

Für Versuche in diesen Zellen stehen weiterhin die Strategien des viralen Infektionsmodus 

auf der Basis des hier vorbereiteten Konstruktes im Vordergrund. 

 

 

5.2 Subzelluläre Lokalisation des ORF2  

Während ein zytoplasmatischer Nachweis des ORF1 Proteins in verschiedenen Zelltypen 

(151) gelang, konnte mangels eines geeigneten Antikörpers bisher weder in vivo noch in 

vitro das ORF2 Protein dargestellt und somit eine in vivo Translation als Grundlage 

biologischer Aktivität nicht bewiesen werden. Mit der Entwicklung des spezifischen 

L1EnIgγ Antikörpers, der die Endonukleasendomäne des ORF2 erkennt, gelang im Vorfeld 

dieser Arbeit erstmalig die immunhistochemische Darstellung des ORF2 sowie die für die 

Retrotransposition erforderliche Koexpression beider Proteine (151). 

Durch die hier optimierte Immunfluoreszenzfärbung, die eine sehr spezifische Färbung 

durch eine exakt auf die Antikörper abgestimmte Blockierlösung ermöglicht, konnten im 

Rahmen dieser Arbeit erstmalig die immunhistochemischen Aussagen ergänzt werden (Cell 

Type-specific Expression of LINE-1 Open Reading Frames 1 and 2 in Fetal and Adult 

Human Tissues, The Journal of Biological Chemistry, March 31, 2004, S Ergün. Ch 

Buschmann, J Heukeshoven, K Dammann, F Schnieders, H Lauke, F Chalajour, N Kilic, W 

H. Strätling and G G. Schumann). 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Immunfluoreszenzfärbungen der Zellen nach ORF2 

Transfektion (Abb 15) zeigen gegenüber der schwachen Hintergrundfärbung der 

nichttransfizierten und pCEP4 transfizierten Zellen eine deutlich höhere Intensität. Die 

Durchführung der erforderlichen Kontrollen zeigte die Spezifität der Färbung für den ORF2. 

Zellen, die mit einem inaktiven L1 transfiziert wurden, zeigten eine vergleichbare 

Anfärbung wie pCEP4 transfizierte Kontrollzellen. Toxische Phänomene, bedingt durch 

überexprimiertes ORF2 Protein oder eine aktivierte Retrotransposition, konnten so als 

Ursache der stärkeren Färbung ausgeschlossen und die Signale als spezifische Interaktion 

des ORF2 mit dem Antikörper bestätigt werden (151). Ob das erhöhte ORF2 
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Expressionslevel alleine durch dass Expressionsplasmid bedingt war und inwieweit 

endogene Aktivierungen oder andere Epiphänome eine Rolle spielen, bleibt zu untersuchen. 

Die Hintergrundfärbung der nichttransfizierten und pCEP4 transfizierten Zellen ist auf die 

endogene physiologische ORF2 Expression zurückzuführen. Der direkte Vergleich basaler 

ORF2 Expressionslevel in unterschiedlichen Zelltypen sowie verschiedenen 

Differenzierungs – und Proliferationsstadien einzelner Zellen kann wichtige funktionelle 

Hinweise liefern. 

 

Interessante Aspekte hierzu finden sich bei der Färbung des adulten humanen 

Testisgewebes, in der die frühen unreifen Stadien der Spermatogenese keine ORF2 

Expression zeigen, während ab dem Differenzierungsgrad der Spermatozyten II so wie in 

fetalen Präspermatogonien der ORF2 Nachweis gelang. Ob L1 Proteine eine Bedingung für 

die Keimzellbildung und somit die Evolution darstellen (151), oder lediglich als Ausdruck 

der zunehmenden Zelldifferenzierung oder gar als unbedeutende Nebenprodukte zu 

verstehen sind, wird Aspekt zukünftiger Forschung sein.   

Es konnte weiter gezeigt werden, dass der ORF2 auch in einigen somatischen Zellen,  

insbesondere Endothelzellen reifer, weniger in unreifen Blutgefäßen exprimiert wird. Um 

dies zu untersuchen, wurden hier HDMEC-Zellen mit Wachstumsfaktoren (VEGF und 

FGF) stimuliert und so die Verhältnisse proliferierender Endothelzellen simuliert, um 

anschließend die ORF2 Expression in ruhenden und aktiven Zellen zu vergleichen. Die 

Stimulation mit Wachstumsfaktoren ist eine etablierte Methode, um eine angiogene 

Reaktion von Zellen  bis hin zur Vaskularisierung von Implantaten im Tierversuch (131) zu 

provozieren (79). Gemäß den vorausgegangenen Ergebnissen ist nach 

Wachstumsfaktorstimulation eine niedrigere Expression des ORF2 zur erwarten, dies wurde 

bestätigt (4.3.6 +7). Das Expressionslevel des ORF2 sank proportional zur Menge der 

stimulierenden Wachstumsfaktoren. Unter der maximalen Stimulation mit 50 ng/ml VEGF 

und 25 ng/ml FGF konnte ORF2 schließlich nur sehr schwach dargestellt werden, es kam zu 

einer bemerkenswerten Absenkung des kompletten Hintergrundes, also des endogenen 

ORF2 Levels. Die Abhängigkeit des ORF2 vom Proliferationsgrad endothelialer Zellen 

wurde somit gezeigt, für differenzierte Aussagen ist eine Optimierung des Versuchaufbaus 

erforderlich.  
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Als Ausblick für weitere Versuche ist dieser Aspekt sehr interessant, denn so ist es möglich, 

endogenes ORF2 zu supprimieren und Transfektionsversuche ohne endogene Beeinflussung 

und ohne die  basale Hintergrundfärbung durchzuführen. 

 

Ob und inwieweit L1-Elemente einen Einfluß auf die Regulation der 

Vaskulogenese/Angiogenese haben, ob eine vermehrte Expression mit einer Reifung von 

Endothelzellen, bzw. einer erhöhten Stabilität der Gefäße einhergeht oder zum „angiogenic 

switch„ und so zu einer erneuten Angiogeneseaktivität beiträgt, wird in der Zukunft gezeigt 

werden. Klinische Ansatzpunkte hierfür sind in der antiangiogenen Tumortherapie zu finden 

(151). Essentiell hierzu sind weitere Erkenntnisse hinsichtlich der Rolle der L1 

Retrotransposons in malignen Prozessen. In zahlreichen Tumoren sowie vielen 

Tumorzellinien konnten aktive L1 Elemente dargestellt werden. Ob die genomische 

Instabilität durch Retrotransposition - z.B. in Form der Aktivierung von Onkogenen oder 

Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen - einen frühen Schritt der Karzinogenese darstellt, 

Malignität bedingt oder begleitet, und inwieweit hier eine selektiver Prozeß vorliegt, kann 

zu diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden.  

 

Zu vergleichen bleibt darüber hinaus das Verhalten der L1 Retrotransposons in Keimzellen 

und somatischen Zellen. 

 

Nachdem in dieser Arbeit durch Immunfluoreszenzfärbungen erstmalig der ORF2 gezeigt 

und zytoplasmatisch lokalisiert wurde, gelang darüber hinaus mittels konfokaler 

Mikroskopie als Methode der nichtinvasiven dreidimensionalen Strukturauflösung 

mikroskopischer Objekte eine fokale Darstellung des ORF2 sowohl zytoplasmatisch als 

auch erstmals im Nukleus der Zellen. Hieraus lassen sich neue funktionelle Aspekte des 

ORF2 erahnen. Nach der Identifikation der Proteinstruktur ist die subzelluläre Lokalisation 

ein wichtiger Hinweis auf die physiologische Bedeutung und Funktion eines Proteins. 

Durch weitere Quantifizierung und Analyse von Wechselwirkungen sowie des biologischen 

Netzwerkes wird die Funktion des ORF2 zukünftig weiter definiert werden. 

Der Nachweis des ORF2s mit den drei Domänen einer aminoterminalen 

Endonucleasedomäne (EN), einer zentralen Reversen Transkriptasedomäne (RT) und einer 

COOH-terminalen Zinkfingerdomäne im Zellkern lässt weitere Schlüsse auf eine aktive, 

direkte genregulatorische Komponente zu. Auch kann diese nukleäre Darstellung des ORF2 
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zur Klärung der von Ostertag gestellten Fragen, u.a. des - aufgrund der bisher nicht 

erfolgten Kernlokalisation - fraglichen Kernimportes sowie der vermuteten Formation eines 

Ribonukleoproteinkomplexes, beitragen (105). 

Auch hier wäre ein Vergleich der qualitativen und quantitativen nukleären Lokalisation in 

verschiedenen Zelltypen und ihren Differenzierungsstadien von Interesse. 

 

 

5.3 Weitere Expressionsanalysen 

 

Darstellung der Proteinexpression im Western Blot 

Während die Darstellung des ORF2 im Zellverband gut möglich ist, konnten weitergehende 

Informationen auf der Basis von Western Blot-Analysen im Rahmen dieser Arbeit nicht 

gewonnen werden. Unter optimierten Bedingungen konnte in sämtlichen Versuchen 

allenfalls ein sehr schwaches Signal gewonnen werden.  

 

Außer der zu analysierenden systematischen Fehler sind weitere Ursachen für den 

unzureichenden Nachweis des ORF2 Proteins denkbar. Durch die physikalischen und 

chemischen Einwirkungen im Rahmen des Versuchablaufes kommt es zu 

Proteinmodifikationen/ Denaturierung der Antigene. Diese sowie 

Konformationsänderungen bei der Immbolisierung der Proteine auf der Membran 

beeinflussen die spezifische Antigen – Antikörper – Interaktion, als Folge verhindert die 

Reduktion oder sogar der komplette Verlust der Bindungsfähigkeit des Antikörpers die 

Darstellung des ORF2 Proteins.  

 

Untersuchung der RNS-Expression 

Desweiteren wurden Experimente auf RNS-Basis durchgeführt. Hier wurde versucht, die 

Auswirkung der L1 Retrotransposons auf die Angiogenese aus einem anderen Blickwinkel 

darzustellen. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass Stimulation mit den 

Wachstumsfaktoren VEGF und FGF zu einer Abnahme der ORF2 Expression führt, nun 

soll die Folge einer Überexpression von L1 in PAE- Zellen auf das Verhalten der 

Wachstumsfaktoren, zunächst VEGF, untersucht werden.  

In diesem Experiment ist die Tendenz ablesbar, dass L1 die VEGF Transkription induziert. 

L1 transfizierte Zellen zeigen gegenüber nichttransfizierten Zellen ein deutlich, im 



Diskussion 

 

 
 
 

100 

Vergleich mit backbone transfizierten Zellen ein leicht erhöhtes VEGF Level. Da VEGF ein 

wichtiger Angiogeneseaktivator ist, könnte z.B. in der Induktion dieses Faktors ein Einfluß 

des L1 auf die Angiogenese begründet sein.  

Um weitere qualitative und quantitatve Aussagen zur Induktion der Wachstumsfaktoren zu 

gewinnen sowie als Diskriminierung zur endogenen Produktion, wäre ein niedrigeres 

VEGF-Basislevel wünschenswert. Das zeigt, dass PAE-Zellen aufgrund ihrer hohen VEGF-

Expression nicht optimal für die Untersuchung von VEGF-Effekten geeignet sind. 

  

Zu diskutieren bleibt, ob die VEGF-Induktion ein L1 spezifischer Effekt ist, oder ob z.B. 

alleine die Transfektion zu einer Veränderung des Wachstumsfaktormusters führt. Bestätigt 

sich der Einfluß von L1 auf die Angiogenese über die Modulation der Aktivatoren, muss die 

Rolle der einzelnen Proteine (ORF1 und ORF2) weiter differenziert werden. Hierzu kann 

auf den im Rahmen dieser Arbeit vorbereiteten adenoviralen Vektor zurückgegriffen 

werden.  

 

Ob sich die Aussagen der Expressionsversuche mit dem L1 Plasmid auf die physiologischen 

Verhältnisse im Organismus übertragen lassen, bleibt zu diesem Zeitpunkt offen. Durch hier 

etablierte Transfektionsprotokolle ist eine hohe L1 Aktivität produzierbar, mit der zukünftig 

weitere funktionelle Aspekte untersucht werden können.  

 

Als Promotor wurde hier der starke humane Cytomegalievirus (CMV)-Promotor eingesetzt, 

durch den ein hohes ORF2 Level exprimiert wird. Die endogene Expression des ORF2 wird 

durch die basale Aktivität des zell/endothelspezifischen Promotors bestimmt. L1 Elemente 

besitzen eine 5’UTR mit einem ungewöhnlichen internen, CpG reichen Promotor, der bisher 

noch nicht vollständig charakterisiert werden konnte (135).  

Vermittelt der L1 spezifische Promotor eine geringe Transkriptionsinitiation, wird in vivo 

kein hohes Expressionsniveau des ORF2 und somit keine funktionelle Relevanz erreicht. Es 

liegt jedoch nahe, dass auch hier vor - sowie  nachgeschaltete Enhancer, bzw. Silencer, 

weitere spezifische, aber auch unspezifische Transkriptionsfaktoren, insbesondere durch die 

Bindung an eine identifizierte Region im 5'UTR (104), und genomische 

Lokalisationsphänomene von Bedeutung sind. Die Lokalisation der Integration (83) kann 

unterschiedliche Aktivitätsgrade der L1 Elemente zufolge haben und so die 
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unterschiedlichen Basislevel in verschiedenen Zelltypen erklären. Inwieweit es sich hierbei 

um selektive Prozesse handelt, bleibt zu klären.  

Über eine Beeinflussung der zu identifizierenden Transkriptionsaktivatoren ließe sich die 

L1 Expression in vivo erhöhen. Dies wäre vorteilhaft gegenüber der exogenen 

Genaktivierung, um unerwünschte Effekte wie etwa ein transcriptional silencing des CMV 

Promoters zu umgehen. 

  

5.4. Ausblick 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein effektives nichtvirales Transfektionssystem 

für L1 etabliert sowie ein adenoviraler ORF2 - Vektor vorbereitet werden. 

      

Zur Optimierung der experimentellen Systeme 

Mittlerweile stehen weitere nicht-virale Gentransfermethoden für primäre menschliche 

Endothelzellen zur Verfügung.  

Als Alternative zur herkömmlichen  Klonierungsstrategie des adenoviralen Vektors  bietet 

sich zur Überwindung von Klonierungsschwierigkeiten die Verwendung des AdenoQuickTM 

Cloning Systems an. Dieses System stellt ohne weitere Zwischenklonierungsschritte eine 

schnelle und zu 99% effiziente Möglichkeit der Herstellung von großen 

Adenovirusgenomen dar (26). 

Die Entwicklung  nicht-viraler, aber trotzdem sehr effizienter Gentransfermethoden von 

primären menschlichen Endothelzellen schreitet voran.  

Ein vielversprechender  Ansatz ist die Anwendung eines elektrischen Feldes in Form eines 

Elektroporationschips (86). Die Elektroporation (85, 62) wird zur Transformation von 

Bakterien schon länger und auch im Rahmen dieser Arbeit mit sehr guten Ergebnissen 

angewendet. Eine Kombination aus speziellen elektrischen Parametern und spezifischen 

Lösungen stellt die Nukleofektion dar, die unter schonenden Bedingungen die DNS direkt 

in den Nukleus freisetzt (122, 57, 67). 

Auch die Weiterentwicklung von kationischen Polymeren lässt auf eine Transfizierbarkeit  

von primären Zellen hoffen. Eine effiziente Transfektion von primären Endothelzellen 

wurde mit Polyethylenimine (PEI) berichtet (149). Dies konnte jedoch im Rahmen dieser 

Arbeit nicht erzielt werden. Aber auch hier gibt es neue Erfolge, die Transfektionseffizienz 

dieses Reagenz durch die Kombination mit der neuen Technik der Magnetofection von 1.3  

auf 38.7%  zu erhöhen (78). 
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Die Kombination von Mittel- und Langketten kationischen Lipiden führte zu einer 30-

fachen Transfektionsrate  von menschlichen HUVEC-Zellen (145). 

Aber auch vollkommen neue Konzepte wie z.B. ein durch Antikörper gerichteter 

Gentransfer in die Endothelzellen verspricht verbesserte Transfektionsraten von primären 

Zellen in vitro (139). Der begrenzten Passagefähigkeit primärer Zellkulturen versuchen 

Shao et al 2004 durch eine Immortilisierung der Zellen mittels des humanen Telomerase 

katalytischen Proteins (hTERT) zu begegnen und somit ein geeignetes in vitro Modell zu 

entwickeln (128). Dieses Enzym Telomerase verhilft auch Tumorzellen zu ihrer 

unbegrenzten Replikationsfähigkeit (128), indem sie der Verkürzung von Telomeren 

entgegenwirkt.  

 

Dieses stellen neue Ansätze gentherapeutischer Strategien dar, um zukünftig die 

limitierenden Bedingungen der nichtviralen Transfektionseffizienz zu überwinden. Eine 

Verwendung von Alternativstrategien war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich. 

 

 

Nach der Bereitstellung eines geeigneten Transfektionssystems gelang hier erstmalig die 

subzelluläre Lokalisation mittels eines neuen, spezifischen Antikörpers in einer 

Immunfluoreszenzfärbung, die die fokale zytoplasmatische sowie nukleäre Lokalisation des 

ORF2 durch konfokale Mikroskopie zeigt. Auf der Basis dieser Informationen wurden erste 

Versuche einer funktionellen Charakterisierung des ORF2 durchgeführt, in denen sich über 

die Beeinflussung der endothelialen Wachstumsfaktoren ein enger Bezug zur Angiogenese 

vermuten sowie eine Abhängigkeit der Expressionslevel vom Differenzierungs- und 

Proliferationsstadium der Zelle darstellen lässt. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen, dass der Wahl der zellulären Testsysteme eine 

wesentliche Bedeutung zukommt. Dabei nehmen die Parameter endogene Expression, 

Wachstumsfaktor Expressionsprofile (VEGF, FGF, etc.), Zellmorphologie und –interaktion 

(2D Kultur, 3D-Kultur) eine wichtige Rolle ein. Hier stehen mittlerweile spezialisierte 

Arraysysteme für RNA und Protein Expressionsprofiling zur Verfügung Weitere 

Möglichkeiten bieten sich in ex vivo Systemen perfundierter primärer Gefäßabschnitte 

(144).  
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Diese Daten können zukünftig als Grundlage weiterer Studien zum Verständnis der 

funktionellen Bedeutung sowie des Spektrums der Genregulation durch L1 Elemente 

beitragen. Viele Aspekte, u.a. die Bedeutung der einzelnen Proteine ORF1 und ORF2 sowie 

ihre gegenseitigen Wechselwirkungen, bleiben zu analysieren. Sollte sich die Vermutung 

der genregulatorischen Komponente bestätigen, steht hiermit ggf. zukünftig ein neuer 

vielversprechender Ansatz der antiangiogenen Tumortherapie zur Verfügung. Schon 

aufgrund der quantitativen Bedeutung mit einem Anteil von ca. einem Fünftel des 

menschlichen Genoms wird die Analyse der L1 Elemente auch in der Zukunft von großem 

Interesse sein. 
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6. Zusammenfassung 

 

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das ORF2-Protein der L1 Retrotransposons, das bisher 

mangels eines geeigneten Antikörpers weder in vitro noch in vivo dargestellt und folglich 

in seiner funktionellen Bedeutung nicht geklärt werden konnte. 

 

Nachdem im Vorfeld der Arbeit mit der Entwicklung des spezifischen L1Enigγ 

Antikörpers erstmalig die immunhistochemische Darstellung des ORF2 gelang (9), wurden 

im Rahmen dieser Promotionsarbeit ein effizientes nichtvirales Transfektionssystem für 

das L1-ORF2 Protein in Endothelzellen (PAE) etabliert sowie ein adenoviraler Vektor zur 

Infektion primärer humaner Endothelzellen vorbereitet. Nach Optimierung einer 

Immunfluoreszenzfärbung gelang die sehr spezifische und präzise Darstellung des ORF2. 

 

Desweiteren konnte mittels konfokaler Mikroskopie die fokale Darstellung des ORF2 

sowohl im Zytoplasma als auch erstmalig im Zellkern gezeigt werden. Hieraus lassen sich 

wichtige funktionelle Aspekte zur weiteren Charakterisierung der genrergulatorischen 

Komponente ableiten.  

 

Auf der Basis des geeigeneten Gentransfersystems sowie der spezifischen Darstellung des 

ORF2 durch Immunfluoreszenz konnten erste Analysen, eine mögliche Interaktion des 

ORF2  und angiogenetischer Aktivität nachzuweisen,  durchgeführt werden.  

Human primäre Endothelzellen zeigten hier eine endogene ORF2 Expression. Unter 

Stimulation mit Wachstumsfaktoren (FGF/VEGF) konnte ein deutlicher Rückgang des 

ORF2 Levels beobachtet werden.  

Desweiteren wurden erste Analysen auf Protein und RNA -  Ebene begonnen, in denen die 

Tendenz ablesbar ist, dass L1 die VEGF Transkription induziert.  

 

Es konnte ein erster Zusammenhang zwischen dem ORF2 und der Angiogenese auf Ebene 

der Wachstumsfaktoren gezeigt werden. Weitere experimentelle Studien werden zukünftig  

zeigen, ob die quantitative Bedeutung der L1 Retrotransposons ein qualitatives Korrelat 

aufweist. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb.       Abbildung 

Ad       Adenovirus 

ANG      Angiopoetin 

AK      Antikörper 

APC      Adenomatöse Polyposis coli 

Bp      DNS Basenpaar 

C      cysteine rich motif 

CAR       coxsackie- and adenovirus receptor 

CEACAM 1  carcinoembryonic antigen-related cellular 

adhesion molecule 1 

CIP calf intestinal mucosa alkaline phosphatase 

CMV Cytomegalievirus 

DAPI  4`, 6-Diamidino-2-phenylindol 

DNA (DNS)   deoxyribonucleicacid (Deoxyribonukleinsäure) 

cDNS  komplementäre DNS 

dNTPs   Deoxyribonukleotide 

DR  direct repeat 

EN  Endonuklease 

FCMD Fukuyama Muskeldystrophie 

FCS fetal calf serum, fötales Kälberserum 

FGF  fibroblast growth factor 

GFP (EGFP) green fluorescent protein (enhanced GFP)  

HBMEC human brain microvascular endothelial cells  

HDMEC human dermal microvascular endothelial cells 

HIF-1α hypoxia-inducible factor 1α 

IRES  internal ribosomol entry site 

IS  Insertionssequenzen 

L1 (LINE 1)  long interspersed nuclear elements 1 

LTR long terminal repeats 

ml Milliliter  

mg Milligramm 
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MOI multiplicity of infection, Viruspartikel pro 

Zelle 

MMP  matrix metallo proteinases 

ORF1, 2  open reading frame 1,2 

PBS phosphate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PDGF platelat derived growth factor 

µ      Mikro 

RNA (RNS)  ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

Rpm rounds per minute 

RT reverse transcriptase 

SINE short interspersed nuclear elements 

TE transposable elements 

TGF transforming growth factor 

TPRT target primed reverse transcription 

TSD target site duplication 

U Unit (s) 

UTR untranslated region 

VEGF vascular endothelial growth factor 
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