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1. Zusammenfassung 
 

Bei Patienten, die mit dem humanen Immundefizienzvirus-1 (HIV-1) infiziert sind, kommt es 

häufig zu krankhaften Veränderungen des Endothels, die zu einer Fehlfunktion des 

Gefäßsystems führen. Klinischer Ausdruck dieser als acquired immune deficiency syndrome 

(AIDS)-assoziierten Vaskulopathie bezeichneten Veränderungen sind Schädigungen des 

Aortenendothels, die mit einer erhöhten Adhäsion mononukleärer Zellen an das Endothel 

einhergehen, Defekte der Blut-Hirn-Schranke, die zur Entstehung von Demenz beitragen, sowie 

das Kaposi-Sarkom (KS), das durch eine sehr starke Extravasation von T-Zellen und Monozyten 

gekennzeichnet ist.  

 

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass das regulatorische HIV-1-Tat-Protein und das 

inflammatorische Zytokin TNF-� synergistisch die Adhäsion der promonozytären Zelllinie U937 

und von PBMZ an humane mikrovaskuläre Endothelzellen (HMVEZ) erhöht. Die 

adhäsionsfördernde Wirkung wurde selektiv bei HIV-1-Tat beobachtet, andere virale Proteine 

des HIV-1, wie Negativfaktor (Nef) und das Glykoprotein gp41, hatten keinen Einfluss auf die 

Adhäsion. Anhand zellspezifischer Marker wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat in periphere 

mononukleäre Blutzellen (PBMZ) spezifisch die Adhäsion von Monozyten und T-Zellen erhöhte, 

jedoch nicht von B-Zellen. Intravital-mikroskopische Untersuchungen an der Maus bestätigten in 

vivo, dass HIV-1-Tat und TNF-� synergistisch die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel 

erhöhten.  

 

HIV-1-Tat reguliert die Expression einer großen Anzahl zellulärer Gene. Diese Fehlregulation 

durch HIV-1-Tat könnte an der Enstehung der AIDS-assoziierten Vaskulopathie beteiligt sein. Im 

zweiten Teil dieser Arbeit wird die parakrine Wirkung von HIV-1-Tat auf die Genexpression in 

Monozyten mittels der suppressed subtractive hybridization (SSH)-Methode untersucht. Hierbei 

wurde O-linked N-Acetylglucosamine-transferase (OGT) als Gen identifiziert, dessen Expression 

durch HIV-1-Tat unterdrückt wird. Bisher ist bekannt, dass OGT ein Repressor der basalen 

Transkription und der SP-1-regulierten Transkription ist. 

 

Die Expression von OGT wurde sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene durch 

HIV-1-Tat und VEGF121 gehemmt, wobei die Regulierung über den VEGF-Rezeptor Flt-1 

vermittelt wurde. Weitere Faktoren wie inflammatorische Zytokine (TNF-�, IL-1�, IFN-� und IL-

2), angiogene Wachstumsfaktoren (bFGF und VEGF165) und Chemokine (IL-8, MIP-1�, IP-10, 

MCP-1 und SDF-1�) hatten keine hemmende Wirkung auf die OGT-Expression. Die schnelle 

 



Zusammenfassung                             2                       

Abnahme von intrazellulärem OGT-Protein wurde weder durch lysosomale Proteasen noch 

durch Proteasen des Proteasoms verursacht. Expressionsstudien an PBMZ von fünf 

verschiedenen Probanden zeigten, dass bei zwei Probanden die OGT-Konzentration durch HIV-

1-Tat zunahm, bei zweien nahm sie ab und bei einer Person gab es keine Veränderung.  

 

Diese Ergebnisse belegen, dass HIV-1-Tat entscheidend an der Entstehung der AIDS-

assoziierten Vaskulopathie, insbesondere von KS, beteiligt sein könnte. Die Repression von 

OGT durch HIV-1-Tat könnte die weitreichende Wirkung des HIV-1-Tat-Proteins auf zelluläre 

und virale Gene erklären. 
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2. Einleitung 
 

Das erworbene Immunschwäche-Syndrom acquired immune deficiency syndrome (AIDS) wurde 

1981 zum ersten Mal bei homosexuellen Männer mit schweren opportunistischen Infektionen 

beschrieben. 1983 gelang es den Arbeitsgruppen von Luc Montagnier am Pasteur-Institut in 

Paris und von Robert C. Gallo am National Cancer Institut in Bethesda, USA, aus Lymphozyten 

von AIDS-Patienten das humane Immundefizienzvirus (HIV) zu isolieren. AIDS hat sich in Teilen 

Afrikas, Indiens und Südostasiens zu einer Pandemie entwickelt. Heute sind nach Schätzungen 

der WHO  42 Millionen Menschen HIV-1 infiziert (UNAIDS/WHO, 2002). 

 
2.1. Der Aufbau von HIV-1  
 

HIV-1 und das eng verwandte HIV-2 gehören zu den Lentiviren, einer Unterfamilie der 

Retroviren. HIV-1-Viruspartikel sind im Durchmesser ca. 100 nm groß und enthalten im Innern 

das Kapsid mit p24-Antigenen, in dem sich zwei Kopien einer 9 kb großen einzelsträngigen RNA 

befinden, die als Komplex mit den p7-Nukleokapsidproteinen vorliegen (Abb. 1). Im Kapsid 

befinden sich zudem weitere Enzyme wie z.B. die reverse Transkriptase, Protease und 

Integrase, die HIV-1 für seine Vermehrung benötigt. Das Kapsid ist über das p6-Linkprotein mit 

der äußeren Hülle, die von einer Lipidmembran gebildet wird, verbunden. In diese Hülle ist das 

Protein gp41 integriert. An der viralen Oberfläche bindet das Protein gp120 an gp41.  

 

Für die Replikation benötigt das Virus im wesentlichen drei Gene: gag, pol und env. Die gag und 

env Gene kodieren das Nukleokapsid und die Glykoproteine der Virushülle, das pol Gen kodiert 

für die Enzyme. Das Virus enthält zusätzlich noch akzessorische Gene, wie z.B. Negativfaktor 

(Nef) und viral protein rapid (Vpr), die aber für die Virusreplikation nicht unbedingt erforderlich 

sind. Der Transaktivator der Transkription (Tat) und regulator of expression of virion (Rev) sind 

hingegen regulatorische Proteine, die die Transkription von HIV-DNA in RNA, deren Elongation 

und den Transport vom Zellkern ins Zytoplasma fördern. 

 

Bei der Infektion von T-Zellen und Monozyten/Makrophagen bilden gp120 und gp41 mit dem 

CD4-Rezeptor einen Komplex auf der Zelloberfläche. Nachfolgend fusioniert die Virushülle mit 

der Plasmamembran. Beide Vorgänge sind von der Wechselwirkung von Korezeptoren auf der 

Membran der Wirtszelle mit gp120 abhängig. Makrophagentrope-HIV-1-Stämme  benötigen die 

Chemokinrezeptoren (CCR) CCR-5 und CCR-3 (Ghorpade et al., 1998) als Korezeptoren für die 
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Infektion von Monozyten/Makrophagen. Lymphotrope-HIV-1-Stämme infizieren Lymphozyten 

über CXC-Chemokin-Rezeptor-4 (CXCR-4) als Korezeptor (Feng et al., 1996).  

Nach der Membranfusion entleeren sich das Kapsid und die Matrixproteine in das Zytoplasma. 

Die anschließende reverse Transkription von viraler RNA in provirale DNA im Zytoplasma der 

Wirts-Zelle geschieht durch das Enzym reverse Transkriptase. Nach dem Transport der 

proviralen DNA und den daran gebundenen viralen Proteinen als sogenannnter Prä-

Integrationskomplex in den Zellkern erfolgt durch die virale Integrase der Einbau in das zelluläre 

Genom, was die Voraussetzung für die Synthese neuer Virionen ist. Die Bildung neuer 

Viruspartikel erfolgt zunächst an der Innenseite der Zellmembran. Nach Fertigstellung des 

Kapsids kommt es zum Austritt aus der Zelle, wobei die Zellmembran der Wirtszelle die äussere 

Hülle von HIV-1 bildet.  

 
 

 
 
 
Abbildung 1: Aufbau des humanen Immunschwächevirus Typ-1. Im Inneren des 

Viruspartikels befinden sich zwei Kopien der HIV-1-RNA, die im Komplex mit den p7-

Nukleokapsidproteinen vorliegen, sowie Enzyme wie z.B. die reverse Transkriptase, Protease 

und Integrase. Die Enzyme und die RNA sind von einer Kapsidhülle bestehend aus p24-

Kapsidproteinen umgeben. Das Kapsid ist über das p6-Linkprotein mit der Hüllmembran 

verbunden, deren Innenseite mit einer Schicht p17-Membranproteinen ausgekleidet ist. In die  
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Hüllmembran ist das transmembrane Glykoprotein gp41 eingebettet, welches mit dem externen 

Glykoprotein gp120 verbunden ist.  

 

2.2. Endothelzellschädigungen bei HIV-1-infizierten Patienten  
 

Bei der AIDS-assoziierten Vaskulopathie handelt es sich um eine systemische Störung des 

Endothelverbandes (Calabrese et al., 1989), die sich in unterschiedlichen klinischen 

Erscheinungsformen manifestieren kann. Dabei handelt es sich um systemische 

Endothelschädigungen, die sich besonders auffällig am Endothel der Aorta mit zahlreichen 

adhärenten mononukleären Zellen (Zietz et al., 1996) äußern. Auch im Zentralnervensystem 

(ZNS) wurden Veränderungen auf Grund einer Fehlfunktion der Blut-Hirn-Schranke (BHS) 

beobachtet (Petito and Cash, 1992). Der offensichtlichste klinische Marker in der AIDS-

assoziierten Vaskulopathie ist das Kaposi-Sarkom (KS), ein angio-proliferativer Tumor mit 

zahlreichen infiltrierten Monozyten und T-Zellen (Übersichtsartikel (Stürzl et al., 2001)). Aber 

auch die Mikrovaskulatur des Augenhintergrunds (Geier et al., 1993; Holland et al., 1983), der 

Niere (Rao et al., 1984) und des Nagelfalz' (Xiu et al., 1991) ist bei HIV-1-Infizierten deutlich 

verändert. 

 

Durch die Behandlung von HIV-1-infizierten Patienten mit der hochaktiven antiretroviralen 

Therapie (HAART) konnte deren Lebenserwartung deutlich erhöht werden (Medrano et al., 

1998; Passalaris et al., 2000; Powderly, 2002), dies ist jedoch mit Nebenwirkungen wie 

Dyslipidämie und Diabetes verbunden. Daneben stieg bei den infizierten Patienten die 

Häufigkeit von Gefäßerkrankungen. So stieg zum Beispiel die Zahl der an kardiovaskulären 

Erkrankungen verstorbenen AIDS-Patienten auf 10% (Bonnet et al., 2002), und bei 75% der an 

Dyslipidämie erkrankten AIDS-Patienten tritt Atherosklerose (Acevedo et al., 2002) und eine 

erhöhte Rate an pulmonaler Hypertension (Pellicelli et al., 2001) auf.  

 

Wahrscheinlich sind die kardiovaskulären Manifestationen während einer HIV-1-Infektion auf 

das Virus zurückzuführen (Neumann et al., 2002). Opportunistische Erkrankungen bei 

auftretender Immunschwäche, aber auch HAART durch seine Nebenwirkungen, können 

verstärkend dazu beitragen (Neumann et al., 2002; Passalaris et al., 2000). 

 

Allen diesen Erscheinungsformen der AIDS-assoziierten Vaskulopathie ist gemeinsam:  

(1) Veränderungen der Endothelzellschicht, die sich in einer verstärkten Gefäßpermeabilität 

äußert, was im Falle des KS zur begleitenden Ödembildung führt (Ziegler, 1993). 
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(2)  Eine erhöhte Proliferationsaktivität der Endothelzellen. Dies kann entweder eine 

Regenerationsreaktion für Bereiche darstellen, in denen die Endothelzellen abgestorben 

sind, oder im Falle des KS zu tumorigenem Wachstum führen (Ensoli et al., 2001; Zietz et 

al., 1996).  

(3) Eine erhöhte Adhäsionskompetenz des Endothels für mononukleäre Zellen, was aufgrund 

von sezernierten Faktoren durch mononukleäre Zellen zu Endothelzellschädigungen führt 

(Lafrenie et al., 1997; Zietz et al., 1996) und für eine mögliche Ausbreitung der HIV-1-

Infektion ins ZNS und von HHV-8 in die KS-Läsionen ausschlaggebend sein könnte 

(Hurwitz et al., 1994; Perry et al., 1994). 

(4) Die Gefäßschädigungen sind auf eine chronische Aktivierung des Endothels 

zurückzuführen.  

 

In den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten pathologischen Erscheinungsbilder der 

AIDS-assoziierten Vaskulopathie vorgestellt. Es handelt sich dabei um Schädigungen der 

Aorten, der Blut-Hirn-Schranke, sowie das Kaposi-Sarkom.  

 

2.2.1.  Pathomorphologische Veränderungen des Aortenendothels bei HIV-1-infizierten 
Personen 

 

Am Aortenendothel von HIV-1-infizierten Patienten wurde eine chronische Aktivierung und 

massive Zerstörung des Endothels nachgewiesen (Zietz et al., 1996). Während das 

Aortenendothel einer nicht infizierten Person eine regelmäßige, kopfsteinpflasterartig 

angeordnete Struktur mit isomorphen Zellkernen aufwies ((Zietz et al., 1996), (Abb. 2, A)), 

wurden im Endothel HIV-1-infizierter Patienten große Löcher in der Endothelschicht beobachtet, 

und die vorhandenen Endothelzellen wiesen polymorphe, teils ballonisierte, teils pyknotisch 

verdichtete Zellkerne auf oder waren teilweise polynukleär ((Zietz et al., 1996), (Abb. 2, B)). In 

Bereichen, in denen das Endothel noch intakt war, wurde eine erhöhte Adhäsion von 

mononukleären Zellen an das Aortenendothel beobachtet, die an Hand zelltypischer Marker in 

der Mehrzahl als Monozyten/Makrophagen identifiziert wurden ((Zietz et al., 1996), (Abb. 2 C)). 

Die erhöhte Adhäsion stand in Verbindung mit einer erhöhten Expression der 

Adhäsionsmoleküle vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und endothelial leukocyte 

adhesion molecule-1 (ELAM-1) und des Gewebeantigens human leukocyte antigen (HLA)-DR 

auf den Endothelzellen (Zietz et al., 1996). Die verstärkte Expression dieser durch 

inflammatorischer Zytokin (IZ)-aktivierten Gene wies darauf hin, dass das Endothel dieses 

Patienten erhöhten Konzentrationen an IZ ausgesetzt war. 
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A B C

 
Abbildung 2: Histologische Charakterisierung des Aortenendothels und Nachweis 
adhärierender mononukleärer Zellen am Endothel HIV-1-infizierter Patienten im Vergleich 
zu Kontrollpersonen anhand von Häutchenpräparaten. Im Vergleich zum Endothel nicht-

infizierter Personen (A) weist das Endothel HIV-1-infizierter Patienten (B, C) deutliche 

histologische Unterschiede auf. A: Die Struktur des Aortenendothels der Kontrollpersonen ist 

regelmäßig. Die Endothelzellen sind kopfsteinpflasterartig angeordnet mit isomorphen 

Zellkernen. B: Die regelmäßige Struktur des Endothelverbandes ist bei HIV-1-infizierten 

Patienten deutlich gestört. Auch mehrkernige Zellen werden gefunden. Dazwischen befinden 

sich weitgehend zellfreie Bereiche (schwarze Pfeile). C: In den Bereichen des Aortenendothels 

HIV-1-infizierter Patienten, in denen die morphologische Struktur noch weitgehend erhalten ist, 

lassen sich große Mengen adhärierender mononukleärer Zellen nachweisen. Giemsafärbung; A: 
x 120, B: x 180, C: x 180 nach (Zietz et al., 1996). 

 

2.2.2.  Die Endothelzellschädigungen der Blut-Hirn-Schranke bei HIV-1-infizierten 
Patienten 

 

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) besteht aus Kapillarendothel, das von Astrozyten umgeben ist 

und erfüllt eine wichtige Schutzfunktion des ZNS. Im Gegensatz zum übrigen Endothel wird die 

Barrierefunktion der BHS aber wesentlich von den Astrozyten bestimmt. Das intakte Endothel 

kontrolliert jedoch die Permeabilität der Kapillaren des ZNS für Makromoleküle wie z. B. 

Immunglobuline (Cunha-Vaz et al., 1966; Lum and Malik, 1994; Shakib and Cunha-Vaz, 1966). 

Bei 50% aller AIDS-Patienten hingegen treten auf Grund einer verminderten Barrierefunktion 

des Endothels vermehrt Immunglobuline und Fibrinogen im Gehirn auf (Petito and Cash, 1992; 

Rhodes, 1991).  

Autopsieuntersuchungen haben gezeigt, dass bis zu 75% der mit AIDS infizierten Patienten eine 

Schädigung des ZNS aufweisen (Gray et al., 1988; Simpson and Berger, 1996). Diese 
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Schädigungen können mit einer fortschreitenden Demenz und mit schweren sensorischen und 

motorischen Fehlfunktionen einhergehen. Histologisch äußert sich die AIDS-assoziierte Demenz 

in einer großen Anzahl infiltrierter HIV-1-infizierter Monozyten/Makrophagen im ZNS, in 

Entzündungen und Demyelinierung der weißen und grauen Substanz, dem Verlust neuronaler 

Zellen und Aktivierung von Astrozyten (Nottet and Gendelman, 1995a; Nuovo and Alfieri, 1996; 

Petito, 1988; Petito and Cash, 1992; Price et al., 1988). In der akuten Phase der Infektion 

korrelierte das Auftreten AIDS-assoziierter neurologischer Erkrankungen mit einem Anstieg an 

HIV-1-Antigenen und HIV-1-RNA im Gehirn und in der Zerebrospinalflüssigkeit (ZSF) (Davis et 

al., 1992; Goudsmit et al., 1986). Der Eintritt von HIV-1 in das ZNS erfolgt vermutlich über HIV-

1-infizierte Monozyten/Makrophagen (Hurwitz et al., 1994; Perry et al., 1994).  

 

2.2.3.  Das Kaposi-Sarkom und seine Epidemiologie, Ätiologie und Pathogenese 
 

Eine wichtige, klinisch bedeutende Ausprägung der AIDS-assoziierten Vaskulopathie ist das 

Kaposi-Sarkom (KS) (Abb. 3). Es ist der am häufigsten auftretende Tumor bei AIDS-Patienten. 

    

 

 

Abbildung 3: KS bei einem AIDS-Patienten. Das KS tritt in Form rötlicher Tumoren, 

voenehmlich am Rumpf und an den Extremitäten der Patienten auf. 

Das KS lässt sich in vier klinisch-epidemiologische Varianten einteilen. Die klassische Form des 

KS (CKS) ist wenig aggressiv und tritt überwiegend im Mittelmeerraum bei älteren Männern auf. 

Das Afrikanische KS (AKS) ist in weiten Teilen Afrikas verbreitet und macht bis zu 10% der dort 
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auftretenden Tumore aus (Slavin et al., 1969). Das iatrogene KS tritt bei 

Transplantationspatienten auf, die sich einer immunsuppressiven Behandlung mit Zyklosporinen 

und Kortikosteroiden unterziehen (Penn, 1979). Das AIDS-assoziierte KS ist der am häufigsten 

auftretende Tumor bei HIV-1-infizierten Patienten und ist gleichzeitig die agressivste Form des 

KS (Haverkos and Drotman, 1985). Das Risiko von AIDS-Patienten, an KS zu erkranken ist 

20.000 mal höher (34% - 49% der HIV-1-Infizierten) (Hengge et al., 2002) als bei nicht infizierten 

Personen und bis zu 300 mal höher als bei anderen immunsupprimierten Personen (Strelow et 

al., 1998). Dennoch stellt KS nur in seltenen Fällen die Todesursache von AIDS-Patienten dar 

(Chachoua et al., 1989; Haverkos and Drotman, 1985). 

 

Das KS lässt sich in drei Stadien einteilen. Am Anfang steht das Patch- (Fleck-) Stadium. Dieses 

Stadium ist histologisch durch unregelmäßige, dilatierte Gefäße und infiltrierte T-Zellen und 

Monozyten gekennzeichnet (Ackerman, 1979). Im folgenden Stadium, dem Plaque- (Linsen-) 

Stadium, sind die KS-Läsionen durch spindelförmige Zellen charakterisiert, die als die 

eigentlichen Tumorzellen des KS betrachtet werden. Neben einer starken Vaskularisierung 

können auch in diesem Stadium Infiltrate aus Lymphozyten und Monozyten beobachtet werden 

(Roth et al., 1992). Das späteste Stadium des KS ist das noduläre- (knotige) Stadium. Es ist 

durch KS-Spindelzellen charakterisiert. Die Spindelzellen sind in charakteristischen, 

bündelförmigen Straßen organisiert, in deren Zwischenräumen zahlreiche Erythrozyten 

vorhanden sind. Die Gefäße im KS enthalten keine Perizyten mehr und haben eine 

fragmentierte Basallamina (McNutt et al., 1983).  

 

Die meisten Spindelzellen bei KS-Läsionen exprimieren Endothelzellmarker, wie zum Beispiel 

CD31 und CD34 (Stürzl et al., 2001). Andererseits konnten aber auch Marker für glatte 

Muskelzellen (smooth muscle alpha-actin) (Weich et al., 1991), Makrophagen (CD68) (Fiorelli et 

al., 1998) und dendritischen Zellen (Faktor XIIIa) (Huang et al., 1993) nachgewiesen werden. 

Die Heterogenität der Spindelzellen weist auf die Möglichkeit hin, dass sich das KS aus 

unterschiedlichen Zellen im Rahmen eines reaktiven Prozesses entwickelt hat (Bussolino et al., 

2001; Stürzl et al., 1992). 

 

Das humane Herpesvirus-8 (HHV-8) wird als ätiologisches Agens des KS betrachtet. Alle bisher 

untersuchten KS-Patienten sind mit HHV-8 infiziert, und die geographische Verbreitung von 

HHV-8 korreliert mit der relativen Häufigkeit von KS in der Bevölkerung (Übersichtsartikel (Stürzl 

et al., 2001)). Epidemiologische Studien zeigten jedoch, dass in einigen geographischen 

Regionen HHV-8 bei bis zu 50% der Normalbevölkerung nachweisbar ist (Lennette et al., 1996; 
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Monini et al., 1996). Weit weniger Personen entwickeln jedoch KS, was darauf hinweist, dass 

HHV-8 einen notwendigen Kofaktor darstellt, aber keinen hinreichenden. HIV-1-RNA-Transkripte 

werden hingegen nur selten in KS-Läsionen nachgewiesen (Mahoney et al., 1991). Daher 

scheinen HIV-1-Partikel selbst nicht das KS auszulösen. Das bis zu 20.000 fach erhöhte Risiko 

von HIV-1-Infizierten an KS zu erkranken, unterstützt jedoch die wichtige Rolle von HIV-1 im 

Rahmen der KS-Entstehung.  

 

2.3. Die Rolle von inflammatorischen Zytokinen in der AIDS-assoziierten Vaskulopathie  
 

Die in Kapitel 2.2. aufgeführten pathologischen Veränderungen der Endothelzellen in der AIDS-

assoziierten Vaskulopathie weisen auf eine Wirkung von HIV-1 auf das Gefäßsystem hin. Ein 

direkter Einfluß der HIV-1-Replikation kann ausgeschlossen werden, da eine produktive 

Infektion von Endothelzellen nur selten nachgewiesen werden konnte (Schmitt-Graff et al., 

1990). Ein indirekter Einfluß könnte durch erhöhte Konzentrationen zirkulierender Antigene und 

Immunkomplexe (Krapf et al., 1990), ein verändertes Zytokinmilieu (Caruso et al., 1990; Lepe-

Zuniga et al., 1987) und das HIV-1-Tat-Protein (Hofman et al., 1994; Sinicco et al., 1993) 

ausgeübt werden.  

 

Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Boten-Proteinen, die von Zellen abgegeben werden 

und sowohl parakrin als auch autokrin wirken können. Zytokine wirken im Allgemeinen über die 

Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Zielzelle und steuern häufig die Expression von 

Genen, die an der Regulierung der Zell-Proliferation oder Differenzierung beteiligt sind. Wichtige 

Zytokinproduzenten im Organismus sind aktivierte CD4�-Zellen und Monozyten/Makrophagen, 

die eine große Anzahl verschiedener Zytokine freisetzen. Unter diesen sind Interleukin-1� (IL-

1�), Tumor Nekrosis Faktor-� (TNF-�), Interferon-� (IFN-�) und IL-6 die wichtigsten 

inflammatorischen Zytokine (IZ), die sowohl die lokale als auch die systemische Immunantwort 

steuern (Breen, 2002).  

 

Eine direkte Verbindung zwischen IZ und der HIV-1-Infektion wurde erstmals gezeigt, als 

Monozyten mit HIV-1-Partikeln kultiviert wurden, was zu einer erhöhten Produktion von IZ (IL-1�, 

IL-6 und TNF-�) führte, ohne dass die Zellen infiziert worden wären (Merrill et al., 1989; 

Nakajima et al., 1989). Diese Ergebnisse zeigten, dass die Bindung des Virus' an 

Zelloberflächenrezeptoren ausreicht, um die Produktion von IZ zu induzieren. IL-1�, IL-6 und vor 

allem TNF-� erhöhen die HIV-1-Replikation in infizierten Zellen (Fauci, 1996; Poli, 1999). Das 
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lässt darauf schließen, dass die erhöhte Synthese dieser IZ in Monozyten und T-Zellen direkt 

zur Entwicklung von AIDS beitragen kann.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass in der akuten Phase der Infektion mit HIV-1 IL-1� und IFN-� in 

erhöhten Serumkonzentrationen auftreten (Rinaldo et al., 1990; Sinicco et al., 1993; Ullum et al., 

1997), wohingegen erhöhte Serumkonzentration von TNF-� mit dem Fortschreiten der Krankheit 

einhergehen (Kobayashi et al., 1990; Lahdevirta et al., 1988; Medrano et al., 1998). Auch im 

Serum und in Zellkulturüberständen von Zellen HIV-1-positiver Patienten, wurden erhöhte 

Konzentrationen an IL-1�, IL-6, IFN-� und TNF-� gemessen (Breen et al., 1990; Fauci, 1996; 

Kobayashi et al., 1990; Roux-Lombard et al., 1989; Ullum et al., 1997). Die drei wichtigsten IZ 

für die AIDS-assoziierte Vaskulopathie werden im folgenden dargestellt. 

 

Il-1� besteht aus einer Polypeptidkette mit einer Größe von 33 kDa. Es wird von aktivierten T-

Zellen und Monozyten/Makrophagen produziert und ist ein pleiotroper Botenstoff bei 

inflammatorischen Prozessen. IL-1� hemmt die Proliferation von Endothelzellen in vivo und 

erhöht die Permeabilität des Endothelzellverbandes in vitro (Guenzi et al., 2001; Pober and 

Cotran, 1990). Zudem konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen, die mit IL-1� stimuliert 

wurden, vermehrt Matrixmetalloproteasen (MMP)-1, -2, -3 und -9 exprimierten (Hanemaaijer et 

al., 1993). Insbesondere aber erhöhte IL-1� die Expression von Adhäsionsmolekülen (VCAM-1, 

ICAM-1 und ELAM-1) in Endothelzellen und KS-Zellen (Pober and Cotran, 1990; Regezi et al., 

1993). 

 

IFN-� ist ein von aktivierten Lymphozyten exprimiertes 20-25 kDa großes Protein. IFN-� hemmte 

ebenfalls die Proliferation von Endothelzellen und erhöhte die Expression von MHC I- und II-

Antigenen auf Endothelzellen (Hughes et al., 1990). Wie IL-1� induzierte es auf Endothelzellen 

die Expression von ICAM-1 und zusätzlich auf Lymphozyten die Expression von LFA-1 (Berman 

et al., 1990). 

 

TNF-� ist ein 25 kDa großes Peptid, dass ebenfalls von aktivierten T-Zellen sowie 

Monozyten/Makrophagen exprimiert wird. TNF-� induzierte die Expression von 

Adhäsionsmolekülen wie ELAM-1, ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen und KS-Zellen 

(Haraldsen et al., 1996; Kalogeris et al., 1999; Pober and Cotran, 1991; Regezi et al., 1993) und 

auf Monozyten stimulierte es die Expression von �2-Integrinen (Lafrenie et al., 1996a). Zudem 
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konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen, die mit TNF-� stimuliert wurden, vermehrt 

Matrixmetalloproteasen (MMP-1, -2, -3 und -9) exprimierten (Hanemaaijer et al., 1993).  

 

Besonders aufgrund ihres Einflusses auf die Expression von Adhäsionsmolekülen in 

Endothelzellen und Monozyten könnten IZ eine wichtige Rolle bei der verstärkten Adhäsion von 

Leukozyten an das Endothel HIV-1-infizierter spielen. Da erhöhte Serumkonzentration von TNF-

� mit der AIDS-Progression einhergehen (Kobayashi et al., 1990; Lahdevirta et al., 1988), wurde 

vor allem die Rolle dieses Zytokins in dieser Arbeit untersucht.  

 

2.4. Die Rolle von angiogenen Wachstumsfaktoren in der AIDS-assoziierten 
Vaskulopathie 

 

Bei der Angiogenese kommt es zur Ausbildung neuer Blutgefäße durch Aussprossung aus der 

bereits bestehenden Vaskulatur. Dieser Vorgang ist charakterisiert durch Proliferation, Migration 

und Differenzierung von Endothelzellen (Jih et al., 2001) und ist ein wichtiger Bestandteil 

normaler physiologischer Prozesse, wie Wundheilung und embryonaler Gefäßentwicklung 

(Lingen, 2001). Basic fibroblast growth factor (bFGF) und vascular endothelial cell growth factor-

A (VEGF-A) sind die beiden wichtigsten Angiogenesefaktoren (Ferrara and Henzel, 1989; Shing 

et al., 1984).  

 

Im Serum von HIV-1-infizierten Patienten wurden erhöhte Konzentrationen von bFGF 

nachgewiesen und in vitro wurde gezeigt, dass infizierte T-Zellen in erhöhtem Maße VEGF-A 

produzieren (Ascherl et al., 1999; Ascherl et al., 2001).  

 

bFGF, auch als FGF-2 bezeichnet, gehört zur Gruppe der Heparin-bindenden 

Wachstumfaktoren (Gospodarowicz et al., 1989; Shing et al., 1984). bFGF stimulierte die 

Proliferation vieler Zellarten, insbesondere die von vaskulären Endothelzellen und Fibroblasten 

(Gospodarowicz, 1990; Montesano et al., 1986; Schweigerer et al., 1987) und aktivierte zudem 

die Migration von Endothelzellen (Gospodarowicz, 1991; Montesano et al., 1986; Presta et al., 

1986). Auf Kollagengelen induzierte bFGF die Ausbildung von Kapillaren und in 

Matrigelimplantaten in der Maus die Sprossung von Gefäßen (Cornali et al., 1996; 

Gospodarowicz, 1984; Montesano et al., 1986). 

 

VEGF-A ist ein wichtiger Angiogenesefaktor im Rahmen physiologischer Prozesse, wie zum 

Beispiel bei der Vaskularisierung des Corpus luteum, der embryonalen Gefäßentwicklung und 
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der Wundheilung (Brown et al., 1997). VEGF-A erhöht die Permeabilität des mikrovaskulären 

Endothels und induziert zugleich die Migration von Endothelzellen und Monozyten (Barleon et 

al., 1996; Esser et al., 1998; Nicosia et al., 1994; Pepper et al., 1992). Darüber hinaus induziert 

VEGF-A die Gefäßsprossung in der Hornhaut des Kaninchens (Phillips et al., 1994).  

 

Die biologische Aktivität von VEGF-A wird über die Bindung an je zwei Rezeptoren, dem 

VEGFR-1/Flt-1 und dem VEGFR-2/Flk-1 vermittelt, wobei Neuropilin-1, -2 und Heparansulfat-

Proteoglykane als Korezeptoren dienen (de Vries et al., 1992; Neufeld et al., 1999; Poltorak et 

al., 2000; Terman et al., 1992). Das humane VEGF-A-Gen besteht aus acht Exons. Durch 

alternatives RNA-Splicing enstehen fünf verschiedene VEGF-Moleküle (VEGF121, VEGF145, 

VEGF165, VEGF189, VEGF206) (Houck et al., 1991). VEGF121 und VEGF165 werden mengenmäßig 

am stärksten in den Zellen exprimiert und sind die häufigsten Isoformen. Alle VEGF-A-Varianten 

außer VEGF121 binden an Heparansulfat-Proteoglykane an der Zelloberfläche (Cohen et al., 

1995).  

 

Den angiogenen Wachstumsfaktoren wird auch in der KS-Entwicklung eine wichtige Rolle 

zugeschrieben. Zahlreiche Untersuchungen weisen darauf hin, daß die ausgeprägte 

Mikrovaskularisierung der KS-Läsionen, ähnlich wie bei der Tumor-assoziierten Angiogenese, 

durch angiogene Faktoren, die von den KS-Spindelzellen produziert werden, induziert wird. 

AIDS-KS-Spindelzellen synthetisieren in vitro große Mengen bFGF und VEGF-A (Cornali et al., 

1996; Samaniego et al., 1998). Die synergistische Wirkung von bFGF und VEGF-A bei der 

Angiogenese in vivo wurde im Maus-Modell bestätigt (Cornali et al., 1996).  

 

2.5. Das HIV-1-Tat-Protein 
 

In diesem Kapitel wird der HIV-1-kodierte Faktor Tat beschrieben. HIV-1-Tat übt auf 

Endothelzellen und Monozyten vielfältige Wirkungen aus und könnte aus diesem Grunde eine 

wichtige Rolle in er AIDS-assoziierten Vaskulopathie spielen. 
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2.5.1. Der Aufbau von HIV-1-Tat 
 

HIV-1-Tat ist ein kleines nukleäres Protein von 14-16 kDa, mit stark konservierten Domänen, 

das bei allen Lentiviren der Primaten auftritt (Jeang et al., 1991). Die Primärstruktur von HIV-1-

Tat wird in folgende Regionen eingeteilt (Abb. 4): 

1) Die N-terminale Region von Aminosäure (As) 1 - 22.  

2) Eine Cystein-reiche Region (As 23 - 38). 

3) Eine core-Region (As 39 – 49) mit hydrophoben Aminosäuren, über die unter anderem die 

DNA-Bindung erfolgt (Karn, 1999).  

4) Eine basische Region (As 50 - 60), die sechs Arginine und zwei Lysine enthält, welche für die 

Bindung an die RNA und für die nukleäre Lokalisation des Proteins nötig ist (Rana and 

Jeang, 1999). 

5) Eine Glutamin-reiche Region (As 61 - 2), die noch vom ersten Exon kodiert wird und die 

ebenfalls an der DNA-Bindung beteiligt ist (Karn, 1999). 

6) Der vom zweiten Exon kodierte Bereich (As 73 – 101), welcher die Aminosäurenabfolge 

Arginin-Glycin-Asparaginsäure enthält (RGD-Motiv) und an der Transaktivierung beteiligt ist 

(Verhoef et al., 1998). Über das RGD-Motiv bindet HIV-1-Tat an die Integrinrezeptoren VLA-5 

und �v�3 (Barillari et al., 1999) und an Proteine der extrazellulären Matrix, wie Fibronektin und 

Vitronektin, (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987; Yamada et al., 1984). 

 

 

 
 

 

Abbildung 4: Aufbau des HIV-1-Tat-Proteins. N-terminal liegen die vom ersten Exon kodierten 

Regionen: eine Cystein-reiche Region (As 22 - 38), gefolgt von einer core-Region (AS 39-49) 

über die unter anderem die DNA-Bindung stattfindet, einer basischen Region (As 50 - 6 0), die 

für die Bindung an die RNA und nukleären Lokalisation verantwortlich ist und einer Glutamin-

reichen Region (As 61 - 72), die ebenfalls an der DNA-Bindung beteiligt ist. Daran schließt sich 

die vom zweiten Exon kodierte Region an, die ein RGD-Motiv enthält (AS 72 - 101) über das es 

an Integrinrezeptoren und Proteine der extrazellulären Matrix binden kann.  
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Die HIV-1-Transkription wird durch den Transaktivator der Transkription HIV-1-Tat kontrolliert. 

HIV-1-Tat ist das erste Beispiel für einen Faktor, der die virale Genexpression durch Kontrolle 

der Elongation durch die RNA-Polymerase II reguliert (Karn, 1999). Dabei bindet HIV-1-Tat an 

einen spezifischen Bereich auf der RNA, das transactivation responsive element (TAR-Element), 

welche sich am 5'-Ende im long-terminal-repeat (LTR) aller HIV-1-Transkripte befindet (Berkhout 

and Jeang, 1989) und einen Promotor der RNA-Polymerase II darstellt. Bei diesem Prozess  

dienen histone acetyltransferasen (HATs), wie z.B. CREB-binding protein (CBP)/p300 und p300/ 

CBP-associating factor (CAF), die an HIV-1-Tat binden, als Koaktivatoren (Deng et al., 2000; 

Kiernan et al., 1999). HIV-1-Tat spielt daher eine entscheidende Rolle bei der Transkription des 

viralen Genoms und der Erhöhung der Viruslast (Karn, 1999). 

 

2.5.2. Die Rolle von HIV-1-Tat in der AIDS-assoziierten Vaskulopathie 
 

HIV-1-Tat wird während der akuten Phase der Infektion mit HIV-1 von infizierten T-Zellen 

sezerniert (Chang et al., 1997; Ensoli et al., 1990; Ensoli et al., 1993). Sezerniertes HIV-1-Tat 

kann sowohl von infizierten als auch von nicht infizierten Zellen aufgenommen werden (Hofman 

et al., 1993; Tyagi et al., 2001). Darüber hinaus kann im Serum HIV-1-infizierter Patienten HIV-

1-Tat in Konzentrationen von 1 ng/ml - 40 ng/ml nachgewiesen werden (Westendorp et al., 

1995; Xiao et al., 2000). Im Zusammenhang mit der AIDS-assoziierten Vaskulopathie ist sowohl 

die Bindung von HIV-1-Tat an zelluläre Rezeptoren (2.5.3.) als auch die Beeinflussung der 

Transkription zellulärer Gene (2.5.4.) von Bedeutung. 

 

2.5.3. HIV-1-Tat-Effekte durch Bindung an Oberflächen-Rezeptoren 

 

HIV-1-Tat bindet über das RGD-Motiv an Integrine (VLA-5 und �v�3) sowie Flk-1/VEGFR-2 

(Barillari et al., 1999; Mitola et al., 2000) und über die basische Region an Heparansulfat-

Proteoglykane (Chang et al., 1997). Auf diese Weise induziert es die Proliferation, Migration und 

Invasion von KS-Zellen und aktivierten Endothelzellen (Albini et al., 1995; Albini et al., 1996; 

Barillari et al., 1992; Barillari et al., 1999; Ensoli et al., 1990; Ensoli et al., 1994a; Mitola et al., 

2000). Darüber hinaus induziert HIV-1-Tat die Adhäsion aber auch die Migration von Monozyten 

über die core- und die basische Region (Albini et al., 1998; Benelli et al., 2000; Lafrenie et al., 

1996; Lafrenie et al., 1996a; Mitola et al., 2000). Der Effekt von HIV-1-Tat auf die Migration von 

Monozyten wird durch Bindung von HIV-1-Tat an Flt-1/VEGFR-1 vermittelt (Mitola et al., 1997). 
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2.5.4.  HIV-1-Tat-Effekte durch Transaktivierung 
 

HIV-1-Tat stimuliert in Endothelzellen die Expression von Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, VCAM-

1 und ELAM-1) (Dhawan et al., 1997). In Monozyten induziert HIV-1-Tat die Expression von IZ, 

was nachfolgend zu einer verstärkten Expression von �2-Integrinen führt (Lafrenie et al., 1996a; 

Lafrenie et al., 1997). Letzteres führt in vitro zu einer erhöhten Adhäsion von Monozyten an 

Endothelzellen durch HIV-1-Tat (Lafrenie et al., 1996). Zusätzlich induziert HIV-1-Tat die 

Sekretion von proteolytischen Enzymen (Albini et al., 1995; Barillari et al., 1992; Dhawan et al., 

1992; Fiorelli et al., 1995), wie die Matrixmetalloproteasen (MMP), in Endothelzellen. MMP 

spielen bei der Invasion von Zellen eine entscheidende Rolle. Es ist gezeigt worden, dass 

sowohl die Expression von MMP-9 in Monozyten (Lafrenie et al., 1996a) als auch die Expression 

von MMP-1 in Endothelzellen (Albini et al., 1995; Ensoli et al., 1994a) nach Inkubation mit HIV-

1-Tat verstärkt ist. In vitro Untersuchungen zeigten, dass die schädigende Wirkung von HIV-1-

Tat auf Endothelzellen unter anderem durch IZ und MMP vermittelt wird (Lafrenie et al., 1996a). 

So führte eine Kokultivierung von HIV-1-Tat-stimulierten Monozyten mit Endothelzellen zu einer 

veränderten Morphologie der Endothelzellen und zu einem unregelmäßig ausgebildeten 

Endothelzellverband (Lafrenie et al., 1996a). Neben zellfreien Bereichen (Abb. 5, A) waren unter 

anderem Bereiche zu erkennen, bei denen die morphologische Struktur der Endothelzellen 

erhalten war. In diesen Bereichen war eine große Anzahl an adhärierenden Monozyten zu 

beobachten (Abb. 5, B). Diese Veränderungen stehen im Einklang zu den Veränderungen des 

Aortenendothels von HIV-1-infizierten Patienten (Abb. 2). Diese Beobachtungen weisen auf eine 

wichtige Rolle von HIV-1-Tat und von HIV-1-Tat-induzierten zellulären Faktoren in der AIDS-

assoziierten Vaskulopathie hin.  
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Abbildung 5: Wirkung HIV-1-Tat-stimulierter, adhärierender Monozyten auf Endothelzellen 
in vitro. 24 h mit HIV-1-Tat-stimulierte (A) oder nicht-stimulierte (B) Monozyten werden mit 

Endothelzellen über 18 h kokultiviert. Die HIV-1-Tat Stimulation bewirkt eine deutliche 

Veränderung der Morphologie der Endothelzellen und eine starke Zerstörung der regelmäßigen 

Struktur des Endothelzellverbandes mit zellfreien Bereichen (schwarze Pfeile, A). In Bereichen, 

in denen die morphologische Struktur der Endothelzellen noch erhalten ist, sind adhärierende 

Monozyten zu erkennen (weiße Pfeile, A). (nach (Lafrenie et al., 1996a)). 

 

2.5.5. Die angiogenen Eigenschaften von HIV-1-Tat 
 

HIV-1-Tat besitzt angiogene Wirkungen. Es kann in Matrigelimplantaten bei der Maus 

Angiogenese induzieren und bei Mäusen wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat die Ausbildung von KS-

ähnlichen Läsionen induzierte (Albini et al., 1994; Ensoli et al., 1994a). Darüber hinaus kann es 

die Proliferation und Migration von Endothelzellen induzieren (Albini et al., 1996; Barillari et al., 

1999a). Ein wichtiges Wirkungsprinzip ist hierbei, dass HIV-1-Tat Moleküle der extrazellulären 

Matrix stimulieren und dadurch bFGF aus der EZM freisetzen kann (Barillari et al., 1999a). 

Zusätzlich bindet HIV-1-Tat wie VEGF-A unter Beteiligung von Heparansulfat-Proteoglykanen an 

Flk-1/VEGFR-2 und übt so eine angiogene Wirkung auf Endothelzellen aus (Albini et al., 1996; 
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Chang et al., 1997). Damit stellt HIV-1-Tat einen wichtigen Faktor im Rahmen der AIDS-

assoziierten Vaskulopathie dar.  

 

2.6. Molekulare Mechanismen der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 
 

Die bei AIDS-Patienten verstärkte Adhäsion von mononukleären Zellen an das Endothel stellt 

einen wichtigen Forschungsgegenstand dieser Arbeit dar. Die Leukozyten-Transmigrations-

Kaskade lässt sich in Annäherung, Rollen, Adhäsion und Transmigration unterteilen (Abb. 6). 

Die Annäherung der Leukozyten an das Endothel wird durch Chemokine mit chemotaktischer 

Wirkung wie zum Beispiel stromal-derived factor-1� (SDF-1�), interferon-� inducible protein-10 

(IP-10), macrophage inflammatory protein -1� (MIP-1�), IL-8 und MCP-1 induziert 

(Übersichtsartikel (McDermott and Murphy, 2000)). Bei der anschließenden Leukozyten-

Endothelzell-Wechselwirkung sind mehrere Adhäsionsmoleküle beteiligt. Erste Leukozyten-

Endothelzell-Wechselwirkungen finden über P-Selektin auf Seite der Endothelzellen und P-

Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) auf Seite der Leukozyten statt. Beim Rollvorgang sind 

zusätzlich auf Seite der Endothelzellen auch L-Selektin und E-Selektin beteiligt. Die Liganden 

auf Seite der Leukozyten sind CD34 und E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1). Auch die von 

Endothelzellen exprimierten Chemokine, wie z.B. IL-8, MCP-1 und RANTES, sind am Rollen der 

Leukozyten beteiligt (Jung et al., 1998; Lloyd et al., 1996). 

Beim Übergang vom Rollen zur Adhäsion ist E-Selektin beteiligt (Ley et al., 1995). Die feste 

Adhäsion findet vor allem über die Adhäsionsmoleküle intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-

1) und vascular cell  adhesion molecule-1 (VCAM-1) auf Seite der Endothelzellen und dem �1-

Integrin VLA-4 und den �2-Integrinen LFA-1, Mac-1 und p150 auf Seite der Leukozyten statt, 

wobei die Bindung von LFA-1 an ICAM-1 die stärkste ist (Scharffetter-Kochanek et al., 1998).  

Die Transmigration und deren Geschwindigkeit ist ebenfalls von Chemokinen an der 

Endothelzelloberfläche abhängig (Furie et al., 1991).  
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Leukozyten-Transmigrations-Kaskade. Die 

Leukozyten-Transmigrations-Kaskade lässt sich in vier Schritte unterteilen: Annäherung, Rollen, 

Adhäsion und Transmigration. 
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2.7. Fragestellung und Zielsetzung 
 

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, kann in der AIDS-assoziierten 

Vaskulopathie eine erhöhte Anzahl adhärenter mononukleärer Zellen am Endothel der Aorta 

und eine Schädigung des Endothels beobachtet werden (Zietz et al., 1996). Im Gewebe von KS 

wurden eine große Anzahl infiltrierter Monozyten und T-Zellen (Regezi et al., 1993; Stürzl et al., 

1992; Tabata et al., 1993; Uccini et al., 1997) nachgewiesen und im Gehirn HIV-1-Infizierter 

konnte eine Schädigung der BHS und ebenfalls eine erhöhte Infiltration von 

Monozyten/Makrophagen nachgewiesen werden (Hurwitz et al., 1994; Perry et al., 1994).  

 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von HIV-1-Tat auf die Adhäsion von Leukozyten an IZ-

stimulierten Endothelzellen zu untersuchen:  

(1)  Es sollte mit einer promonozytären Zelllinie (U937-Zellen) bestätigt werden, dass wie von 

Lafrenie et al. 1996 gezeigt, HIV-1-Tat und TNF-� synergistisch die Adhäsion von 

Monozyten an HMVEZ erhöhen.  

(2) Erweiternd sollten die Effekte von HIV-1-Tat auf die Adhäsionsfähigkeit von PBMZ 

untersucht werden, um der in vivo-Situation näher zu kommen.  

(3) Im nächsten Schritt sollte die Frage geklärt werden, ob HIV-1-Tat die Adhäsionsfähigkeit 

von sowohl Monozyten als auch B-Zellen und T-Zellen gleichermaßen aktiviert oder 

spezifisch auf einer dieser Zellpopulationen wirkt. 

(4) Abschließend sollte die Bedeutung der von HIV-1-Tat und TNF-� induzierten Effekte auf die 

Adhäsion von Leukozyten anhand eines in vivo-Modellsystems an der Maus untersucht 

werden. 

 

Da die Stimulierung von Monozyten mit HIV-1-Tat einerseits zu einer erhöhten Adhäsion an 

Endothelzellen führte und andererseits die Kokultivierung dieser Zellen zu morphologischen 

Veränderungen der Endothelzellen führte (Lafrenie et al., 1996a), sollten in einem zweiten Teil 

der Arbeit die molekularen Mechanismen der parakrinen Wirkung von HIV-1-Tat auf Monozyten 

untersucht werden. HIV-1-Tat aktiviert eine große Anzahl von Genen. Die Hemmung eines 

Gens, das selber ein Repressor der Signaltransduktion ist, könnte auf nachfolgende Gene eine 

exressionsfördernde Wirkung haben. Es sollte mit der SSH in U937-Zellen nach Genen gesucht 

werden, deren Expression kurze Zeit nach der Applikation von HIV-1-Tat in Monozyten 

erniedrigt ist. Die Wirkung von HIV-1-Tat auf diese Gene sollte auf RNA- und Protein-Ebene 

bestätigt werden. Die für die HIV-1-Tat-Wirkung verantwortlichen Rezeptoren sollten untersucht 

werden und die Ergebnisse sollten in PBMZ weiter überprüft werden. 
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Ziel der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen sollte die zellbiologische 

Charakterisierung der HIV-1-Tat-Wirkung im Rahmen der AIDS-assoziierten Vaskulopathie unter 

Einbeziehung der in vivo-Situation sein. Darüber hinaus sollten molekulare Mechanismen, die 

die vielschichtigen Wirkungen von HIV-1-Tat erklären könnten, untersucht werden. 
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3. Ergebnisse 
 

Die chronische Aktivierung und massive Zerstörung des Endothels bei HIV-1-infizierten 

Patienten geht einher mit einer erhöhten Adhäsion von Monozyten/Makrophagen an das 

Aortenendothel (Zietz et al., 1996). Zudem konnten im AIDS-assoziierten KS zahlreiche 

infiltrierte Monozyten und T-Zellen nachgewiesen werden (Kapitel 2.2.3.). IZ und HIV-1-Tat sind 

lösliche Mediatoren, die im Serum von HIV-1-infizierten in erhöhten Konzentrationen vorliegen 

(Kobayashi et al., 1990; Lahdevirta et al., 1988; Medrano et al., 1998) und könnten daher an der 

Entstehung dieser pathogenen Effekte beteiligt sein. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die 

Wirkung der Kombination von HIV-1-Tat und TNF-� auf die Adhäsion von Leukozyten an das 

Endothel untersucht.  

 

3.1. HIV-1-Tat und TNF-� erhöhten synergistisch die Adhäsion von U937-Zellen an 
HMVEZ 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst HMVEZ und die monozytäre Zelllinie U937 

eingesetzt. Die HMVEZ wurden mit TNF-� stimuliert, da sie in den Gefäßen direkt dem 

Blutstrom ausgesezt sind und somit dem darin in erhöhten Konzentrationen vorliegendem TNF-

�. PBMZ bestehen zum größten Teil aus Lymphozyten. Diese befinden sich vorwiegend im 

lymphatischen Gewebe, wo eine erhöhte Konzentration von HIV-1-Tat im Vergleich zum Blut zu 

erwarten ist. Aus diesem Grund wurden die U937-Zellen und PBMZ mit HIV-1-Tat stimuliert. 

 

Vorversuche hatten gezeigt, dass die Behandlung von HMVEZ mit TNF-� in einer Konzentration 

von 1 ng/ml eine maximale Adhäsionsfähigkeit dieser Zellen für U937-Zellen bewirkte (Daten 

nicht gezeigt). Um mögliche synergistische Wirkungen von TNF-� und HIV-1-Tat erfassen zu 

können, wurde zunächst die Konzentration an TNF-� ermittelt, mit der eine halbmaximale 

Adhäsionsfähigkeit von HMVEZ erreicht wurde. Hierzu wurden HMVEZ  über 6 h mit 

aufsteigenden Konzentrationen von TNF-� (0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml und 1 ng/ml) inkubiert und die 

Adhäsion nicht-stimulierter U937-Zellen untersucht. Es zeigte sich, dass bei einer Stimulierung 

mit 0,1 ng/ml im Vergleich zur Stimulierung mit 1 ng/ml TNF-� halb so viele U937-Zellen 

adhärierten (Abb. 7, A). Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden deshalb jeweils 0,1 

ng/ml TNF-� zur Stimulierung der HMVEZ eingesetzt.  
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Weitere Vorversuche hatten gezeigt, dass HIV-1-Tat in einer Konzentration von 100 ng/ml die 

Adhäsion von U937-Zellen an HMVEZ nachweisbar erhöht. Die Stimulierung von U937-Zellen 

mit HIV-1-Tat (100 ng/ml) führte zu einer 1,3-fach erhöhten Adhäsion an nicht-stimulierte 

HMVEZ (Abb. 7, B, linke Balken). Eine Stimulierung der HMVEZ mit TNF-� führte zu einer 3,1-

fachen Erhöhung der Adhäsion nicht-stimulierter U937-Zellen (Abb. 7, B, weiße Balken). 

Simultane Stimulierung von U937-Zellen mit HIV-1-Tat und von HMVEZ mit TNF-� resultierte in 

einer 6,9-fachen Erhöhung der Adhäsion (Abb. 7, B, linker weißer und rechter schwarzer 

Balken). 

 

Um zu untersuchen, ob andere HIV-1-kodierte Proteine einen Einfluss auf die 

Adhäsionsfähigkeit von U937-Zellen haben, wurden U937-Zellen jeweils 24 h mit äquimolaren 

Konzentrationen (10 nM) an HIV-1-Tat, gp41 und HIV-1-Nef stimuliert oder unbehandelt 

gelassen. HIV-1-Tat erhöhte die Anzahl der adhärenten Monozyten um das 1,7-fache (Abb. 7, 

C, rechts, weißer und schwarzer Balken). Im Gegensatz dazu erhöhten weder gp41 (Abb. 7, C, 

links, weißer und schwarzer Balken) noch HIV-1-Nef (Abb. 7, C, Mitte, weißer und schwarzer 

Balken) die Adhäsion von U937-Zellen an TNF-�-stimulierte HMVEZ. Diese Ergebnisse zeigten, 

dass HIV-1-Tat und TNF-� synergistisch auf die Adhäsion von U937-Zellen wirken und dass die 

adhäsionsfördernde Wirkung selektiv von HIV-1-Tat induziert wird.  
 

Abbildung 7: HIV-1-Tat und TNF-� erhöhten synergistisch die Adhäsion von U937-Zellen 
auf HMVEZ. U937-Zellen wurden 24 h ohne oder mit HIV-1-Tat inkubiert und anschließend auf 

HMVEZ, die 6 h ohne oder mit TNF-� aktiviert wurden, gegeben. Nach dem Abwaschen nicht 

adhärierender Zellen wurde die Zahl der adhärenten U937-Zellen bestimmt. A: HMVEZ wurden 

mit 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml und 1 ng/ml TNF-� stimuliert. Stimulierung mit 0,1 ng/ml TNF-� führte 

zu halbmaximaler Adhäsion unstimulierter U937-Zellen. B: Stimulierung von U937-Zellen mit 

100 ng/ml HIV-1-Tat führte zu einer 1,3-fach erhöhten Adhäsion auf unstimulierten HMVEZ 

(linke Balken). Aktivierung der HMVEZ mit 0,1 ng/ml TNF-� führte zu einer 3,1-fachen Erhöhung 

der Adhäsion unstimulierter U937-Zellen (weiße Balken). Simultane Stimulierung von U937-

Zellen mit HIV-1-Tat und HMVEZ mit TNF-� führte zu einer 6,9-fachen synergistischen 

Erhöhung der Adhäsion (links, weißer Balken und rechts, schwarzer Balken). C: Stimulierung 

von U937-Zellen mit 100 ng/ml HIV-1-Tat führte zu 1,7-facher Erhöhung der Adhäsion auf mit 

0,1 ng/ml TNF-� aktivierten HMVEZ (rechts, weißer und schwarzer Balken). Stimulierung mit zu 

HIV-1-Tat äquimolaren Mengen (10 nM) gp41 (links, weißer und schwarzer Balken) und HIV-1-

Nef (Mitte, weißer und schwarzer Balken) hatten keinen Effekt auf die Adhäsion von U937-
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Zellen auf mit 0,1 ng/ml TNF-�-stimulierten HMVEZ. Dargestellt sind die Durchschnittswerte 

dreier unabhängiger Versuche. 

 

 
 

 

 

3.2.  HIV-1-Tat und TNF-� erhöhten synergistisch die Adhäsion von PBMZ an HMVEZ 

 

In einem nächsten Schritt wurde der Einfluss von HIV-1-Tat auf das Adhäsionsverhalten von 

PBMZ untersucht. Wie für U937-Zellen wurde auch hier für PBMZ die TNF-�-Konzentration 

ermittelt, die zu halbmaximaler Adhäsion führte. HMVEZ wurden über 6 h mit aufsteigenden 

Konzentrationen an TNF-� (0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml und 1 ng/ml) inkubiert und die Adhäsion nicht-
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stimulierter PBMZ untersucht. Wie für U937-Zellen führte auch für PBMZ eine Stimulierung mit 

0,1 ng/ml TNF-� zu halbmaximaler Adhäsion (Abb. 8, A).  

 

Die Stimulierung von PBMZ mit HIV-1-Tat (100 ng/ml) führte zu 1,4-fach erhöhter Adhäsion an 

nicht-stimulierte HMVEZ (Abb. 8, B, linke Balken und C). Stimulierung der HMVEZ mit TNF-� 

führte zu 4,0-facher Erhöhung der Adhäsion nicht-stimulierter PBMZ (Abb. 8, B , weiße Balken 

und D). Simultane Stimulierung von PBMZ mit HIV-1-Tat und von HMVEZ mit TNF-� resultierte 

in 7,8-facher Erhöhung der Adhäsion (Abb. 8, B, linker weißer und rechter schwarzer Balken und 

E).  

 

Auch für PBMZ wurde untersucht, ob gp41 und HIV-1-Nef einen Einfluss auf die 

Adhäsionsfähigkeit haben. PBMZ wurden jeweils 24 h mit 100 ng/ml HIV-1-Tat und äquimolaren 

Mengen (10 nM) gp41 und HIV-1-Nef stimuliert oder unbehandelt gelassen. Im Vergleich zu 

HIV-1-Tat erhöhte weder gp41 (Abb. 8, F, links weißer und schwarzer Balken) noch HIV-1-Nef 

(Abb. 8, F, mitte weißer und schwarzer Balken) die Adhäsion von PBMZ auf TNF-�-stimulierte 

HMVEZ. HIV-1-Tat dagegen erhöhte die Anzahl der adhärenten PBMZ, wie bei U937-Zellen, um 

das 1,6-fache (Abb. 8, F, rechts weißer und schwarzer Balken). Diese Ergebnisse zeigten, dass, 

ähnlich wie für U937-Zellen HIV-1-Tat und TNF-� einen synergistischen Effekt auf die Adhäsion 

von PBMZ ausübten, während andere HIV-1-kodierte Faktoren keinen Einfluss hatten. 
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Abbildung 8: HIV-1-Tat erhöhte synergistisch mit TNF-� die Adhäsionsfähigkeit von 
PBMZ an HMVEZ. PBMZ wurden 24 h ohne oder mit HIV-1-Tat inkubiert und auf HMVEZ, die 6 

h ohne oder mit TNF-� behandelt wurden, gegeben. Nach dem Abwaschen nicht-adhärierender 

Zellen wurde die Zahl der adhärierenden PBMZ bestimmt. A: HMVEZ wurden mit 0,01 ng/ml, 

0,1 ng/ml und 1 ng/ml TNF-� stimuliert. Stimulierung mit 0,1 ng/ml TNF-� bewirkte eine 

halbmaximale Adhäsion unstimulierter PBMZ. B: Die Stimulierung von PBMZ mit 100 ng/ml HIV-

1-Tat führte zu 1,4-fach erhöhter Adhäsion an unbehandelten HMVEZ (linke Balken). 

Aktivierung der HMVEZ mit 0,1 ng/ml TNF-� führte zu 4,0-facher Erhöhung der Adhäsion 

unbehandelter U937-Zellen (links und rechts, weiße Balken). Simultane Stimulierung von PBMZ 

mit HIV-1-Tat und HMVEZ mit TNF-� führte zu 7,8-facher synergistischer Erhöhung der 

Adhäsion (links, weißer und rechts, schwarzer Balken). C: Photographische Darstellung 

adhärenter HIV-1-Tat-stimulierter PBMZ (Pfeil) auf nicht-stimulierten HMVEZ. D: 

Photographische Darstellung adhärenter nicht-stimulierter PBMZ (Pfeil) auf TNF-�-stimulierten 

HMVEZ. E: Photographische Darstellung adhärenter HIV-1-Tat-stimulierter PBMZ (Pfeil) auf 

TNF-�-stimulierten HMVEZ. F: Stimulierung von PBMZ mit 100 ng/ml HIV-1-Tat führte zu 1,6-

facher Erhöhung der Adhäsion auf mit 0,1 ng/ml TNF-� aktivierten HMVEZ (rechts, weißer und 

schwarzer Balken). Behandlung der PBMZ mit zu HIV-1-Tat äquimolaren Mengen (10 nM) gp41 

(links, weißer und schwarzer Balken) und HIV-1-Nef (Mitte, weißer und schwarzer Balken) 

hatten keinen Effekt auf die Adhäsion von PBMZ. Dargestellt sind die Durchschnittswerte dreier 

unabhängiger Versuche. 

 

3.3. TNF-� erhöhte die Adhäsionskompetenz von HMVEZ für Monozyten, T-Zellen und B-
Zellen gleichermaßen 

 

Um zu analysieren, welche Zellarten aus PBMZ, an den Endothelzellen adhärierten, wurde die 

Endothelzellschicht mit den adhärenten PBMZ abgelöst. Die Zellen wurden mit Antikörpern 

gegen Zelltyp-spezifische Antigene markiert und der jeweilige Anteil der verschiedenen Zellarten 

mit Durchfluss-Zytometrie bestimmt. 

 

Zunächst wurde dieser Versuchsansatz mit TNF-�-stimulierten Endothelzellen und 

unstimulierten PBMZ durchgeführt. TNF-�-Stimulierung der HMVEZ erhöhte die Adhäsion der 

Leukozyten (CD45�-Zellen) um das 1,6-fache (Abb. 9, A und B). Hierbei erhöhte sich die 

Adhäsion von T-Zellen (CD3�) um das 1,5-fache (Abb. 9, E und F), und die von B-Zellen 

(CD20�) und Monozyten (CD14�) jeweils um das 2,25-fache (Abb. 9, G und H, Abb. 9, I und K). 
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Entsprechend der Zunahme der PBMZ (CD45+) nahm der Anteil der Endothelzellen (CD45�) im 

Verhältnis zur Gesamtpopulation auf das 0,7-fache ab (Abb. 9, C und D). Isotypkontrollen für die 

verwendeten FITC-IgG1-Antikörper (Abb. 9, L und M) und für die PerCP-IgG2b-Antikörper (Abb. 

9, N und O) belegten die Spezifität der Antikörperbindung. Die Berechnung der Anzahl der 

adhärenten Zellen pro 1.000 HMVEZ zeigte, dass die Adhäsion von PBMZ und die der 

einzelnen Zell-Arten an TNF-�-stimulierten HMVEZ gleichermaßen um das 2-fache anstieg 

(Abb. 9, P). 

 

 

 
 

 

Abbildung 9: Die Stimulierung von HMVEZ mit TNF-� erhöhte die Adhäsion von T-Zellen, 
B-Zellen und Monozyten. HMVEZ wurden 6 h ohne (A, C, E, G, I, L, N) oder mit 0,1 ng/ml 

TNF-� (B, D, F, H, K, M, O) inkubiert. Nach der Adhäsion nicht-stimulierter PBMZ wurde der 

Anteil von Leukozyten (A und B), sowie die darin enthaltenen Anteile an T-Zellen (E und F), B-

Zellen (G und H) und Monozyten (I und K) bestimmt. Hierbei wurde nach dem 

Adhäsionsexperiment  die HMVEZ und die adhärenten PBMZ abgelöst und mit FITC-

gekoppelten Antikörpern gegen CD45 (A und B), CD3 (E und F), CD20 (G und H) und einem 
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PerCP-gekoppelten Antikörper gegen CD14 (I und K) gefärbt und im Durchfluss-Zytometer 

quantitativ analysiert. HMVEZ wurden als CD45�-Zellen bestimmt (C und D). Isotypkontrollen 

mit FITC-IgG1 (L und M) und PerCP-IgG2b (N und O) bestätigten die Spezifität der Färbung. 

Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten Experimenten. 

In P ist die Anzahl an CD45�-, CD3�-, CD20�- und CD14�-Zellen pro 1.000 HMVEZ dargestellt. 

Die Adhäsion der PBMZ und jeder einzelnen Zellart war durch Stimulierung der HMVEZ mit 

TNF-� (schwarze Balken) um das 2-fache im Vergleich zu nicht-stimulierten HMVEZ (weiße 

Balken) erhöht. Die Ergebnisse repräsentieren den Durchschnitt aus drei unabhängigen 

Versuchen. 

 

3.4. HIV-1-Tat aktivierte spezifisch die Adhäsion von T-Zellen und Monozyten auf TNF-�-
stimulierte HMVEZ 

 

Im folgenden Versuch wurde die Zusammensetzung von adhärierenden, nicht-stimulierten 

(Abbildung 10, A, C, E, G, I, L, N) und mit HIV-1-Tat-stimulierten (Abbildung 10, B, D, F, H, K, M, 

O) PBMZ an TNF-�-aktivierte HMVEZ untersucht. HIV-1-Tat erhöhte die Adhäsion von PBMZ 

(CD45�) an TNF-�-stimulierte HMVEZ um das 1,3-fache (Abb. 10, A und B). Dabei erhöhte HIV-

1-Tat die Adhäsion von T-Zellen (CD3�) um das 1,1-fache (Abb. 10, E und F) und von 

Monozyten (CD14�) um das 1,6-fache (Abb. 10, I und K), nicht jedoch die von B-Zellen (CD20�) 

(Abb. 10, G und H). Entsprechend der Zunahme der PBMZ (CD45�) nahm der Anteil der 

Endothelzellen (CD45�) relativ zur Gesamtpopulation um das 0,65-fache ab (Abb. 10, C und D). 

Isotypkontrollen für die FITC-IgG1-Antikörper (Abb. 10, L und M) und für die PerCP-IgG2b-

Antikörper (Abb. 10, N und O) belegten die Spezifität der Antikörperbindung. Die Berechnung 

der adhärenten PBMZ pro 1.000 HMVEZ zeigte (Abb. 10, P), dass die Adhäsion von PBMZ 

durch HIV-1-Tat um das 1,8-fache anstieg. Die Anzahl adhärenter T-Zellen (Abb. 10, P) und 

Monozyten erhöhte sich jeweils um das 2,2-fache durch die Behandlung der PBMZ mit HIV-1-

Tat (Abb. 10, P). HIV-1-Tat hatte keinen Einfluss auf die Adhäsion von B-Zellen (Abb. 10, P). 
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Abbildung 10: Stimulierung von PBMZ mit HIV-1-Tat erhöhte selektiv die Adhäsion von 

Monozyten und T-Zellen an TNF-�-stimulierte HMVEZ. HMVEZ wurden 6 h mit 0,1 ng/ml 

TNF-� inkubiert. PBMZ wurden nicht (A, C, E, G, I, L, N) oder 24 h mit 100 ng/ml Tat (B, D, F, 
H, K, M, O) behandelt und die Zusammensetzung der an HMVEZ adhärierenden Zell-Arten 

bestimmt. Nach dem Adhäsionsexperiment wurden die HMVEZ und die adhärenten PBMZ  mit 

FITC-gekoppelten Antikörpern gegen CD45 (A und B), CD3 (E und F), CD20 (G und H), und 

einem PerCP-gekoppelten Antikörper gegen CD14 (I und K) gefärbt und im Durchfluss-

Zytometer quantitativ analysiert. HMVEZ wurden als CD45�-Zellen bestimmt (C und D). 
Isotypkontrollen mit FITC-IgG1 (L und M) und PerCP-IgG2b (N und O) bestätigten die Spezifität 

der Färbung. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse, eines von drei unabhängigen 

Experimenten. Die Anzahl an CD45�-, CD3�-, CD20�- und CD14�-Zellen pro 1000 HMVEZ wurde 

in P dargestellt. Die Adhäsion von CD45�-Zellen und CD3�-Zellen wurde durch Stimulierung mit 
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HIV-1-Tat um das 1,8-fache, von CD14�-Zellen um das 2,2-fache erhöht, die von B-Zellen wurde 

nicht erhöht (schwarze Balken). Die Ergebnisse repräsentieren den Durchschnitt aus drei 

unabhängigen Versuchen. 

 

3.5. HIV-1-Tat und TNF-� erhöhten synergistisch die Adhäsion von Leukozyten auf das 
Endothel in vivo 

 

Um den Effekt von HIV-1-Tat und TNF-� auf die Adhäsion in vivo zu untersuchen, wurde 

Intravital-Mikroskopie am Ohr von Mäusen durchgeführt und die Zahl der rollenden und der 

adhärierenden Leukozyten bestimmt (Kap.: 5.2.2.4, Versuchsparameter). In diesem System 

erhöhte TNF-� bei einer Konzentration von 500 ng (i.p.) pro Maus signifikant die Adhäsion von 

Leukozyten (Carvalho-Tavares et al., 2000; Zhang and Thorlacius, 2000). Um einen 

synergistischen Effekt nachweisen zu können, wurde TNF-� in submaximaler Konzentration 

(100 ng) eingesetzt. In dieser Konzentration erhöhte es den Median der rollenden Leukozyten 

auf Endothelzellen um das 2,1-fache (p � 0,001) (Abb. 11, A). Injektion von 20 µg HIV-1-Tat pro 

Maus erhöhte ähnlich wie TNF-� den Median der rollenden Leukozyten 2,2-fach (p � 0,001) 

(Abb. 11, A). Injizierte man beide Faktoren bei der Maus, konnte kein verstärkter Effekt auf das 

Rollen im Vergleich zur Referenz beobachtet werden (Abb. 11, A, siehe unten). 

 

Auf die Adhäsion der Leukozyten hatte TNF-� im Vergleich zur Kontrolle keinen Effekt, während 

HIV-1-Tat einen nicht signifikanten Anstieg der adhärierenden Zellen von 0 auf 94 stimulierte 

(Abb. 11, B). Die gleichzeitige Applikation beider Faktoren (HIV-1-Tat 20 µg und TNF-� 100 ng) 

erhöhte synergistisch die Anzahl der adhärierenden Leukozyten an das Endothel von 0 auf 350 

(Abb. 11, B, p � 0,001). Die Adhäsion der Leukozyten könnte unter diesen Bedingungen so 

effizient gewesen sein, dass die Leukozyten bei Kontakt mit dem Endothel sehr schnell 

(vergleiche Abb. 11, A und B) adhärierten.  
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Abbildung 11: HIV-1-Tat und TNF-� erhöhten in vivo synergistisch die Adhäsion von 

Leukozyten an das Endothel. C57Bl/6 Mäusen wurden entweder TNF-� (100 ng/Maus, n � 3), 

HIV-1-Tat (20 µg/Maus, n � 3), beide Faktoren in Kombination (n � 2) oder als Referenz 

PBS/0,1% BSA (n � 2) i.p. injiziert. Durch Intravital-Mikroskopie wurde vier Stunden nach der 

Injektion sowohl die Anzahl der rollenden Leukozyten pro Minute (A) als auch die Anzahl der 

adhärenten Leukozyten in 100 µm langen Segmenten der Vene (B) bestimmt. TNF-� erhöhte 

die Anzahl der rollenden Leukozyten 2,1-fach (p � 0,001), nicht jedoch die Anzahl der 

adhärenten Leukozyten. HIV-1-Tat erhöhte die Anzahl der rollenden Leukozyten um das 2,2-

fache (p �  0,001, A) und die Anzahl der adhärenten Leukozyten nicht signifikant im Median von 

0 auf 94 (B). TNF-� und HIV-1-Tat zusammen erhöhten den Median der adhärenten Leukozyten 

von 0 auf 360 (p � 0,001, B), während die Anzahl der rollenden Leukozyten nicht erhöht war. 

Jeder Kreis stellt den Wert eines Gefäßes dar. Aufgrund ihrer parametrischen Verteilung wurden 

die Daten als Mediane dargestellt. Die Anzahl der adhärenten Leukozyten ist pro mm2 Endothel 

dargestellt. �  p � 0,001 im Vergleich zu unbehandelten Mäusen; ��  p � 0,001 im Vergleich zu 

unbehandelten, TNF-�-behandelten und HIV-1-Tat behandelten Mäusen. 
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3.6. Zusammenfassung der Kapitels 3.1. - 3.5.: TNF-� und HIV-1-Tat erhöhten 
synergistisch die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel in vitro und in vivo 

 

Bei HIV-1-Patienten findet man eine dramatisch erhöhte Anzahl adhärenter 

Monozyten/Makrophagen am Aortenendothel (Zietz et al., 1996). Zudem ist das KS durch eine 

große Anzahl an infiltrierten Monozyten und T-Zellen (Stürzl et al., 2001) charakterisiert. In 

Korrelation mit dem Voranschreiten der Krankheit steigen bei AIDS-Patienten die 

Serumkonzentrationen von TNF-� (Kobayashi et al., 1990; Medrano et al., 1998). Zudem wurde 

gezeigt, dass HIV-1-Tat von infiltrierenden Zellen freigestzt wird (Chang et al., 1997; Ensoli et 

al., 1990; Ensoli et al., 1993) und die Adhäsion von Monozyten an TNF-�-stimulierte 

Endothelzellen erhöht ist (Lafrenie et al., 1996a). Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde 

hier das Zusammenwirken beider Faktoren bei der Stimulierung der Adhäsion von U937-Zellen 

und PBMZ an Endothelzellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Stimulierung von 

U937-Zellen und PBMZ mit HIV-1-Tat und von HMVEZ mit TNF-� synergistisch die Adhäsion 

erhöhte. Andere rekombinante virale Faktoren wie HIV-1-Nef und gp41 hatten keinen Einfluss 

auf die Adhäsionskompetenz von U937-Zellen und PBMZ. Mittels Durchfluss-Zytometrie wurde 

gezeigt, dass die Stimulierung von Endothelzellen mit TNF-� die Adhäsionskompetenz der 

HMVEZ für Monozyten, T-Zellen und B-Zellen gleichermaßen (2-fach) stimulierte. Durch 

zusätzliche Stimulierung der PBMZ mit HIV-1-Tat wurde die Adhäsion von Monozyten und T-

Zellen aber nicht von B-Zellen an TNF-�-stimulierte HMVEZ weiter erhöht. In vivo-Versuche am 

Ohr der Maus zeigten, dass TNF-� und HIV-1-Tat die Anzahl an rollenden Leukozyten am 

Endothel erhöhten. Beide Faktoren zusammen führten zu einem synergistischen Effekt in der 

Adhäsion von Leukozyten am Endothel. Diese Ergebnisse unterstreichen die wichtige Rolle von 

HIV-1-Tat bei der Fehlregulierung der Adhäsion von Leukozyten an das Endothel im Rahmen 

der AIDS-assoziierten Vaskulopathie. 

 

3.7. Untersuchungen zur Wirkung des HIV-1-Tat-Proteins auf die Genexpression in 
Monozyten 

 

Die Stimulierung von Monozyten mit HIV-1-Tat führte einerseits zu einer erhöhten Adhäsion an 

Endothelzellen und andererseits führte die Kokultivierung dieser Zellen zu einer veränderten 

Morphologie der Endothelzellschicht (Lafrenie et al., 1996a). 
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Um die Wirkung von HIV-1-Tat auf Monozyten auf molekularer Ebene zu analysieren, sollten 

HIV-1-Tat regulierte Gene in U937-Zellen identifiziert werden. HIV-1-Tat wird von infizierten T-

Zellen freigesetzt (Chang et al., 1997; Ensoli et al., 1993) und kann sowohl von infizierten als 

auch von nicht infizierten Zellen aufgenommen werden (Hofman et al., 1993; Tyagi et al., 2001). 

In dieser Arbeit stand der parakrine Effekt von HIV-1-Tat auf nicht infizierte Monozyten im 

Vordergrund. HIV-1-Tat kann über parakrine Wirkung die Expression zahlreicher Gene 

aktivieren, wie z.B. CCR-5, CXCR4, Il-6, TNF-�, �2-Integrine, MMP-9 und Il-1� (Gibellini et al., 

1994; Huang et al., 1998; Lafrenie et al., 1996a; Lafrenie et al., 1997). Es sollten bevorzugt 

Gene identifiziert werden, deren Expression im Rahmen einer frühen Antwort in HIV-1-Tat-

behandelten Zellen unterdrückt wird. Solche Gene könnten selber Repressoren darstellen, die 

auf andere expressionsfördernde Gene wirken. Die Hemmung von Repressoren duch HIV-1-Tat 

könnte erklären, warum HIV-1-Tat auf zahlreiche Gene eine aktivierende Wirkung ausübt. Für 

die Isolierung HIV-1-Tat-supprimierter Gene wurde die suppressed subtractive hybridisation 

(SSH)-Methode eingesetzt. 

 

3.7.1. Die SSH-Methode zur Isolierung differentiell exprimierter Gene 
 

Die SSH-Methode ist eine Technik, die es ermöglicht, auf RNA-Ebene Gene zu identifizieren, 

welche in einer Zellpopulation exprimiert werden, jedoch nicht in einer Vergleichs-Population. 

Von jeder der zu vergleichenden Populationen wird doppelsträngige cDNA hergestellt und mit 

dem Restriktionsenzym Rsa I verdaut. Die cDNA, aus der spezifisch exprimierte Gene isoliert 

werden soll, wird als Test-cDNA bezeichnet und die andere cDNA als Subtraktor-cDNA. Die 

Test-cDNA wird in getrennten Ansätzen mit zwei unterschiedlichen Oligonukleotid-Adaptoren 

ligiert (T1 und T2), die nur an die 5‘-Enden des cDNA-Strangs anheften. Anschließend werden 

zwei Hybridisierungen durchgeführt. Zunächst wird ein Überschuß an Subtraktor-cDNA mit jeder 

der beiden T1- und T2-ligierten Test-cDNA-Proben hybridisiert, so dass Sequenzen, die in beiden 

cDNA-Populationen (Test und Subtraktor) auftreten, abgesättigt werden. In den 

Hybridisierungsansätzen entstehen einzel- und doppelsträngige Produkte verschiedener 

Zusammensetzung (Abb. 12, a, b, c, d). Zusätzlich zur Absättigung von unverändert exprimierter 

cDNA mit Subtraktor-cDNA (Abb. 12, Hybridisierungsprodukt c) findet eine Nivellierung der 

relativen Häufigkeit nicht rehybridisierter einzelsträngiger Moleküle statt. Unter den gewählten 

Bedingungen folgt die Rehybridisierung beider Stränge der differentiell exprimierten cDNA (Abb. 

12, Hybridisierungsprodukt b) einer Kinetik zweiter Ordnung, wobei die Geschwindigkeit der 

Reaktion von der Konzentration der Reaktionspartner abhängig ist. Daher hybridisieren häufig 

vorkommende differentiell exprimierte Sequenzen der Test-cDNA schneller als seltene 
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Sequenzen. Von unterschiedlich exprimierten Genen, die nicht mit der im Überschuss 

vorhandenen Subtraktor-cDNA abgesättigt werden, bleiben daher weitgehend unabhängig von 

der Ausgangskonzentration in etwa gleich viele nicht hybridisierte Einzelstränge der Test-cDNA 

übrig (Abb. 12, Hybridisierungsprodukt a). 

 

Für die zweite Hybridisierung werden die zwei Ansätze der ersten Hybridisierung ohne weitere 

Denaturierung gemischt und zur vollständigen Absättigung von Sequenzen, die in beiden cDNA-

Populationen auftreten, wird weitere Subtraktor-cDNA zugegeben. Einzelsträngige, differentiell 

exprimierte Sequenzen (Abb. 12, Hybridisierungsprodukt a) der beiden Test-cDNA-Populationen 

können hybridisieren, und es treten Moleküle mit verschiedenen Adaptoren auf (Abb. 12, 

Hybridisierungsproduktrodukt e). Das Ziel dieser subtraktiven Hybridsierungsschritte ist die 

Erzeugung doppelsträngiger cDNA-Fragmente, die an beiden Enden unterschiedliche 

Adaptoren besitzt. Diese Fragmente sollen für Sequenzen kodieren, die entweder ausschließlich 

oder im Vergleich zu den Kontrollzellen wesentlich stärker in den Zellen, aus denen die Test-

cDNA isoliert wurde, exprimiert werden. 

 

 

                     
 

 

Abbildung 12: Schema der zwei Hybridisierungsschritte der SSH nach der 
Adaptorligation. Bei der ersten Hybridisierung wird ein Überschuß an Subtraktor-cDNA zu 

jeder der beiden Test-cDNA-Proben hinzugefügt. Sequenzen, die in beiden cDNA-Populationen 

(Test und Subtraktor) auftreten, hybridisieren. Nach der ersten Hybridisierung treten vier 

verschiedene Hybridisierungsprodukte a, b, c und d auf. Für die zweite Hybridisierung werden 
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die zwei Ansätze der ersten Hybridisierung ohne Denaturierung gemischt und neue denaturierte 

Subtraktor-cDNA zugegeben. Einzelsträngige subtrahierte, differentiell exprimierte Sequenzen 

der Test-cDNA-Populationen (Hybridisierungsprodukte a) können hybridisieren, und es treten 

zusätzlich doppelsträngige Produkte mit verschiedenen Adaptoren (Hybridisierungsprodukte e) 

auf. 

 

Anschließend werden die 3'-Enden dieser cDNA-Moleküle mittels einer DNA-Polymerase-

Reaktion aufgefüllt und durch PCR mit Primern, die an beide Adaptoren binden, amplifiziert. Bei 

dieser PCR werden die Produkttypen a und d (Abb. 13) nicht amplifiziert, da ihnen die 

Primerbindungsstellen fehlen. Produkte des Typs b (Abb. 13) zirkularisieren aufgrund der 

gleichen Adaptor-Sequenzen an beiden Enden, wodurch die Anheftung der Primer und somit die 

Amplifikation verhindert wird. Die Typ c-Produkte (Abb. 13) haben nur eine Bindungsstelle für 

die Primer und werden nur linear vervielfacht. Ausschließlich Produkte des Typs e (Abb. 13), 

welche zwei verschiedene Adaptoren tragen und differentiell exprimierte Sequenzen 

repräsentieren, werden exponentiell amplifiziert und angereichert. Diese cDNA-Fragmente 

werden in Bakterien transformiert und eine cDNA-Genbank angelegt. 

 

 

          
 

 

Abbildung 13: Die Hybridisierungsprodukte der zweiten PCR und ihre 
Amplifikationseigenschaften. Die 3'-Enden der Adaptoren der Produkte der zweiten 

Hybridsierung werden aufgefüllt und durch PCR amplifiziert. Die Produkttypen a und d werden 

aufgrund der fehlenden Primer-Bindungsstellen nicht amplifiziert und Produkte des Typs b 

bilden Ringstrukturen aus, die eine Amplifikation unterdrücken. Die Typ-c-Produkte haben nur 

eine Bindungsstelle für die Primer und werden nur linear vervielfältigt. Ausschließlich Produkte 
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des Typs e, welche zwei verschiedene Adaptoren tragen und differentiell exprimierte Sequenzen 

repräsentieren, werden exponentiell amplifiziert. 

 

3.7.1.1. Anwendung der SSH-Methode zur Identifizierung HIV-1-Tat-supprimierter Gene in 
Monozyten 

 

U937-Zellen wurden über 3 h mit 10 ng/ml HIV-1-Tat oder mit PBS-0,1% BSA inkubiert. Von 

beiden Zellpopulationen wurde polyadenylierte RNA isoliert und 2 µg für die SSH, wie unter 

Kapitel 3.7.1. beschrieben, eingesetzt. Die RNA aus unbehandelten Zellen wurde als Test-RNA 

eingesetzt und die RNA aus HIV-1-Tat-behandelten Zellen als Subtraktor-RNA. In der aus 

diesem Ansatz generierten cDNA-Genbank sollten cDNA-Sequenzen aus nicht-stimulierten 

U937-Zellen angereichert sein, die in HIV-1-Tat-stimulierten Monozyten supprimiert sind. 

 

3.7.1.1.1. Identifizierung HIV-1-Tat-supprimierter Gene in U937-Zellen 
 

Polyadenylierte mRNA wurde aus nicht-stimulierten U937-Zellen als Test-RNA und aus HIV-1-

Tat-stimulierten U937-Zellen als Subtraktor-RNA isoliert und doppelsträngige cDNA 

synthetisiert. Anschließend wurden an die Test-cDNA Adaptoren (T1 und T2) ligiert. Die Adaptor-

ligierten Test-Ansätze (T1 und T2) wurden mit dem 5-fachen Volumen Subtraktor-cDNA über 16 

h bei 68°C hybridisiert. Dabei sollten Sequenzen, die in beiden Populationen vertreten sind, 

hybridisieren. Für die zweite Hybridisierung wurden die Test-Populationen (T1 und T2) vereint. 

Um eine vollständige Absättigung der in beiden Populationen exprimierten Sequenzen zu 

erreichen, wurde nochmals das 5-fache Volumen an Subtraktor-cDNA zugegeben. Die 

Hybridisierung erfolgte über 22 h bei 68°C. Die Produkte der subtraktiven Hybridisierung wurden 

mittels PCR amplifiziert. In einer zweiten PCR-Reaktion wurden unter Verwendung von nested-

Primern die Produkte der ersten PCR weiter angereichert. Es gibt Anzeichen dafür, dass die 

Expression von GAPDH durch HIV-1-Tat in Monozyten im Vergleich zu unbehandelten 

Monozyten nicht beeinflusst wird (Lafrenie et al., 1997). Daher wurde die erforderliche 

Zyklenzahl für eine optimale subtraktive Amplifikation über die Amplifikation von GAPDH 

ermittelt. Bei der Verwendung von 30 Zyklen für die erste PCR-Reaktion und von 11 Zyklen für 

die zweite PCR-Reaktion zeigte die anschließende Subtraktions-Analyse, dass das GAPDH-

Gen in der cDNA der nicht subtrahierten Kontrolle (Probenicht sub) bereits nach 18 Zyklen 

nachweisbar war, während zum Nachweis des GAPDH-Gens aus dem subtrahierten Ansatzes 

(Probesub) 28 Zyklen benötigt wurden (Abb. 14). Das Ergebnis belegt, dass unter den gewählten 

Bedingungen eine effiziente Subtraktion von gleich exprimierten Genen erreicht wurde. 
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Abbildung 14: Subtraktions-Effizienz-Analyse mittels GAPDH-Amplifikation. Die PCR-

Produkte der subtrahierten cDNA (Probesub) und der nicht-subtrahierten Kontrolle (Probenicht sub) 

wurden mit GAPDH-spezifischen Primern in einer PCR-Reaktion über 18, 23, 28 und 33 Zyklen 

amplifiziert. Die GAPDH-Bande war bei der Kontrolle (Probenicht sub) nach 18 Zyklen sichtbar, 

wohingegen bei dem subtrahierten Ansatz (Probesub) erst nach 28 Zyklen ein schwaches Signal 

zu erkennen war. Der Unterschied von ca. 10-15 Zyklen bei der Amplifikation von GAPDH aus 

der Kontrolle und der subtrahierten Probe weist auf eine erfolgreich durchgeführte Subtraktion 

hin.  

 

3.7.1.1.2.  Nachweis differentiell exprimierter cDNA-Sequenzen mittels Southern 
 blot-Analyse  
 

Die aus der SSH gewonnenen Fragmente wurden in Plasmide kloniert und es wurde eine 

Genbank erstellt. Um Fragmente zu identifizieren, die in HIV-1-Tat-behandelten Zellen im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen supprimiert waren, wurde eine differentielle Hybridisierung 

durchgeführt. Hierzu wurden 287 Plasmide der erstellten cDNA-Genbank isoliert, mit Rsa I 

enzymatisch geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, auf je zwei Nitrozellulosemembranen 

transferiert und eine Southern blot-Hybridisierung durchgeführt. Die Filter wurden anschließend 

mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden, die aus zwei unterschiedlichen SSH-Ansätzen 

gewonnen wurden hybridisiert. Für die Herstellung der Sonden wurden zum einen RNA aus 

unstimulierten U937-Zellen als Tester und RNA aus HIV-1-Tat-stimulierten Zellen als Subtraktor 

eingesetzt (SondeBSA minus HIV-1-Tat), und in einem zweiten Ansatz RNA aus HIV-1-Tat-stimulierten 

Zellen als Tester und RNA aus unstimulierten Zellen als Subtraktor (SondeHIV-1-Tat minus BSA). 

 

Es wurden insgesamt 5 Plasmide identifiziert, die mit der SondeHIV-1-Tat minus BSA ein schwächeres 

Signal zeigten als mit der SondeBSA minus HIV-1-Tat. Zwei Beispiele sind in Abbildung 15 dargestellt. 
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Diese Plasmide könnten cDNA-Fragmente enthalten, die in U937-Zellen durch HIV-1-Tat 

reprimiert werden. 

 

 

      
 

 

Abbildung 15: Nachweis von cDNA-Fragmenten, die in unbehandelten und in HIV-1-Tat-
stimulierten U937-Zellen differentiell exprimiert werden. Rekombinante Plasmide der SSH-

Genbank wurden enzymatisch mit Rsa I geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, auf je zwei 

Nitrozellulosemembranen transferiert und mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden hybridisiert. In 

(A) wurde die Sonde aus der Subtraktion von RNA von unstimulierten U937-Zellen als Tester 

und RNA von HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen als Subtraktor (SondeBSA minus HIV-1-Tat) und in (B) 
die Sonde aus der Subtraktion von RNA aus HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen als Tester und 

RNA aus unstimulierten U937-Zellen als Subtraktor (SondeHIV-1-Tat minus BSA) verwendet. Die 

cDNA-Fragmente der Klone 133 und 134 gaben mit der in B verwendeten Sonde ein 

schwächeres Signal (Pfeile) als mit der in A verwendeten Sonde. Dies weist darauf hin, dass die 

Expression der entsprechenden Gene in HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen gehemmt sein 

könnte. 

 

3.7.1.1.3. HIV-1-Tat hemmt die OGT-Expression in U937-Zellen 
 

Um eindeutig eine differentielle Expression der im Southern blot unterschiedlich 

hybridisierenden Fragmente zu bestätigen, wurde eine Northern blot-Analyse durchgeführt. 
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U937-Zellen wurden 3 h ohne oder mit 10 ng/ml oder 100 ng/ml HIV-1-Tat inkubiert. Von den 

Zellen wurde die gesamtzelluläre RNA isoliert und auf eine Membran transferiert. Als Sonden 

wurden die entsprechenden Fragmente, die in der Southern blot-Analyse eine differentielle 

Expression zeigten, eingesetzt. Die Northern blot-Hybridisierung ergab, dass von den fünf 

ausgewählten cDNA-Fragmenten, die im ersten Test eine differentielle Hybridisierung 

aufwiesen, vier gleichermaßen mit der RNA von HIV-1-Tat-stimulierten und von unbehandelten 

U937-Zellen hybridisierten (Daten nicht gezeigt). Nur die Hybridisierung mit dem PCR-Produkt 

des Plasmides 133 (Abb. 15) ergab ein unterschiedlich starkes Signal zwischen der RNA von 

nicht-stimulierten und HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen (Abb. 16, A und B).  

 

Die Sequenzanalyse des Fragments 133 ergab, dass es für ein Teil der mRNA der humanen O-

linked N-Acetylglukosamintransferase (OGT) kodierte. 

 

Vom humanen OGT-Gen sind fünf Transkripte bekannt, die eine Größe von 9,4 kb, 7,9 kb, 6,3 

kb, 4,4 kb und 4,2 kb haben (Nolte and Muller, 2002). Die mRNA-Größen in der Northern blot-

Hybridisierung entsprachen der 9,4 kb-, 7,9 kb-, und 4,2 und/oder 4,4 kb-Bande. Eine 6,3 kb-

Bande war nicht nachweisbar. Eine Signalabnahme war in der RNA HIV-1-Tat-stimulierter Zellen 

vor allem bei der 9,4 kb-Bande deutlich zu sehen, konnte aber auch bei der 7,9 kb- und bei der 

4,2 kb- bzw. 4,4 kb-Bande beobachtet werden (Abb. 16, A).  

 

Um die Ergebnisse des Northern blot zu bestätigen wurde zudem der zeitliche Verlauf der OGT-

Expression in nicht-stimulierten und in HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen mittels RT-PCR 

untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass nach 2 h und 4 h die OGT-Expression in HIV-

1-Tat-stimulierten U937-Zellen im Vergleich zu nicht-stimulierten U937-Zellen deutlich gehemmt 

ist. Nach 6 h stieg die Expression der mRNA von OGT in HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen 

wieder an (Abb. 16, C). Bei diesem Versuch wurden 10 ng/ml und 100 ng/ml HIV-1-Tat 

eingesetzt. In einem nachfolgenden Versuch wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat auch in 

Konzentrationen von 1 ng/ml, wie sie im Serum HIV-1-Infizierter nachgewiesen wurden, die 

mRNA-Expression von OGT im Vergleich zu nicht-stimulierten U937-Zellen herunterreguliert 

(Abb. 16, D).  

 

Humanes OGT besteht aus drei Untereinheiten mit einer Größe von 116 kDa, 103 kDa und 74,5 

kDa (Hanover et al., 2003).  
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Um zu untersuchen, ob HIV-1-Tat die Expression von OGT auch auf Protein-Ebene reguliert, 

wurde eine Western blot-Analyse mit einem spezifischen Antikörper durchgeführt. Hierzu 

wurden U937-Zellen für unterschiedliche Zeiten und mit verschiedenen Konzentrationen  

(1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml) an HIV-1-Tat stimuliert (Abb. 16, E). Als Referenz wurden 

U937-Zellen mit PBS/0,1% BSA inkubiert. In der Western blot-Analyse konnte in U937-Zellen 

eine OGT-spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von 78 kDa nachgewiesen werden. In 

Zellen, die eine Stunde mit HIV-1-Tat inkubiert worden waren, wies diese Bande keine 

veränderte Stärke zu der in unbehandelten Zellen auf. Jedoch bereits nach 1,5 h war diese 

Bande in HIV-1-Tat-behandelten Zellen (10 ng/ml und 100 ng/ml) deutlich schwächer. Die 

Unterschiede bleiben in Zellen, die bis zu 6 h mit mit HIV-1-Tat behandelt wurden, deutlich 

bestehen. Die Hemmung der OGT-Expression durch HIV-1-Tat konnte somit auf Proteinebene 

bestätigt werden und war bei HIV-1-Tat-Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml in einem 

Zeitraum von 1,5 h bis 6 Stunden zu beobachten (Abb. 16, E). 
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Abbildung 16: HIV-1-Tat hemmt die Expression von OGT auf mRNA- und Protein-Ebene: 
Northern blot-Analyse (A, B): A: 30 µg Gesamt-RNA von unstimulierten und 3 h mit 10 ng/ml 

und 100 ng/ml HIV-1-Tat stimulierten U937-Zellen wurden in einem denaturierenden, 1%igen 

Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit 32P-markierter OGT-cDNA, 

die dem Fragment aus dem Southern blot entspricht, hybridisiert. Die 9,4 kb, 7,9 kb und 4,2 kb 

und/oder 4,4 kb großen RNA-Moleküle wurden in HIV-1-Tat-stimulierten U937-Zellen schwächer 

exprimiert. B: Die Ethidiumbromidfärbung zeigte, dass gleiche Mengen RNA aufgetragen 

wurden.  

 

RT-PCR-Analyse (C, D): U937-Zellen wurden 2 h, 4 h und 6 h mit 10 ng/ml und 100 ng/ml (C) 
oder 3 h mit 1 ng/ml und 10 ng/ml (D) HIV-1-Tat stimuliert. Als Referenz wurden jeweils U937-

Zellen ohne HIV-1-Tat inkubiert. Die aus den Zellen gewonnene Gesamt-RNA wurde in cDNA 

umgeschrieben und mit OGT- bzw. GAPDH-spezifischen Primern amplifiziert. C: Nach 2 h und 4 

h war die Expression der OGT-mRNA durch 10 ng/ml und 100 ng/ml HIV-1-Tat gehemmt, nach 

6 h stieg die Expression wieder an. D: Physiologische Konzentrationen (1 ng/ml) von HIV-1-Tat 

hemmten die OGT-Expression. GAPDH-Amplifikate zeigten, dass gleiche Mengen an RNA 

eingesetzt wurden. 

 

Western blot-Analyse (E): U937-Zellen wurden mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml HIV-1-Tat 

für 1 h, 1,5 h, 2 h und 6 h stimuliert. Die aus den Zellen gewonnen RIPA-Extrakte wurden 

anschließend im Western blot analysiert. E: Nach Behandlung von U937-Zellen für 1,5 h mit 

HIV-1-Tat in Konzentrationen von 10 ng/ml und 100 ng/ml war die OGT-Synthese in diesen 

Zellen deutlich verringert. Nach 2 h war OGT in Anwesenheit von 1 ng/ml HIV-1-Tat nur noch 

schwach, bei höheren HIV-1-Tat-Konzentrationen nicht mehr nachweisbar. Färbung mit einem 

Antikörper gegen GAPDH zeigte, dass gleiche Mengen aufgetragen worden waren. 

 

3.7.1.1.4. VEGF121 hemmt in U937-Zellen die Expression von OGT auf mRNA-Ebene und 
Protein-Ebene 

 

VEGF-A ist ein angiogener Faktor der die Migration von Endothelzellen und Monozyten 

induziert. HIV-1-Tat und VEGF-A weisen Ähnlichkeiten in den basischen Sequenzen auf (Mitola 

et al., 1997). Es ist gezeigt worden, dass HIV-1-Tat an dieselben Rezeptoren wie VEGF-A 

binden kann und auf diese Weise ebenfalls wie VEGF-A die Migration von Monozyten und 

Endothelzellen induziert. Aus diesem Grunde wurde untersucht, ob VEGF-A ebenso wie HIV-1-

Tat die OGT-Expression hemmen kann. Von VEGF-A existieren 5 Isoformen (VEGF121, VEGF145, 
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VEGF165, VEGF189 und VEGF206). In den folgenden Versuchen wurde die Isoform VEGF121 

verwendet, da diese neben VEGF165 die am häufigsten beschriebene ist (Neufeld et al., 1999). 

 

U937-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (1 ng/ml und 100 ng/ml) von VEGF121 

über 2 h und 4 h stimuliert und die Expression von OGT mittels RT-PCR untersucht. Es zeigte 

sich, dass VEGF121 in beiden Konzentrationen die OGT-mRNA-Expression nach 2 h und 4 h 

deutlich hemmte (Abb. 17, A). 

 

Der Einfluss von VEGF121 (1 ng/ml und 100 ng/ml) auf die OGT-Protein-Expression wurde 1 h, 

1,5 h, 2 h und 6 h nach VEGF121-Gabe untersucht. Nach 1 h wurde kein Effekt von VEGF121 auf 

die OGT-Expression beobachtet. Nach 1,5 h war OGT bei einer Konzentration von 100 ng/ml 

VEGF121 deutlich verringert. Nach 2 h war bei 100 ng/ml VEGF121 kein OGT nachweisbar und 

bei 1 ng/ml VEGF121 war eine Verminderung der OGT-Proteinmenge zu beobachten, die auch 

nach 6 h so bestehen blieb (Abb. 17, B). 
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Abbildung 17: VEGF121 hemmt die Expression von OGT mRNA und Protein. A: U937-Zellen 

wurden 2 h und 4 h mit je 1 ng/ml und 100 ng/ml VEGF121 stimuliert und eine RT-PCR mit OGT-

spezifischen und GAPDH-spezifischen Primern wurde durchgeführt. Sowohl nach 2 h als auch 

nach 4 h war die Expression der mRNA von OGT deutlich verringert. GAPDH-Amplifikate 

zeigten, dass gleiche Mengen an RNA eingesetzt wurden. B: U937-Zellen wurden mit 1 ng/ml 

und 100 ng/ml VEGF121 über 1 h, 1,5 h, 2 h und 6 h stimuliert und die aus den Zellen 

gewonnenen Protein-Extrakte im Western blot analysiert. Nach 1,5 h war die OGT-Expression 

bei 100 ng/ml VEGF121 deutlich verringert. Nach 2 h und nach 6 h war bei dem Ansatz mit 100 

ng/ml VEGF121 OGT nicht mehr sichtbar. Im Ansatz mit 1 ng/ml VEGF121 war nur noch eine 

schwache Bande sichtbar. Färbung mit einem Antikörper gegen GAPDH zeigte, dass gleiche 

Proteinmengen aufgetragen worden waren. 

 

3.7.1.1.5. Die OGT-Expression in U937-Zellen wird selektiv durch HIV-1-Tat und VEGF121 
gehemmt 

 

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob es sich bei der Hemmung der OGT-Expression 

um einen spezifischen Effekt von HIV-1-Tat und VEGF121 handelte, oder ob auch andere 

Faktoren einen Einfluss auf die OGT-Expression haben. Dafür wurden verschiedene AIDS-

assoziierte Faktoren (Abb. 18) ausgewählt, die über verschiedene Rezeptoren auf Monozyten 

wirken können. Eine Western blot-Analyse zeigte, dass TNF-�, IL-1�, IFN-�, IL-8 und SDF-1� 

die Expression von OGT in U937-Zellen im Vergleich zur Referenz erhöhten und andere 

Faktoren wie IL-2, VEGF165, MCP-1, bFGF, IP-10 und MIP-1� keinen Einfluß auf die Expression 

von OGT hatten (Abb. 18). Alle Faktoren wurden in Konzentrationen eingesetzt, von denen in 

der Literatur eine Wirkung auf Monozyten in der Kultur dokumentiert ist (Abraham et al., 2002; 

Crow et al., 2001; Galboiz et al., 2002; Neumann et al., 1997; Wang et al., 2001; Wu et al., 

2000; Zhang and Issekutz, 2002) 
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Abbildung 18: Die OGT-Expression wird selektiv durch HIV-1-Tat und VEGF121 gehemmt. 
U937-Zellen wurden 4 h mit verschiedenen Faktoren in den angegeben Konzentrationen 

stimuliert und die OGT-Expression mittels Western blot analysiert. TNF-�, IL-1�, IFN-�, IL-8 und 

SDF-1� erhöhten die Expression von OGT; IL-2, VEGF165, MCP-1, bFGF, IP-10 und MIP-1� 

hatten keinen Einfluß auf die Expression. VEGF121 hingegen hemmte die OGT-Expression. Eine 

Färbung mit einem Antikörper gegen GAPDH zeigte, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen 

wurden. 

 

3.7.1.1.6.  Die Hemmung der OGT-Expression durch HIV-1-Tat wird über Flt-1 vermittelt 
 

VEGF121 und HIV-1-Tat hemmten beide die OGT-Expression. Flt-1 und Flk-1 sind zwei 

Rezeptoren, über die VEGF-A und HIV-1-Tat auf Zellen wirken können. HIV-1-Tat und VEGF-A 

können die Migration von Monozyten durch Bindung des Flt-1 Rezeptors aktivieren (Barleon et 

al., 1996; Clauss et al., 1996; Mitola et al., 1997) und die Migration von Endothelzellen über die 

Bindung an Flk-1 (Albini et al., 1996; Ganju et al., 1998). Es wurde daher untersucht, ob die 

Hemmung der OGT-Expression durch HIV-1-Tat über die VEGF-Rezeptoren Flt-1 oder Flk-1 

vermittelt wurde. Um die Bioaktivität von Flt-1 und Flk-1 zu blockieren, wurden U937-Zellen 1 h 

vor der Stimulierung mit HIV-1-Tat mit spezifischen inhibitorischen Antikörpern gegen Flt-1 und 

Flk-1 inkubiert. In U937-Zellen, die mit dem Antikörper gegen Flt-1 vorinkubiert wurden, konnte 

der Effekt von HIV-1-Tat auf die OGT-Protein-Expression aufgehoben werden (Abb. 19). Im 

Gegensatz dazu konnte der Antikörper gegen Flk-1 die Hemmung der OGT-Expression nicht 

verhindern. Die Antikörper alleine hatten keinen Effekt auf die Expression von OGT (Abb. 19) 
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Abbildung 19: HIV-1-Tat hemmt die OGT-Expression über Flt-1. U937-Zellen wurden 1 h in 

Medium ohne Antikörper, mit anti-humanem Flk-1-Antikörper oder mit anti-humanem Flt-1-

Antikörper in den angegebenen Konzentrationen und anschließend 3 h ohne oder mit HIV-1-Tat 

inkubiert. Anschließend wurde die OGT-Expression in den Zellen im Western blot analysiert. 

Durch Blockierung des Flt-1-Rezeptors konnte die Hemmung der OGT-Expression durch HIV-1-

Tat verhindert werden. Im Gegensatz dazu konnte ein gegen humanes Flk-1 gerichteter 

Antikörper den hemmenden Effekt von HIV-1-Tat auf die OGT-Expression nicht verhindern. Die 

jeweiligen Antikörper hatten ohne HIV-1-Tat-Stimulierung keinen Effekt auf die OGT-Expression. 

Eine Färbung mit einem Antikörper gegen GAPDH zeigte, dass gleiche Proteinmengen 

aufgetragen worden waren.  

 

3.7.1.1.7.  Die Abnahme des zellulären OGT-Proteins durch HIV-1-Tat wird nicht durch den 
Abbau im Proteasom bewirkt 

 

Bereits 1,5 h nach HIV-1-Tat- bzw. VEGF121-Behandlung nahm die Konzentration von OGT in 

U937-Zellen deutlich ab. Diese rasche Abnahme könnte auf proteolytische Degradation 

zurückzuführen sein, wie sie für Proteine, die am Signaltransduktionsweg beteiligt sind, 
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beschrieben ist (Hochstrasser, 1996; Tanaka, 1998). Daher wurde die Möglichkeit untersucht, 

ob die Stimulierung mit HIV-1-Tat oder VEGF121 die proteolytische Spaltung von OGT induzieren 

könnte. Um den Abbau von OGT durch Proteasen zu untersuchen, wurden U937-Zellen 2 h mit 

verschiedenen Inhibitoren lysosomaler Proteasen in den angegebenen Konzentrationen und 

danach weitere 3 h mit VEGF121 inkubiert (Abb. 20, A). Keiner der Proteaseinhibitoren hemmte 

die Abnahme von OGT-Protein (Abb. 20, A). Die Wirkkonzentrationen der Proteaseinhibitoren 

wurden der Literatur entnommen (Fujiwara et al., 2002; Grinde and Seglen, 1980; Nakhoul et 

al., 1998; Salcedo et al., 1997; Seelmeier et al., 1988). Inkubierte man die Zellen 1 h vor der 

Stimulierung mit VEGF121 mit Proteasom-Inhibitoren in den üblichen Konzentrationen 

(Blagosklonny et al., 1999; Hwang et al., 2002; Jehn et al., 2002; Meng et al., 1999; Vrana and 

Grant, 2001), konnte die VEGF121-induzierte Abnahme des OGT-Protein ebenfalls nicht 

gehemmt werden (Abb. 20, B). 

 

Abbildung 20: Weder die Hemmung lysosomaler Proteasen noch die von Proteasen des 
Proteasoms kann den VEGF121-induzierten Abbau des OGT-Proteins verhindern. A: U937-

Zellen wurden 2 h mit verschiedenen Inhibitoren lysosomaler Proteasen in den angegebenen 

Konzentrationen inkubiert und anschließend 3 h mit 100 ng/ml VEGF121 stimuliert. Da die 

Protease-Inhibitoren in Ethanol gelöst wurden, wurde als Kontrolle das höchste Volumen an 

Ethanol, das zur Stimulierung verwendet wurde, zum Medium gegeben. Das OGT-Protein wurde 

im Western blot nachgewiesen. Keiner der Proteaseinhibitoren konnte den VEGF121-induzierten 

Abbau von OGT verhindern. B: 1 h vor Stimulierung der U937-Zellen mit 100 ng/ml VEGF121 für 

3 h wurden die Zellen mit jeweils 100 µM N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO (ALLN), 10 µM 

Epoxomicin und 10 µM clasto- Lactacystin �-Lakton inkubiert. Die verwendeten 

Proteasominhibitoren wurden in DMSO gelöst. Daher wurde als Kontrolle das größte Volumen 

an DMSO, das zur Stimulierung verwendet wurde, zum Medium gegeben. Anschließend wurde 

der Nachweis von OGT mittels Western blot-Analyse durchgeführt. Keiner der Proteasom-

Inhibitoren hatte einen Einfluss auf die Expression von OGT. Eine Färbung mit einem Antikörper 

gegen GAPDH zeigte, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden. 
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3.7.1.1.8. Untersuchung des Effekts von HIV-1-Tat auf die OGT-Expression in PBMZ  
 

Als Nächstes wurde der Einfluss von HIV-1-Tat auf die OGT-Expression in primären Zellen 

untersucht. Frisch isolierte PBMZ fünf verschiedener Probanden wurden 3 h mit HIV-1-Tat 

stimuliert und sowohl die mRNA-Expression mit RT-PCR als auch die Protein-Expression von 

OGT im Western blot untersucht.  

 

In PBMZ wurde die OGT-mRNA-Expression durch HIV-1-Tat auf unterschiedliche Weise 

beeinflußt. Beim Probanden 1 wurde keine Veränderung der OGT-Expression durch HIV-1-Tat 

festgestellt (Abb. 21). Bei den Probanden 2 und 3 hingegen war eine erhöhte und bei den 

Probanden 4 und 5, wie in U937-Zellen, eine verminderte Expression der OGT-mRNA zu 

beobachten (Abb. 21, A). 

 

Die Ergebnisse der RNA-Expressionsanalyse konnten im Western blot auf Protein-Ebene 

bestätigt werden. Bei dem Probanden 1 war keine signifikante Veränderung der OGT-

Expression durch HIV-1-Tat zu beobachten (Abb. 21, B und C). Bei den PBMZ des Probanden 2 

stieg die Expression nach Inkubation mit HIV-1-Tat auf 214% und bei dem Probanden 3 auf 

159%. Hingegen war die OGT-Expression in HIV-1-Tat-stimulierten PBMZ bei dem Probanden 4 

auf 41% und bei dem Probanden 5 auf 13% verringert (Abb. 21, B und C). Die Probanden-

spezifischen Reaktionen der OGT-Expression auf die Stimulierung mit HIV-1-Tat konnte jeweils 

in drei unabhängigen Versuchen bestätigt werden. 
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Abbildung 21: Unterschiedliche Regulierung der mRNA- und Protein-Expresssion von 
OGT durch HIV-1-Tat in PBMZ verschiedener Probanden. RT-PCR-Analyse: A: Frisch 

isolierte PBMZ verschiedener gesunder Probanden wurden 3 h ohne oder mit 100 ng/ml HIV-1-

Tat inkubiert und OGT und GAPDH mit spezifischen Primern durch RT-PCR nachgewiesen. Bei 

den Probanden 2 und 3 war die OGT-Expression nach HIV-1-Tat-Stimulation erhöht, bei den 

Probanden 4 und 5 dagegen verringert. Auf die OGT-Expression in den PBMZ des Probanden 1 

hatte HIV-1-Tat keinen Einfluss. Western blot-Analyse (B, C): B: Frisch isolierte PBMZ 

verschiedener gesunder Probanden wurden 4 h entweder ohne (Referenz) oder mit 100 ng/ml 

HIV-1-Tat inkubiert. Die Expression von OGT war bei Proband 2 auf 214% und bei Proband 3 

auf 159% erhöht, während sie bei Proband 4 auf 41% und bei Proband 5 auf 13% erniedrigt 

war. Auf die OGT-Expression in den PBMZ des Probanden 1 hatte HIV-1-Tat keinen 

wesentlichen Einfluss. Eine Färbung mit einem Antikörper gegen GAPDH zeigte, dass gleiche 

Proteinmengen aufgetragen worden waren. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei 

unabhängigen Versuchen. C: Darstellung der relativen OGT-Expression in %. Da für jede 

Bestimmung der jeweilige Referenzwert gleich 100% gesetzt wurde, wurde dafür keine 

Standardabweichung ermittelt. Dargestellt ist die durchschnittliche OGT-Expression aus drei 

unabhängigen Versuchen. 

 

3.8. Zusammenfasssung des Kapitels 3.7.: Identifizierung eines HIV-1-Tat-regulierten 
Gens in Monozyten 

 

Mit der SSH-Methode wurde OGT als HIV-1-Tat-reprimiertes Gen in U937-Zellen identifiziert. In 

der Northern blot-Analyse und RT-PCR wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat die Expression von OGT-

mRNA in diesen Zellen verringerte. Die Repression von OGT wurde auf Protein-Ebene bestätigt 

und konnte auch durch physiologische Konzentrationen (Kap.: 2.5.2.) an HIV-1-Tat induziert 

werden. Ebenso wie durch HIV-1-Tat wurde die Expression von OGT auch durch VEGF121 

verringert. Die Hemmung der OGT-Expression wurde selektiv durch HIV-1-Tat und VEGF121 

bedingt, jedoch nicht durch andere Wachstumsfaktoren, IZ und Chemokine. Die Hemmung der 

OGT-Expression durch HIV-1-Tat wurde über Flt-1 vermittelt. Die schnelle Abnahme der 

Proteinkonzentration von OGT war weder auf lysosomale Proteasen noch auf einen Abbau im 

Proteasom zurückzuführen. Untersuchungen der OGT-Expression in PBMZ zeigten, dass die 

Expression von OGT durch HIV-1-Tat bei verschiedenen Probanden unterschiedlich reguliert 

wurde.  
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OGT ist unter anderem ein ubiquitärer Regulator der Transkription und hemmt die SP-1-

aktivierte Transkription (Yang et al., 2002). Die Hemmung der OGT-Expression könnte ein 

möglicher Grund dafür sein, dass zahlreiche Gene durch HIV-1-Tat induziert werden. Es ist zu 

untersuchen, ob die Person-spezifische Antwort der OGT-Expression auf die HIV-1-Tat-Wirkung 

kennzeichnend für einen unterschiedlichen klinischen Verlauf der AIDS-Erkrankung in HIV-1-

infizierten Personen ist. Darüber hinaus werden zahlreiche Proteine, die an den 

unterschiedlichsten zellulären Prozessen beteiligt sind, durch OGT modifiziert (Hanover et al., 

2001). Die verminderte Expression von OGT kann daher diese Prozesse beeinflussen und zu 

Funktionsstörungen in der Zelle führen. 
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4. Diskussion 
 

In klinischen, serologischen und pathomorphologischen Untersuchungen wurden bei HIV-1-

Infizierten krankhafte Veränderungen des Gefäßsystems festgestellt, die mit einer verstärkten 

Extravasation von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen einhergehen. Spezifisch sind hierbei 

zu nennen: (1) Schädigungen des Aortenendothels mit einer erhöhten Adhäsion mononukleärer 

Zellen (Zietz et al., 1996), (2) Defekte der Blut-Hirn-Schranke, die mit einer Infiltration von 

Monozyten/Makrophagen in das Gehirn einhergehen (Nottet and Gendelman, 1995a; Petito and 

Roberts, 1995) und (3) das Kaposi-Sarkom, das unter anderem durch zahlreiche infiltrierende 

Monozyten und T-Zellen charakterisiert ist (Stürzl et al., 2001).  

 

Durch die Behandlung von HIV-1-infizierten Patienten mit der seit einiger Zeit verfügbaren 

hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) konnte deren Lebenserwartung trotz des 

Auftretens von Nebenwirkungen wie Dyslipidämie und Diabetes deutlich erhöht werden 

(Medrano et al., 1998; Passalaris et al., 2000; Powderly, 2002). Schon in der Ära vor der 

HAART-Therapie wurden bei 45% - 66% der AIDS-Patienten koronare Herzkrankheiten 

nachgewiesen (DeCastro et al., 1992); bei infizierten, mit HAART therapierten Patienten stieg 

bei den infizierten Patienten die Häufigkeit von Gefäßerkrankungen aber noch weiter an. Dieser 

Effekt ist hauptsächlich auf die HIV-1-Infektion zurückzuführen (Neumann et al., 2002). 

Opportunistische Infektionen, ein letztlich verlängerter Krankheitsverlauf und Nebenwirkungen 

von HAART wirken sich verstärkend aus (Neumann et al., 2002; Passalaris et al., 2000). 

 

Es wird diskutiert, dass als mögliche Auslöser dieser Gefäßveränderungen das bei HIV-1-

Infizierten veränderte Zytokinmilieu (Caruso et al., 1990; Lepe-Zuniga et al., 1987), vor allem 

eine erhöhte Konzentration an TNF-� (Kobayashi et al., 1990; Lahdevirta et al., 1988), eine 

Rolle spielen könnten. Darüber hinaus wird das HIV-1-kodierte Tat-Protein als möglicher 

Pathogenesefaktor im Rahmen der AIDS-assoziierten Vaskulopathie diskutiert. HIV-1-Tat kann 

im Serum von HIV-1-infizierten Patienten in Konzentrationen zwischen 1 ng/ml und 40 ng/ml 

nachgewiesen werden (Westendorp et al., 1995; Xiao et al., 2000) und parakrin auf infizierte 

und auf nicht-infizierte Zellen wirken (Chang et al., 1997; Ensoli et al., 1993). Im Mittelpunkt 

meines Interesses stand die adhäsionsfördernde Wirkung von HIV-1-Tat auf Leukozyten an 

Endothelzellen, da bei allen Ausprägungsformen der AIDS-assoziierten Vaskulopathie in vivo 

eine verstärkte Anlagerung von mononukleären Zellen an das Endothel nachgewiesen wurde 

(Geier et al., 1994; Petito and Roberts, 1995; Zietz et al., 1996).  
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4.1.  Beeinflussung der Adhäsionsfähigkeit von Leukozyten an Endothelzellen durch 

HIV-1-Tat und TNF-�  
 

Es war bekannt, dass Monozyten an TNF-�-stimulierte Endothelzellen verstärkt adhärieren und 

dass eine zusätzliche Stimulierung der Monozyten mit HIV-1-Tat deren Anlagerung weiter erhöht 

(Lafrenie et al., 1996a).  

 

In dieser Arbeit wurde die adhäsionsfördernde Wirkung von HIV-1-Tat im Zusammenspiel mit 

dem IZ TNF-� weiter untersucht. PBMZ bestehen zu 90% aus Lymphozyten, die sich 

vorwiegend in lymphatischen Organen und Geweben aufhalten. Hier sollten diese Zellen 

aufgrund der hohen Anzahl an infizierten Zellen der höchsten Konzentration an HIV-1-Tat 

ausgesetzt sein. TNF-� zirkuliert im Blut und sollte vorwiegend auf Endothelzellen einwirken. 

Daher wurde in den Versuchen die PBMZ und U937-Zellen mit HIV-1-Tat stimuliert und die 

HMVEZ mit TNF-�. Es wurde bestätigt, dass HIV-1-Tat und TNF-� synergistisch die Adhäsion 

von sowohl U937-Zellen, als auch PBMZ an Endothelzellen erhöhten. Dabei wirkte HIV-1-Tat 

spezifisch auf die Adhäsionskompetenz von Monozyten und T-Zellen, aber nicht auf B-Zellen. 

Mittels Intravital-Mikroskopie konnte eine synergistische Wirkungsweise beider Faktoren auf die 

Adhäsion von Leukozyten in vivo bestätigt werden. Die Induktion der Adhäsion von U937-Zellen 

und PBMZ wurde nur durch HIV-1-Tat, aber nicht durch zwei weitere viruskodierte Proteine, 

gp41 und HIV-1-Nef, vermittelt. Das hier verwendete rekombinante gp41 und HIV-1-Nef  

induzierte aber in U373-Zellen die Synthese des Komplement-Faktors C3 (Speth et al., 2002), 

was ein Hinweis darauf ist, dass beide Proteine biologisch aktiv waren.  

 

Zum Stimulieren von Zellen wurde HIV-1-Tat von unterschiedlichen Arbeitsgruppen als Protein 

mit einer Länge von 72 As (Mitola et al., 2000), 86 As (Ensoli et al., 1990) und 101 As (Albini et 

al., 1995) benutzt. Neben rekombinanten Protein wird auch synthetisch hergestelltes Protein 

verwendet. Hierbei wurden unterschiedliche Ergebnisse bei Untersuchungen der gleichen 

Fragestellung erhalten, was unter anderem auf die unterschiedlichen Arten und 

Herstellungsweisen und dem daraus resultierenden Reinheitsgrad der jeweils verwendeten Tat-

Proteine zurückzuführen sein könnte (Gibellini et al., 1995; McCloskey et al., 1997; Sastry et al., 

1996; Westendorp et al., 1995). Bei dem hier verwendeten HIV-1-Tat handelte es sich um ein 86 

As langes, rekombinantes HIV-1-Tat, dass nach good laboratory practice (GLP)-Regeln isoliert 

worden ist. Es entspricht dem HIV-1-Tat des HIV-1-Stamm IIIB-BH-10 (Subtyp B). Die hier 

verwendeten Protein-Präparationen waren einerseits in der Lage die Replikation eines Tat-

negativen HIV-1-Isolats zu induzieren und andererseits im Chloramphenikolacetyltransferase 
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(CAT)-Transaktivierungsversuch der LTR-Aktivität biologisch aktiv. Der Endotoxingehalt lag 

unter der Nachweisgrenze (Fanales-Belasio et al., 2002). Dieses HIV-1-Tat-Protein wurde 

bereits mehrfach erfolgreich verwendet. So wurde gezeigt, dass dieses HIV-1-Tat von 

Makrophagen aufgenommen wird und die Expression von TNF-� und �-Chemokinen induziert 

(Fanales-Belasio et al., 2002). Außerdem stimulierte es die Proliferation und Migration von 

Endothelzellen und KS-Zellen durch Bindung an die Integrine VLA-5 und �v�3 (Barillari et al., 

1993; Barillari et al., 1999a).  

 

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse lassen sich Rückschlüsse auf einen möglichen 

Mechanismus der TNF-�- und HIV-1-Tat-induzierten Adhäsion durchführen. Die Stimulierung 

von PBMZ mit HIV-1-Tat erhöhte spezifisch die Adhäsion von Monozyten und T-Zellen an TNF-

�-stimulierte HMVEZ, aber nicht von B-Zellen. Der Mechanismus der verstärkten Adhäsion von 

Leukozyten an Endothelzellen könnte sein, dass TNF-� auf Endothelzellen die Expression der 

Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 (Dhawan et al., 1997; Haraldsen et al., 1996; 

Kalogeris et al., 1999; Pober and Cotran, 1991) induziert. Es wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat in 

Monozyten die Expression von �2-Integrinen induzieren kann (Lafrenie et al., 1996a), welche 

wiederum Liganden von ICAM-1 sind. Durch die erhöhte Expression dieser beiden wichtigen 

Bindungspartner, die an der starken Adhäsion beteiligt sind, könnte die Anlagerung von 

Monozyten an Endothelzellen verstärkt werden. Der oben beschriebene 

Adhäsionsmechanismus über ICAM-1 und �2-Integrine kann jedoch nicht erklären, warum durch 

die Stimulierung von PBMZ mit HIV-1-Tat insbesondere die Anlagerung von T-Zellen und 

Monozyten aber nicht von B-Zellen verstärkt wurde. B-Zellen lassen sich grundsätzlich mit HIV-

1-Tat stimulieren. So wurde gezeigt, dass durch Stimulierung mit HIV-1-Tat die Proliferation von 

B-Zellen gehemmt wird (Lefevre et al., 1999), die bcl-2-Expression herunterreguliert wird (Sastry 

et al., 1996) und die Expression von Fas erhöht ist (Huang et al., 1997). Ein Faktor könnte aber 

sein, dass, im Gegensatz zu Monozyten, T-Zellen und B-Zellen Mac-1 und p150 nicht 

exprimieren (Kevil and Bullard, 1999). Eine erhöhte Anzahl an adhärierenden Monozyten könnte 

durch erhöhte Bindungskapazitäten von Mac-1 und p150 an ICAM-1 erklärt werden. Ein weiterer 

möglicher Mechanismus wäre, dass aktivierte T-Zellen, im Vergleich zu B-Zellen, verstärkt L-

Selektine exprimieren (Tang et al., 1998) und so vermehrt an den Liganden von L-Selektin 

[CD34 und glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 (GLYCAM-1)] auf den 

Endothezellen binden. Im Gegensatz dazu exprimieren B-Zellen P-selectin glycoprotein-1 

(PSGL-1) und binden darüber an P-Selektin aber nicht an E-Selektin (Lenter et al., 1994; Yago 

et al., 1997). Es ist beschrieben, dass P-Selektin wiederum nicht generell auf TNF-�-stimulierten 
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Endothelzellen exprimiert wird, bzw. nach zwei Stunden wieder herunter reguliert wird (Boyce et 

al., 2002; Ley et al., 1995). Die erhöhte Anzahl an adhärenten T-Zellen könnte somit durch eine 

erhöhte Bindung über L-Selektine erklärt werden. 

 

Gegenwärtig dominiert die Hypothese, dass die erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen 

bei Monozyten durch HIV-1-Tat weitgehend indirekt durch eine gesteigerte Expression von IZ 

vermittelt wird (Lafrenie et al., 1997). Neben HIV-1-Tat erhöhten jedoch auch gp41 und HIV-1-

Nef durch externe Zugabe die Expression von IZ in Leukozyten (Lafrenie et al., 1997; Merrill et 

al., 1989; Olivetta et al., 2003; Quaranta et al., 1999; Tyring et al., 1991). Im Gegensatz zu HIV-

1-Tat erhöhten die beiden anderen HIV-1-assoziierten Proteine unter den genannten 

Versuchsbedingungen allerdings nicht die Adhäsion von U937-Zellen und PBMZ an 

Endothelzellen. Es ist daher wahrscheinlich, dass der Effekt von HIV-1-Tat auf die 

Adhäsionskompetenz nicht ausschließlich auf einer HIV-1-Tat-bedingten Induktion von IZ 

beruht, sondern auf einen direkten Effekt von HIV-1-Tat auf die Expression von 

Adhäsionsmolekülen zurückzuführen sein könnte. 

 

Die hier vorgestellte in vivo-Studie bei Mäusen zeigte, dass TNF-� und HIV-1-Tat jeweils das 

Rollen von Leukozyten am Endothel induzieren. In der frühen Phase der TNF-�-Antwort (2 h) 

wird das Rollen der Leukozyten hauptsächlich durch P-Selektin vermittelt, während in der 

späteren Phase L-Selektin und E-Selektin diese Rolle übernehmen (Kunkel and Ley, 1996; Ley 

et al., 1995). Neben einer erhöhten Anzahl rollender Zellen konnte unter dem Einfluss von HIV-

1-Tat aber auch eine erhöhte Adhäsion beobachtet werden. Der Effekt auf die Adhäsion 

verstärkte sich dramatisch durch gleichzeitige Injektion von TNF-� und HIV-1-Tat. Es wurde 

damit auch in vivo ein synergistischer Effekt von HIV-1-Tat und TNF-� auf die Adhäsion von 

Leukozyten nachgewiesen. In diesem Versuch ist zusätzlich zu berücksichtigen, dass wie bei 

HIV-1-infizierten Personen, sowohl HIV-1-Tat als auch TNF-� gleichzeitig auf Leukozyten und 

Endothelzellen wirken konnten und somit beide Faktoren die Expression von 

Adhäsionsmolekülen auf den jeweiligen Zellen erhöhen könnten. Es ist ausserdem zu 

berücksichtigen, dass das HIV-1-Tat die TNF-�-Expression und –Sekretion induziert (Lafrenie et 

al., 1997) und dieses zusätzlich die Adhäsionskompetenz von Endothelzellen erhöhen kann. In 

künftigen Experimenten soll daher vor und nach Stimulierung mit HIV-1-Tat die TNF-�-

Konzentration im Serum der Maus bestimmt werden, um weitere Aussagen über einen 

möglichen synergistischen Effekt machen zu können. Zudem soll mittels immunhistochemischer 

Färbungen die Expression von Adhäsionsmolekülen untersucht werden, um das Spektrum der 
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exprimierten Adäsionsmoleküle auf jeder Zellart zu erhalten. Danach soll der 

Adhäsionsmechanismus näher untersucht werden. 

 

Es wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat bei Mäusen biologisch aktiv ist. Bei HIV-1-Tat exprimierenden 

transgenen Mäusen entwickelten sich unter anderem KS-ähnliche Tumoren (Corallini et al., 

1993; Vogel et al., 1988) und bei Mäusen, denen man HIV-1-Tat in Kombination mit IZ oder 

bFGF injizierte, entwickelten sich vaskuläre Läsionen (Albini et al., 1994; Barillari et al., 1999; 

Ensoli et al., 1994a; Fiorelli et al., 1998). Bei den in vivo-Versuchen wurde mit 20 µg pro Maus 

eine im Vergleich zu 100 ng/ml in den in vitro-Versuchen hohe Konzentration an HIV-1-Tat 

eingesetzt. Bei der Auswahl der HIV-1-Tat-Konzentration für den in vivo-Versuch mussten zwei 

Punkte berücksichtigt werden, die die effektive Konzentration vom zirkulierenden HIV-1-Tat 

reduzieren: Erstens bindet HIV-1-Tat über seine basische Sequenz schnell und effektiv an 

Heparansulfat-Proteoglykane auf der Zelloberfläche und an die extrazelluläre Matrix (Chang et 

al., 1997). Zweitens verteilt sich HIV-1-Tat vier Stunden nach der Injektion in alle Organe und 

wird dort von den Zellen aufgenommen (Schwarze et al., 1999).  

 

Im Gegensatz zu HIV-1-Tat wurde HIV-1 bei Läsionen von AIDS-KS nur in seltenen Fällen 

nachgewiesen (Ensoli et al., 1994a; Mahoney et al., 1991; Stürzl et al., 1992). Daraus lässt sich 

schließen, dass HIV-1 über einen parakrinen Effekt von sezernierten IZ und HIV-1-Tat, durch 

infiltrierte Monozyten und T-Zellen, seine Wirkung ausübt. Frühe Stadien der KS-Läsionen sind 

charakterisiert durch einen inflammatorischen Prozess (Ensoli and Stürzl, 1998; Stürzl et al., 

2001) mit Infiltration von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen, während B-Zellen nur selten 

oder gar nicht vorkommen (Beral et al., 1990; Fiorelli et al., 1998; MacPhail et al., 1996; 

Nickoloff and Griffiths, 1989; Regezi et al., 1993; Tabata et al., 1993; Uccini et al., 1997). Am 

Mausmodell wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat die Ausbildung von KS-ähnlichen Läsionen 

unabhängig von einer HIV-1-Infektion induzierte (Albini et al., 1994; Ensoli et al., 1994a). IZ 

wiederum lösen die lytische Aktivierung von HHV-8 in mononukleären Zellen aus (Monini et al., 

1999) und führen somit zu einer höheren Viruslast. HHV-8 ist bei allen KS-Läsionen 

nachweisbar und somit scheint es ein notwendiges Agens für die KS-Entwicklung zu sein. 

Zahlreiche in situ-Untersuchungen belegen, dass HHV-8 wahrscheinlich von infiltrierten 

Monozyten und T-Zellen in die KS-Läsionen eingeschleust wird (Monini et al., 1999; Stürzl and 

Ensoli, 1999; Stürzl et al., 2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, 

dass die erhöhte Anzahl an Monozyten und T-Zellen im Vergleich zu B-Zellen im KS-Gewebe 

auf eine selektive Induktion der Adhäsionskompetenz von Monozyten und T-Zellen durch HIV-1-

Tat zurückzuführen sein könnte. Das Zusammenwirken von TNF-� und HIV-1-Tat könnte dazu 
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beitragen, dass AIDS-Patienten einem 20.000-fach erhöhtem Risiko ausgesetzt sind, an KS zu 

erkranken (Beral et al., 1990). Das Zusammenwirken von HIV-1-Tat und TNF-� könnte auch auf 

andere, bei AIDS auftretende, vaskuläre Defekte einen Einfluss haben, die mit einer erhöhten 

Adhäsion und ihrer Invasion ins Gewebe einhergehen. 

 

4.2. Wirkung des HIV-1-Tat-Proteins auf die Genexpression in Monozyten 
 

HIV-1-Tat kann in verschiedenen Zellen eine große Anzahl an Genen induzieren. Beispielsweise 

wurde für Monozyten gezeigt, dass exogenes HIV-1-Tat die Expression von TNF-�, CCR5, 

CXCR4, IL-1�, IL-8, �2-Integrine und MMP-9 (Gibellini et al., 1994; Huang et al., 1998; Lafrenie 

et al., 1996a; Lafrenie et al., 1997; Weiss et al., 1999) erhöhen und die Expression von IL-12 

hemmen kann (Ito et al., 1998). Diese breite Wirkung von HIV-1-Tat auf die Gen-Expression legt 

nahe, dass das HIV-1-Tat über die Regulierung von Signaltransduktionsmolekülen verschiedene 

Gene moduliert. Um diese Möglichkeit zu untersuchen, wurde ein neuer Ansatz gewählt, mit 

dem die Identifizierung HIV-1-Tat-regulierter Signaltransduktionsmoleküle unterstützt wird. Bei 

der Auswahl des geeigneten Versuchansatzes wurden folgende Überlegungen miteinbezogen: 

(1) Moleküle von Signaltransduktionswegen reagieren sehr schnell auf einen Stimulus und (2) 

die Hemmung der Expression eines Repressors der Signaltransduktion durch HIV-1-Tat könnte 

das gleichzeitige Anschalten der Expression mehrerer nachgeordneter Gene oder die 

Aktivierung nachfolgender Moleküle bewirken. Aus diesen Gründen wurde mit der SSH nach 

Genen gesucht, deren Expression kurz nach Zugabe von HIV-1-Tat (3 h) reprimiert wird.  

 

Ein Gen, das durch HIV-1-Tat in U937-Zellen sowohl auf RNA-Ebene, als auch auf Protein-

Ebene reprimiert wurde, war OGT. OGT ist in der Evolution hoch konserviert und kodiert für ein 

Protein, das ubiquitär exprimiert wird (Lubas et al., 1997). OGT ist ein Enzym, dass die 

Glykosylierung von Serin- und Threoninresten mit N-Acetylglukosamin katalysiert. Dieser 

Prozess wird O-Glukosamin-N-Acetylierung genannt und wurde bei vielen Proteinen im Zytosol 

und im Zellkern beobachtet (Hanover, 2001). Zu diesen Proteinen gehören zentrale 

regulatorische Moleküle wie SP-1, RNA-Polymerase II, p53, Rb und Tau (Abb. 22). Sie sind an 

unterschiedlichen zellulären Prozessen, wie zum Beispiel Zellteilung, Apoptose, Transkription 

und Translation, beteiligt (Hanover, 2001). Welche Funktion diese Modifikationen haben, ist 

bisher weitgehend ungeklärt, es konnte jedoch interessanterweise unter anderem eine 

hemmende Wirkung von OGT auf die SP-1-aktivierte Transkription nachgewiesen werden (Yang 

et al., 2002).  
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Abbildung 22.: Wichtige zelluläre Substrate für OGT. Beispiele für zelluläre Substrate, deren 

Funktion durch die Modifizierung durch OGT reguliert ist. Durch Repression von OGT durch 

HIV-1-Tat wird ihr Glykosylierungsstatus und damit ihre Funktion in Bezug auf Transkription 

bzw. Zell-Proliferation und –Differenzierung beeinflusst. 

 

Erst kürzlich wurde die Expression von OGT-Protein in HeLa-Zellen und humanen 

Aortenendothelzellen (HAEZ) mit Antikörpern gegen das humane OGT nachgewiesen. Sowohl 

in HeLa-Zellen als auch in HAEZ wurden drei OGT-Peptidketten mit einer Größe von 116 kDa, 

103 kDa und 74,5 kDa nachgewiesen (Hanover et al., 2003). Da während der Zeit, in der die 

OGT-Protein-Expressionsstudien in U937-Zellen durchgeführt wurden, die Antikörper gegen das 

humane OGT noch nicht zur Verfügung standen, wurde in dieser Arbeit ein polyklonaler 

Antikörper gegen das OGT aus der Ratte verwendet. Die Homologie von humanen- und Ratten-
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OGT beträgt über 80 % (Hanover et al. 2003). In der Ratte tritt das OGT-Protein in 

verschiedenen Formen auf, wobei die beiden häufigsten eine Größe von 110 kDa und 78 kDa 

haben (Kreppel et al., 1997). In verschiedenen Geweben der Ratte wurde aber nur eine Form 

des OGT nachgewiesen. Im Herzen zum Beispiel wird nur die 110 kDa und in der Niere nur die 

78 kDa Form von OGT exprimiert. Andererseits wurde in der Leber und im Muskel zusätzlich zu 

der 110 kDa großen und der 78 kDa großen Form weitere Formen nachgewiesen (Kreppel et al., 

1997). Der hier verwendete Antikörper bindet im Western blot beide Formen von OGT aus 

Rattengewebe (Kreppel et al., 1997), was hier auch bestätigt wurde (Ergebnisse nicht gezeigt). 

Mit diesem Antikörper konnte im Western blot in U937-Zellen und in HUVEC (Ergebnisse nicht 

gezeigt) nur die 74,5 kDa Form von OGT nachgewiesen werden. Es ist möglich, dass in diesen 

menschlichen Zellen tatsächlich nur diese Form des Proteins gebildet wird. Eine andere 

Möglichkeit ist die, dass der verwendete Antikörper die menschlichen 116 kDa- und 103 kDa-

Formen von OGT nicht erkennt.  

 

In Anwesenheit von sehr geringen Konzentrationen von HIV-1-Tat (1 ng/ml) und schon nach 

sehr kurzer Inkubationszeit (1,5 h und 2 h) wurde die Expression von OGT-mRNA und -Protein 

in U937-Zellen deutlich verringert. Das schnelle Ansprechen auf die HIV-1-Tat-Gabe könnte auf 

einen hohen Durchsatz des Proteins zurückzuführen sein. Dies deutet darauf hin, dass nicht nur 

die RNA-Konzentration von OGT sehr rasch abnimmt, sondern auch ein hochaktiver 

proteolytischer Mechanismus stattfindet, wie er für signaltransduzierende Moleküle typisch ist 

(Hochstrasser, 1996; Tanaka, 1998). Weder Protease-Inhibitoren gegen lysosomale Proteasen 

noch Proteasom-Inhibitoren (ALLN, Epoxomicin und clasto-Lactacystin �-Lactose) hatten jeweils 

einen Effekt auf die OGT-Expression. Weitere Möglichkeiten wären, dass durch Protein-OGT-

Interaktion oder durch Konformationsänderung des OGT-Proteins die Antikörperbindungsstellen 

nicht mehr erreichbar sind. Aber auch durch Sekretion des OGT aus der Zelle heraus wäre es 

nicht mehr nachweisbar. 

 

Es wurde gezeigt, dass HIV-1-Tat die Expression von OGT über Flt-1 reguliert. An den Flt-1-

Rezeptor binden sowohl VEGF121 als auch VEGF165  (Robinson and Stringer, 2001). 

Interessanterweise hemmte nur VEGF121 und nicht VEGF165 die Expression von OGT in U937-

Zellen. Es ist bekannt, dass VEGF121 und VEGF165 in verschiedenen Modellsystemen 

unterschiedliche Wirkungen aufweisen konnten. So hatte beim Kaninchen VEGF121 eine 

stärkere angiogene Wirkung als VEGF165 (Zhang et al., 2000). Im Gegensatz dazu hatte 

VEGF165 gegenüber VEGF121 in Endothelzellen eine 100-fach höhere mitogene Potenz (Keyt et 

al., 1996). Ein möglicher Grund hierfür ist, dass die Wirkung von VEGF165 aber nicht von 
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VEGF121  von den Korezeptoren Heparansulfat-Proteoglykane, Neuropilin-1 und -2 beeinflusst 

wird (Cohen et al., 1995; Cohen et al., 2001; Gluzman-Poltorak et al., 2001; Park et al., 1993; 

Soker et al., 1998). Da Neuropilin nicht in U937-Zellen exprimiert wird (Delaire et al., 2001), ist 

VEGF165 auf diesen Zellen möglicherweise unwirksam (Soker et al., 1998). Dies könnte erklären, 

warum nur das VEGF121 aber nicht das VEGF165 die OGT-Expression hemmte, obwohl beide 

Faktoren an die gleichen Rezeptoren binden.  

 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass andere Faktoren als HIV-1-Tat und VEGF121 die OGT-

Expression verstärkten oder keinen Einfluss hatten. Dieser Befund zeigte, dass die Hemmung 

der OGT-Expression durch HIV-1-Tat und VEGF121 in U937-Zellen selektiv war und das HIV-1-

Tat die Expression über Flt-1 steuert. 

 

PBMZ verschiedener Probanden reagierten unterschiedlich hinsichtlich des Effekts von HIV-1-

Tat auf die OGT-Expression. Die Tendenz der Reaktion von OGT auf HIV-1-Tat war aber bei 

jedem einzelnen Probanden in drei unabhängigen Versuchen konstant. PBMZ bestehen zu 70% 

- 85% aus T-Zellen, 10% - 15% aus Monozyten und 10% - 15% aus B-Zellen. Diese prozentuale 

Zusammensetzung kann sich von Person zu Person unterscheiden. Auf jede dieser 

Zellpopulationen kann HIV-1-Tat unterschiedlich wirken, so induziert HIV-1-Tat z.B. in B-Zellen 

und T-Zellen unterschiedlich die Expression von Zytokinen (Sharma et al., 1995). Wie in dieser 

Arbeit gezeigt wurde, wird auch die Adhäsionsfähigkeit unterschiedlich beeinflusst. Um weitere 

Aufschlüsse über die Regulierung von OGT in den verschiedenen Zellpopulationen zu erhalten, 

wäre eine getrennte Bestimmung des Einflusses von HIV-1-Tat auf die OGT-Expression in T-

Zellen, B-Zellen und Monozyten nötig. Ein weiterer entscheidender Grund für die 

unterschiedlichen Effekte von HIV-1-Tat auf die OGT-Expression in PBMZ verschiedener 

Probanden könnte auch eine individuelle Komponente (genetische Disposition) sein, die 

möglicherweise die unterschiedliche Prädisposition für für AIDS-assoziierte Vaskulopathie 

erklären könnte. 

 

Für die AIDS-Progression könnte die Repression von OGT und einer damit im Zusammenhang 

stehenden gesteigerten SP-1 gesteuerten Transkription aus zweierlei Gründen von Interesse 

sein. Erstens gibt es Beispiele für zelluläre Gene (MCP-1, Galectin-3 und CD95L), deren 

Induktion durch HIV-1-Tat abhängig von der Aktivierung der SP-1-Bindungsstelle ist (Fogel et 

al., 1999; Lim und Garzino-Demo, 2000; Li-Weber et al., 2000). Weiterhin wird die Expression 

von p53 durch HIV-1-Tat verringert (McArthur et al., 2001), und die biologische Aktivität von p53 

hängt von dessen Glykosylierung ab (Hanover, 2001). Eine verringerte Glykosylierung aufgrund 
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einer gehemmten Expression von OGT führt zu verminderter biologischer Aktivität von p53 und 

könnte damit die Hemmung der p53-Expression auf funktioneller Ebene verstärkt stützen. Eine 

veränderte Modifizierung von Tau und Rb könnten zu dem gleichen Ergebnis führen. Es wäre 

daher sinnvoll, in zukünftigen Versuchen zu untersuchen, ob eine Überexpression von OGT 

einen Einfluss auf Zell-Proliferation oder –Differenzierung haben können. Auch auf dem HIV-1-

LTR befinden sich drei hoch konservierte SP-1-Bindungsstellen (Estable et al., 1996) und 

Mutationen einer oder aller SP-1-Bindungsstellen reduzierte deutlich die HIV-1-Gen-Expression 

(Harrich et al., 1990; Southgate and Green, 1991). Durch verringerte Expression von OGT und 

somit verminderter expressionshemmender Wirkung von OGT auf die SP-1-vermittelte 

Transkription könnte der Effekt von HIV-1-Tat auf die Transaktivierung verstärkt werden. Eine 

erhöhte Transkription viraler Gene wäre die Folge. In künftigen Studien soll daher der Einfluss 

von OGT auf die HIV-1-Replikation in HIV-1-Infizierten untersucht werden. Darüber hinaus soll 

untersucht werden ob ein bestimmter OGT-Status mit der Ausbildung von AIDS-assoziierter 

Vaskulopathie im Zusammenhang steht. 
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5. Material und Methoden 
 

5.1. Material 
 

5.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
 

Acrylamid/ N,N`-Methylenbisacrylamid (37,5:1) BioRad (München) 

Agarose (DNA)       Biozym (Hamburg) 

Agarose ultra pure (RNA) LifeTechnologies/Invitrogen 

(Karlsruhe) 

Ammoniumpersulfat       Sigma (Taufkirchen) 

Ampicillin        Sigma  

Antibiotika/Antimykotika Life Technologies/Invitrogen 

Bacto-Agar  Difco (Detroit, Michigan, USA) 

Blocklösung für Western blot Roche Diagnostics 

(Mannheim)   

5-Brom-6-Chlor-3-Indoyl-�-D-galaktopyranosid (X-Gal) Roche Diagnostics,   

Complete Mini (Protease-Inhibitorcocktail)   Roche Diagnostics 

Desoxynukleosidtriphosphat (dNTP)     Roche Diagnostics  

Dextransulfat        Sigma  

Diethylpyrocarbonat (DEPC)      Roth (Karlsruhe) 

D, L-Dithiothreitol (DDT)      Sigma  

Dimethylsulfoxid (DMSO)      Sigma  

DNA-HiSpeed Plasmid-Kit      Qiagen (Hilden) 

DNA-Isolierungs-Kit (Qiaprep)     Qiagen  

DNA-Längenstandard MBI-Fermentas  

(St. Leon Roth) 

DNA-Polymerase I (Klenow-Enzym)  Roche Diagnostics 

Endothelzellbasalmedium-2 MV     Cambrex  (Vervier, B) 

ECL-Nachweissystem Amersham-Pharmacia 

Bioscience (Freiburg) 

Ethidiumbromid       Roth  

Fast Red        Sigma  

Ficoll  Amersham-Pharmacia 

 Bioscience 
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Fötales Rinderserum (FBS)      Life Technologies/Invitrogen  

Gelatine        Sigma  

Glutamin        Life Technologies/Invitrogen  

Glutaraldehyd        Serva (Heidelberg) 

Hefeextrakt        Difco  

Hybond-N+-Membran Amersham-Pharmacia 

Bioscience  

Hybond-P-Membran Amersham-Pharmacia 

Bioscience   

Immu-Mount        Shandon (Pittsburgh, USA) 

Isopropyl-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)    Roche Diagnostics 

Kanamycin        Life Technologies/Invitrogen 

Ketamin        Nimatek (Cuijk, NL)  

L-Glutamin        Life Technologies/Invitrogen  

Mixed bed resin       Sigma  

Morpholinopropansulfonsäure (MOPS)    Sigma  

Natrium-Laurylsarcosylsulfat      Serva 

Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)     Merck (Darmstadt) 

Nitrozellulose (DNA)       Schleicher&Schüll (Dassel) 

PCR-Purification-Kit       Qiagen  

Penicillin/ Streptomycin Seromed (Berlin) 

Percoll Amersham-Pharmacia 

Bioscience  

Rainbow-Protein-Größenstandard Amersham-Pharmacia 

Bioscience  

PE-10 Katheder Portrex (Kent, GB) 

Prestained-Protein-Größenstandard     BioRad  

RNeasy-Kit        Qiagen  

Rhodamin        Sigma 

RPMI 1640-Medium       Biochrom (Berlin) 

sonifizierte Heringsspermien-DNA     Roche Diagnostics   

Tetramethylethylendiamin (TEMED)     BioRad  

10 x Tris/Glycerin/SDS-Puffer     BioRad  

tRNA aus E.coli       Roche Diagnostics  

Trypsin/EDTA        Life Technologies/Invitrogen  
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Trypton        Life Technologies/Invitrogen 

Tween 20        Sigma 

Xylazin        Sedamun  

Zeta-Probe–Membran  BioRad  

 

Die humanen Zytokine (TNF-�, IFN-�, IL-1�, IL-2, , IL-8) und Chemokine (MIP-1�, IP-10, MCP-

1, SDF-1�) wurden von Roche Diagnostics bezogen und die humanen AWF (bFGF, VEGF121 

und VEGF165) und das Maus TNF-� von R&D-Systems (Wiesbaden-Nordenstadt). Alle anderen 

Chemikalien stammen von der Firma Merck. 

 

Das rekombinante, gereinigte HIV-1-Tat-Protein (86 As, HIV-1 Typ IIIB-BH-10 Subtyp B) wurde 

von Frau Dr. Barbara Ensoli (Instituto Superiore di Sanita, Rom, Italien) und das HIV-1-Nef 

(LAV-1 Bru) wurde von Herrn Prof. Volker Erfle (GSF-Forschungszentrum für Umwelt und 

Gesundheit) zur Verfügung gestellt. Das maltose binding protein (MBP)-gp41 wurde von Intracel 

(Cambridge, MA) und das zur Referenz verwendete MBP von New England Biolabs (Frankfurt) 

bezogen.  

 

5.1.2. Antikörper 
 

Peroxidase-gekoppelter Anti- Maus-Antikörper Amersham-Pharmacia  

Peroxidase-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikörper  Amersham-Pharmacia  

Maus anti-humanen-GAPDH-Antikörper  Chemicon (Hofheim). 

Ziege anti-humanen-VEGFR-1-(Flt-1)-Antikörper   R&D Systems 

Ziege anti-humanen-VEGFR-2-(Flk-1)-Antikörper R&D Systems 

 

FITC-gekoppelte Maus anti-humane CD4-, CD20-,CD45- und IgG1- Antikörper und PerCp-

gekoppelte Maus anti-humane CD14- und IgG2b-Antikörper wurden von der Firma BD 

Biosciences (Heidelberg) bezogen. 

 

Der polyklonale anti-Ratte OGT-Antikörper wurde von Herrn Prof. Gerald W. Hart  (The Johns 

Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA) zur Verfügung gestellt. 
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5.1.3. Proteaseinhibitoren 
 

Aprotinin        Sigma 

Antipain        Sigma 

Chymostatin        Sigma 

Leupeptin        Sigma 

Pepstatin        Roche Diagnostics 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)     Roche Diagnostics 

Proteasome Inhibitor Set II      Calbiochem (Schwalbach) 

 

5.1.4. Radiochemikalien 
 

�-�32P	-dCTP (11111 Bq/mM) Hartmanns (Braunschweig) 

 

5.1.5. Enzyme 
 

alkalische Phosphatase      Roche Diagnostics 

DNA-Polymerase I (Klenow-Enzym)     Roche Diagnostics 

DyNAzyme I        Finnazymes (Espoo, Fl) 

KlenTaq-Polymerase       Clontech (Heidelberg) 

Restriktionsenzyme       Roche Diagnostics 

RNase A        Qiagen 

Trypsin/EDTA  LifeTechnologies/Invitrogen 

T4-DNA-Ligase Roche Diagnostics 

 

5.1.6. Vektoren und Plasmide 

 

Vektor relevante Eigenschaften Resistenz Firma 

pCR-Blunt lacZ�,  

PCR-Klonierungsvektor 

Kanamycin, 

Zeocin 

Invitrogen 

pBluescript (pBS) II 

SK (+) 
lacZ�, Klonierungsvektor Ampicillin Stratagene 
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Plasmide Größe des  

Fragments (kb) 

Restriktions- 

schnittstellen1 

Verwendung 

pBS-II-OGT 1 0,7 EcoR V Northern blot-Analyse 

PCR-Blunt-133 1 0,3 EcoR I Northern blot-Analyse 

 
1Durch Restriktion mit den angegebenen Enzymen kann die Insertion vollständig aus dem 

Vektor isoliert werden. 

 

5.1.7. Biologisches Material 
 

5.1.7.1. Bakterienstämme 
 

E. coli XL1-Blue (Stratagene): 

endA1, hsdR17 (rk, mk+), supE44, thi-1, 
-, recA1, gyrA96, relA1, lac-, [f‘, proAB, lacIqZ�M15, 

Tn10(tetR)] 

 

E.coli DH5� (Life Technologies/Invitrogen): 

F-, endA1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, 
-, recA1, gyrA96, relA1, �80dlacZM15 

 

E. coli One Shot TOP10 (Life Technologies/Invitrogen): 

F-, mcrA, �(mrr-hsdRMS-mcrBC) �80lacZ�M15, �lacX74, deoR, recA1, araD139, �(ara-

leu)7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG 

 

5.1.7.2. Eukaryontische Zellen 
 

Primäre Zellen: Humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HMVEZ) wurden von 

Cambrex Bio Science bezogen. Die HMVEZ stammen aus der Haut einer 90-jährigen weiblichen  

Person. 

Die Isolierung von peripheren mononukleären Zellen des Blutes wurde wie unter Kapitel 5.2.2.2. 

beschrieben durchgeführt. 

Die promonozytäre Zelllinie U937 wurde von ATTC (USA) bezogen. 
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5.2.  Methoden 
 

5.2.1. Allgemein benötigte Puffer, Lösungen und Medien 
(Spezielle Lösungen sind bei den einzelnen Methoden angegeben) 

 

LB-Medium: 

 

Trypton 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

NaCl 5 g 

ad 1000 ml H2Obidest 

 

Festmedien wurden durch Zusatz von 12 g Bacto-Agar pro Liter Medium hergestellt.  

 

Plasmidtragende Bakterienklone wurden durch Zugabe von entsprechenden Antibiotika in das 

Medium selektioniert.   

 

Zusatzstoffe: 

 

Ampicillin:  Endkonzentration im Medium 100 µg/ml 

Kanamycin:  Endkonzentration im Medium 50 µg/ml 
IPTG:  Endkonzentration im Medium 0,1 mM 

X-Gal:  Endkonzentration im Medium 0,004% 

 

Die Hemm- und Zusatzstoffe werden den Medien nach dem Autoklavieren, bei Flüssigmedien 

kurz vor dem Beimpfen, bei Festmedien nach dem Abkühlen auf 50°C und vor dem Gießen der 

Platten sterilfiltriert zugegeben. 

 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Behandlung wässriger Lösungen zur Hemmung von RNasen. 

 

Zu 1 l wässriger Lösung wird 1 ml DEPC gegeben und die Lösung über Nacht bei RT langsam 

gerührt. Anschließend wird DEPC durch zweimaliges Autoklavieren deaktiviert. 
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10 x PBS: 

 

NaCl 80,0 g 

KCl 2,0 g 

Na2HPO4 11,5 g 

KH2PO4 2,0 g 

ad 1000 ml H2Obidest 

 

Nach dem Autoklavieren, mit NaOH auf pH 7,4 einstellen. 

 

20 x SSC: 

 

NaCl 175,3 g 

Na-Citrat x 2 H2O 88,2 g 

ad 1000 ml H2ODEPC 

   

Nach dem Autoklavieren mit wenigen Tropfen 2 N NaOH pH-Wert auf 7,4 einstellen. 

 

TE-Puffer:  

 

1 M Tris/HCl (pH 8,0) 10 ml 

0,5 M EDTA 2 ml 

ad 1000 ml H2Obidest  

 

5.2.2. Zellbiologische Methoden 
 

5.2.2.1. Allgemeine Zellkultur 
 

Adhärente Kulturen 

 

Primäre humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HMVEZ) wurden in Endothelzell-Full-

Medium (FM) bei 37°C und 5% CO2 in gelatinisierten Zellkulturflaschen kultiviert. 
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Gelatine 1,5%: 

 

Gelatine 7,5 g 

1 x PBS 500 ml 

 

Bei 70°C 1 h im Wasserbad rühren, am gleichen Tag autoklavieren, aliquotieren und bei 4°C 

aufbewahren. 

 

Zum Gelatinisieren wurde die Gelatine auf 37°C erwärmt in ausreichender Menge in die 

Zellkulturflasche gegeben und über Nacht bei 37°C inkubiert. Überschüssige Gelatine wurde am 

nächsten Tag wieder abgenommen und die gelatinisierte Zellkulturflasche mit Medium 

gewaschen. 

 

Full Medium (FM): 

 

Endothelbasalmedium (EBM)-2 MV 500 ml 

Hydrocortison           0,2 ml 

hEGF                       2 ml 

Gentamicin / Amphotericin-B        0,5 ml 

hVEGF         0,5 ml 

Ascorbinsäure         0,5 ml 

hR3-IGF-1         0,5 ml   

hFGF-2         0,5 ml 

FBS               25 ml 

Penicillin (100 U/ml) / Streptomycin (100 µg/ml)  5 ml  

 

Low Medium (LM): 

 

Das LM  enthielt 0,5% FBS und Penicillin (100 U/ml) / Streptomycin (100 µg/ml). 

 

Zum Passagieren wurden die Zellen (Konfluenz 80%) mit warmen PBS gewaschen, durch 

Inkubation mit Trypsin/EDTA abgelöst und mit frischem Medium 1:3 bis 1:4 verdünnt wieder 

ausgesät. 
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Nichtadhärente Zelllinien: 

 

Die promonozytäre Zelllinie U937 wurde in RPMI 1640 mit 10% FBS, L-Glutamin (2 mM), 

Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) bei 37°C und 5% CO2 in einer Zelldichte von 

5 x 105 bis 1 x 106 Zellen/ml kultiviert. 

 

Stammhaltung: 
 

Zur Lagerung aller Zellen wurden diese sedimentiert und in einer Zellzahl von 5 x 106 Zellen in 1 

ml Medium + 20% FBS + 10% DMSO aufgenommen und nach dem  Einfrieren bei –80°C in 

flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

5.2.2.2. Isolierung von PBMZ aus dem Blut 
 

PBMZ wurden aus frischem mit Citratlösung behandelten Blut von gesunden Personen durch 

Dichtezentrifugation über Percoll gewonnen. Dazu wurde, um einen Vorgradienten zu bilden, 20 

ml Percoll mit einer Dichte von 1,080 bei 9500 x g in einem SS34-Rotor für 20 min zentrifugiert. 

Der Vorgradient wurde anschließend mit 20 ml Blut überschichtet und bei 800 x g (Jouan 

CR3i/T40) 5 min zentrifugiert und die obere Schicht bis zur Interphase mit den darin enthaltenen 

Thrombozyten entfernt. Diese Schicht wurde durch 20 ml PBS ersetzt und nochmals bei 800 x g 

(Jouan CR3i/T40) für 15 min zentrifugiert. Die PBMZ wurden aus der Interphase gesammelt und 

zweimal mit PBS gewaschen und mit einer Konzentration von 5 x 105 Zellen/ml in RPMI 1640-

5% FBS aufgenommen. 

 

5.2.2.3. In vitro-Adhäsionstest 
 

HMVEZ wurden zu 7 x 104 Zellen/well in Zellkulturkammern auf gelatinisierten Objektträgern (8-

well chamber slides, NUNC, Wiesbaden) eingesetzt und über Nacht in EBM-2 MV - 2,5% FBS 

kultiviert. Anschließend wurden diese Zellen mit den entsprechenden Zytokinen für 6 h in LM 

inkubiert. 500 µl Zellsuspension von U937-Zellen (5 x 105 Zellen/ml) oder PBMZ (1 x 106 

Zellen/ml) in RPMI 1640 - 1% FBS wurden für 15 min auf die HMVEZ gegeben. Danach wurden 

die nicht-adhärenten Zellen abgenommen, anschließend wurden die Zellkammern abgetrennt 

und nichtadhärente Zellen durch zweimaliges Eintauchen in RPMI 1640 - 1% FBS 

abgewaschen. Die anhaftenden Zellen wurden fixiert (30 min, RT, RPMI 1640 - 1% FBS - 5% 

Glutaraldehyd), mit Immu-Mount eingebettet und mittels eines Bildanalysesystems (OPTIMAS / 
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STEMMER ELECTRONICS, Puchheim, Deutschland) quantifiziert. Pro Zellkulturkammer wurde 

aus acht optischen Feldern die Anzahl der adhärenten Monozyten bestimmt. Jedes Experiment 

wurde dreimal durchgeführt und die Ergebnisse repräsentieren den Durchschnitt von drei 

unabhängigen Versuchen ( SD). Für den Adhäsionstest mit stimulierten U937-Zellen bzw. 

PBMZ (5 x 105 Zellen/ml) wurden die Zellen in RPMI 1640 - 5% FBS mit 100 ng/ml HIV-1-Tat-

Protein, 100 ng/ml HIV-1-Nef und 198 ng/ml gp41 über 24 h stimuliert. 6 h vor Ablauf dieser 24 h 

wurden die HMVEZ mit entsprechenden Mengen TNF-� stimuliert. Die U937-Zellen und die 

PBMZ wurden direkt in diesem Medium auf die HMVEZ appliziert und die Adhäsionsfähigkeit 

bestimmt.  

 

Für die Durchfluss-Zytometrie-Analyse wurden HMVEZ (1 x 106 Zellen) auf einer Kulturplatte (8 

cm2) ausgesät und mit Endothelzellmedium (EBM - 2 MV - 2,5% FBS) über Nacht kultiviert und 

wie oben beschrieben stimuliert. Nach der Stimulierung mit TNF-� wurden 2 ml PBMZ-

Suspension (1 x 106  Zellen/ml) zugegeben, nach 15 min wurden die nicht-adhärenten Zellen 

abgegossen und die Zellen in der Kulturschale zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen mit Accutase (PPA Laboratories, Coelbe) abgelöst und in 100 µl PBS - 1% 

BSA - 0,01% NaAz mit einem Titer von 1 x 106 Zellen/100 µl aufgenommen. Danach wurden die 

Zellen 30 min bei RT mit FITC-gekoppelten anti-CD45-, -CD3-, -CD20-Antikörper (je 5 µg/ml) 

oder PerCP-gekoppelten anti-CD14-Antikörper (0,5 µg/ml) inkubiert. Um die Spezifität der 

Färbung nachzuweisen, wurden die Zellen zusätzlich mit äquimolaren Mengen FITC-IgG1- und 

PerCP-IgG2b-Antikörper (je 5 µg/ml) inkubiert. Danach wurde zweimal mit PBS - 1% BSA - 

0,1% NaAz gewaschen; die Zellen in PBS - 2% Paraformaldehyd fixiert und im FACSCalibur 

(BD Biosciences) analysiert und mit dem CellQuest-Programm (BD Biosciences) ausgewertet.   

 

5.2.2.4. Intravital Mikroskopie 
 

Versuchsaufbau: Die Intravital-Mikroskopie wurde bei C57BL/6 Mäusen durchgeführt, die ein 

Gewicht von 25 g – 30 g hatten. Am Tag des Experimentes wurden den jeweiligen Mäusen 

entweder 100 ng rekombinantes Maus-TNF-� (n � 3), 20 µg HIV-1-Tat (n � 3), 20 µg HIV-1-Tat 

und 100 ng rekombinantes Maus-TNF-� (n � 2) oder PBS - 0,1% BSA (n � 2) als Referenz intra 

peritoneal (i.p.) injiziert. Vier Stunden später wurden die Mäuse durch subkutane (s.c.) Injektion 

mit einem Gemisch aus Ketamin (0,1 mg/g Körpergewicht) und Xylazin (0,02 mg/g 

Körpergewicht) anaesthesiert. Um die Leukozyten sichtbar zu machen, wurden 10 µl Rhodamin-

6G in isotonischer Kochsalzlösung verdünnt (1 mg/ml), filtriert (0,22 µm) und durch einen PE-10 

Katheder in die Vene appliziert. Die Venen in beiden Ohren wurden im Leitz Intravital-Mikroskop 
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(Leitz x 1,25 Ploemopak 2.2 für austauschbare Filter mit Leitz x 25 Salzwasser-Immersions-

Objektiv) beobachtet. Zu diesem Zweck wurde die Maus auf eine Heizplatte (37°C) gelegt, so 

dass das Ohr auf einem Glasring lag und mit Paraffin und einem Deckglas abgedeckt wurde. 

Trans-Illumination wurde mit einer Wolframlampe (60 W) durchgeführt, während die 

Fluoreszenz-Mikroskopie mit einem Leitz N2.1-Filter in Kombination mit einer Quecksilberlampe 

(100 W) durchgeführt wurde. Die Bewegung der Leukozyten wurde mit Hilfe einer Videokamera 

(Hamamatsu Photonics, C2400) gekoppelt an eine Vergrößerungseinheit (Hamamtsu Photonics 

A4405) bei 40-facher Vergrößerung aufgenommen. Bei allen Experimenten wurde auf die 

mittlere Ebene des Gefäßes fokussiert. Während des Versuchs wurde die Temperatur der 

Mäuse mit einer Infrarot-Lampe auf 37°C konstant gehalten. 

 

Versuchs-Parameter: Die ausgewählten Venen hatten einen Durchmesser von 15 – 45 µm. Die 

Leukozyten-Gefäßwand-Interaktionen wurden anhand der Video-Aufzeichnungen wie 

beschrieben analysiert (Tromp et al., 2000). Leukozyten wurden als rollend definiert, wenn ihre 

Geschwindigkeit um eine Zehner-Potenz niedriger war als die der frei im Blut fließenden. Die 

Anzahl der rollenden Zellen wurden in einem definierten Bereich während eines Zeitraumes von 

120 sek gezählt. Die Daten sind als Anzahl der rollenden Zellen die ein Segment im Gefäß 

passierten pro Minute dargestellt. 

 

Die Anzahl der adhärenten Leukozyten wurden in einem Bereich von 100 µm in der Vene 

gezählt und als Anzahl der adhärenten Zellen pro mm2 dargestellt. Leukozyten wurden als 

adhärent definiert, wenn sie länger als 30 sek verharrten. 

 

Statistik: Aufgrund ihrer nicht parametrischen Verteilung wurden die Daten als Mediane 

dargestellt. Unterschiede zwischen zwei unabhängigen Daten-Gruppen wurden mit dem Mann-

Whitney U-Test ausgewertet. 

 

5.2.3. Handhabung des HIV-1-Tat-Proteins 
 

Das verwendete HIV-1-Tat-Protein war rekombinant in E. coli (Barillari et al., 1992) erzeugt, über 

HPLC und Ionenaustauschromatographie gereinigt und lyophilisiert  und bei –70°C gelagert 

worden. Das gereinigte Protein wurde vor Gebrauch in entgastem Puffer (PBS - 0,1% BSA - 0,1 

mM DTT) gelöst und auf Eis unter Lichtausschluß bearbeitet. Da HIV-1-Tat stark an Plastik 

bindet, wurden alle verwendeten Reaktionsgefäße und Spitzen mit PBS - 0,1% BSA 
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beschichtet. Für jedes Experiment wurde ein frisches Aliquot des Proteins verwendet und die 

Reinheit mittels Gelchromatographie überprüft.  

 

5.2.4. Bakterienkultivierung 
 

Beimpfen von Flüssigkulturen im kleinen Maßstab (< 5 ml), sowie Überimpfen von E. coli-Zellen 

auf Festmedien erfolgte mit sterilen Zahnstochern von einer Einzelkolonie ausgehend. Zur 

Inkubation bei 37°C wurde ein Brutschrank benützt. Flüssigkulturen im großen Maßstab (> 50 

ml) wurden mit 100 µl einer über Nacht gewachsenen Flüssigkultur beimpft. Bei Stämmen, die 

ein Plasmid mit Antibiotikaresistenz tragen, wurden Medien mit entsprechendem 

Antibiotikazusatz verwendet.  

 

Stammhaltung: 

 

Zur Langzeitkonservierung von Bakterien wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dazu wurden 1 ml 

einer über Nacht gewachsenen Kultur mit 1 ml zweifach sterilisiertem Glyzerin versetzt, gut 

vermischt auf Eis gekühlt und bei –70°C aufbewahrt. Für kurzzeitige Lagerung (max. 2 Wochen) 

wurden Verdünnungsausstriche angefertigt und die LB-Platten bei 4°C aufbewahrt.  

 

5.2.5.  Proteinchemische Methoden 
 

5.2.5.1.  Quantitative Proteinbestimmung der RIPA-Extrakte nach Bradford 
 

Zur Konzentrationsbestimmung wurden die Lösungen des BIORAD DC Protein Assay nach dem 

Protokoll des Herstellers verwendet. Die Absorption wurde bei 750 nm mit einem 

Spektralphotometer gemessen. Anhand einer Standardkurve mit verschiedenen BSA-

Konzentrationen wurden die erhaltenen Absorptionsmesswerte (Duplikate) in die 

dazugehörenden Konzentrationen umgerechnet.   
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5.2.5.2.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Mit der SDS-PAGE lassen sich Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem Gel im 

elektrischen Feld auftrennen. Für diese Arbeit wurden ausschließlich diskontinuierliche Gele 

benutzt, die aus einem Sammelgel und einem Trenngel bestehen und sich in Porengröße, 

Ionenstärke und pH-Wert unterscheiden. 

 

Acrylamid-Stammlösung: Acrylamid / Bisacrylamid-Lösung 37,5% / 1%  

 

Trenngelpuffer -Stammlösung:  

 

Tris  91,0 g 

SDS  2,0 g 

ad 1000 ml H2Obidest, pH mit HCl auf 8,8 einstellen 

 

Sammelgelpuffer-Stammlösung:  

 

Tris  30,5 g 

SDS  2,0 g 

ad 500 ml H2Obidest, pH mit HCl auf 6,8 einstellen 

 

10 x Elektrophoresepuffer:   

 

Tris   30,3 g 

Glycin  144,1 g 

SDS  10,0 g 

ad 1000 ml H2Obidest 
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4-fach Probenpuffer:    

 

�-Mercaptoethanlol 13,4 M 2,3 g 

SDS           0,6 g 

Bromphenolblau       10,0 mg 

Glyzerin 87%          4,0 ml 

Tris 0,1 g 

ad 10 ml H2Obidest, pH mit HCl auf 6,7 einstellen 

 

Ammoniumpersulfat (APS):  10% APS in H2Obidest 

 

Herstellung des Gels: 

 

Die Mengenangaben beziehen sich auf 3 Gele in den Größen 135 x 11 x 1,5 mm einer 

Gelgießkammer von Amersham-Pharmacia 

 

 Trenngel 10% 

 

Sammelgel 5% 

Acrylamid/Bisacrylamid 10,7 ml 2,0 ml 

Trenngelpuffer 10,0 ml - 

Sammelgelpuffer - 7,5 ml 

H2Obidest 19,14 ml 5,4 ml 

TEMED 99% 10 µl 5 µl 

APS 10% 150 µl 100 µl 

 

Vor dem Auftrag wurden die Proteine 20 min in Auftragspuffer bei 60C° erhitzt, um die 

Disulfidbrücken der Proteine zu reduzieren (�-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel) und eine 

vollständige Denaturierung zu erreichen. Pro Spur wurden 30 µg - 50 µg Protein aufgetragen. 

Die Gelelektrophorese erfolgte bei 20 mA für 1 h 30 min mit 1 x Tris – Glyzerin - SDS-Puffer. 
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5.2.5.3.  Färbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen 

 

Färbelösung:   

 

Coomassie Brilliant Blue G 250 1,5 g 

Methanol 455 ml 

Eisessig 80 ml 

ad 1000 ml H2Obidest 

 

Entfärber:   

 

Methanol 250 ml 

Eisessig 350 ml 

ad 1000 ml H2Obidest  

 

Die Gele wurden nach der Elektrophorese bei RT 30 min in der Färbelösung inkubiert und 

anschließend solange mit Entfärber inkubiert, bis sich die Proteinbanden blau von einem 

transparenten Hintergrund abhoben. 

 

5.2.5.4.  Elektrotransfer von Proteinen 
 

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe einer Tankblot- Apparatur 

(Amersham-Pharmacia) auf eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde das Proteingel 

luftblasenfrei auf die Membran gelegt, zwischen mehrere Schichten mit Transferpuffer 

getränktem 3-MM-Whatmanpapier gepackt und in die Apparatur eingesetzt. Der Proteintransfer 

vom Gel auf die Membran erfolgte elektrophoretisch in Transferpuffer bei 250 mA für 2 h. 

 

Transferpuffer: 

 

Tris 5,8 g  

Glycin 2,9 g  

10% SDS-Lösung 3,7 ml  

Methanol 200 ml 

ad 1000 ml H2Obidest 
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5.2.5.5. Western blot-Analyse 
 

Proteingemische wurden durch diskontinuierliche SDS-PAGE (10% Trenngel, 5% Sammelgel) 

aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die freien Bindungsstellen der PVDF-

Membran wurden durch Inkubation mit 20 ml PBS - 0,1% Tween - 1% Blockreagenz über Nacht 

bei 4°C behandelt. Anschließend wurden die Filter über 1 h bei RT mit dem in 20 ml PBS - 0,1% 

Tween - 1% Blockreagenz verdünnten (1:5000) ersten Antikörper (anti-OGT oder anti-GAPDH) 

inkubiert. Unspezifisch am Filter haftende Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen (10 

min, RT) mit PBS - 0,1% Tween abgelöst. Anschließend wurde der Filter mit dem in 20 ml PBS-

0,1% Tween - 1% Blockreagenz verdünnten (1:5000) zweiten Antikörper (Peroxidase-

gekoppelter Anti-Kaninchen- bzw. Anti-Maus-Antikörper) 60 min bei RT inkubiert. Nachfolgend 

wurde vier Mal 10 min gewaschen und die Immunkomplexe mit einem Chemolumineszenz-

Nachweissystem (ECL) nach den Angaben des Herstellers sichtbar gemacht. 

 

5.2.6.  DNA-Technologie 
 

5.2.6.1. Plasmidisolierung 
 

Plasmidisolierung mit dem Plasmid Purification Kit (Qiagen)  

 

Der Kit wird angeboten für verschiedene Konzentrationen isolierter Nukleinsäure: Mini (50 µg), 

Midi (100 µg) und Maxi (500 µg). Alle Lösungen und Säulen sind im Kit enthalten. Die Isolierung 

des DNA-Plasmids erfolgte nach Anleitung des Herstellers.  

 

Das Prinzip der Isolierung basiert auf einer alkalischen Lyse und einer anschließenden Bindung 

der DNA an eine Anionen-Austausch-Chromatographiesäule unter entsprechenden Niedrigsalz -

und pH-Bedingungen. Zum Eluieren werden dann Hochsalzlösungen verwendet. Zum Reinigen 

der DNA erfolgt abschließend eine Isopropanolpräzipitation. 
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Lösungen: 

   

Puffer P1: 50 mM Tris/HCl, pH 8,0 

 10 mM EDTA, pH 8,0 

 100 µg/ml RNase A 

 

Puffer P2: 200 mM NaOH 

1% SDS 

 

Puffer P3: 3,0 M Kaliumacetat (pH 5,5) 

 

Plasmidschnellisolierung mit dem HiSpeed Plasmid Kit (Qiagen) 

 

5 ml LB-Medium wurden mit einem Antibiotika versetzt, gegen welches das zu reinigende 

Plasmid ein Resistenzgen trägt, und mit einer Einzelkolonie plasmidhaltiger Bakterien angeimpft. 

Die Kultur wurde 16 – 18 h bei 37°C geschüttelt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der 

Zellsuspension bei 4000 x g (Tischzentrifuge: Sigma 1-15) über 5 min. Die Plasmid-DNA wurde 

nach Anleitung des Herstellers isoliert, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 µl 

autoklaviertem H2Obidest aufgenommen. Das Prinzip dieser Isolierung entspricht dem der 

Isolierung mit dem Plasmid Purification Kit. Für eine Restriktion mit Enzymen wurden 2 µl der 

DNA-Lösung eingesetzt.  

 

5.2.6.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 

Diese Art der Konzentrationsbestimmung wird durch das Absorptionsmaximum der 

aromatischen Systeme der Nukleinsäuren im kurzwelligen UV-Licht bei 260 nm ermöglicht. Für 

wässrige DNA-Lösungen in Quarzküvetten einer Schichtdicke von 1 cm gilt näherungsweise: 

 

Konzentration ds DNA (µg/ml) = Abs.260 x  50 x Verdünnungfaktor   

Konzentration ss DNA und RNA (µg/ml) = Abs.260 x 40 x Verdünnungsfaktor 

 

Der Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm gilt als Maß der Reinheit der 

Nukleinsäurelösung und sollte den Wert 1,8 nicht unterschreiten. 
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5.2.6.3.  Reinigung und Konzentrierung von DNA-Fragmenten 
 

5.2.6.3.1.  Phenolbehandlung  
 

Phenol denaturiert Proteine, zeigt aber keinen Einfluß auf DNA. Somit können Enzyme 

inaktiviert und zusammen mit anderen Verunreinigungen mit der Phenolphase und der 

Interphase zum Wasser aus der DNA-Präparation (Wasserphase) abgetrennt werden. Die 

darauffolgende Chloroformbehandlung entfernt aus der Wasserphase restliches Phenol, 

welches eine weitere enzymatische Behandlung der DNA beeinträchtigen könnte. 

Isoamylalkohol erleichtert die Phasentrennung. 

 

Ein Volumen Phenol wurde zu einem Volumen DNA-Lösung gegeben und durch Vortexen 

gemischt. Die Phasentrennung wurde durch Zentrifugation (16000 x g, Sigma 1-15) 

beschleunigt. Die wässrige (obere) Phase wurde in ein neues Gefäß überführt, mit einem 

Volumen Phenol/Chloroform gemischt und wieder zentrifugiert. Anschließend wurde zweimal mit 

Chissom ausgeschüttelt. Die Nukleinsäuren wurden anschließend durch Ethanolpräzipitation 

konzentriert. 

 

Lösungen: 

 

Chissom:  Chloroform/Isoamylalkohol  24:1 

Phenol/Chloroformlösung:  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 

 
5.2.6.3.2.  Fällen von DNA mit Isopropanol 
 

DNA lässt sich aus wässrigen Salzlösungen durch Zugabe von Isopropylalkohol ausfällen. Die 

DNA-Lösung wurde mit 1/10 Volumen 4 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumen Isopropylalkohol 

vermischt und bei RT 30 min gefällt. Nach der anschließenden Zentrifugation bei 16000 x g 

(Sigma 1-15) für 15 min bei RT wurde der Isopropylalkohol dekantiert und zweimal mit 2 

Volumen (der DNA-Lösung) 70%-igem eiskaltem Ethanol gewaschen, um Salz-

Verunreinigungen zu entfernen. Das DNA-Pellet wurde bei RT oder unter Vakuum getrocknet. 

Nach vollständiger Trocknung wurde die DNA in einem geeigneten Volumen H2Obidest 

aufgenommen.  
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5.2.6.4.  Enzymatische Modifikation von DNA-Molekülen 
 

5.2.6.4.1. Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 

Restriktionsendonukleasen werden vielfältig eingesetzt, so z.B. zur Analyse von DNA-Längen 

und für verschiedene Methoden der DNA-Modifikation.  

 

Reaktionsansatz:    

 

DNA-Lösung (1-2 µg) x µl    

10 x Restriktionspuffer 2 µl    

H2Obidest (18-x) µl   

Restriktionsenzym 0,25-1 Unit  

 

Die Inkubation erfolgte bei der für das Enzym entsprechenden Temperatur im Wasserbad.  

 

Für präparative Zwecke wurde der obige Ansatz bis zu einer DNA-Konzentration von 30 µg 

vervielfacht und der Ansatz für mindestens 3 h oder über Nacht inkubiert. Nachdem die 

Vollständigkeit der Reaktion mit einem kleinen Agarosegel überprüft wurde, konnte der 

Gesamtansatz auf ein präparatives Agarosegel aufgetragen werden (Kap.: 5.2.6.5.) 

 

Verwendete Restriktionsenzyme und ihre spezifischen Eigenschaften: 

 

Restriktionsenzym Spaltsequenz entstehendes Ende der DNA 

EcoR I G/AATTC 5'-überhängend 

EcoR V GAT/TAC glatt 

Rsa I GT/AC glatt 

 

5.2.6.4.2.  Auffüllreaktion 
 

Zum Auffüllen 5'-überhängender DNA-Enden wurde die DNA-Polymerase I (Klenow-Enzym) 

verwendet. 

 

Die durch Restriktionsenzyme verdaute DNA wurde durch Phenolextraktion und Fällen mit 

Isopropylalkohol oder über spezielle Reinigungsmethoden (PCR-Purification Kit, Qiagen) von 
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dem Restriktionsenzym und Puffer gereinigt und in 23 µl H2Obidest aufgenommen. Danach 

wurden 3 µl einer 25 mM dNTP-Mischung (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 3 µl des mitgelieferten 

10-fach Klenow-Puffers und 1 µl (5 U) Klenow-Enzym zugegeben und der Ansatz 30 min bei 

37°C inkubiert. Das Enzym wurde anschließend durch 5-minütiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert.  

 

5.2.6.4.3.  Dephosphorylierung linearer DNA-Moleküle 
 

Bei Klonierungsschritten wird der Vektor durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase (AP) 

dephosphoryliert, um eine Ligation des Vektors mit sich selbst zu vermeiden. Die benötigen 

Phosphatgruppen werden vom Insert geliefert.  

 

Vollständig restriktionsverdaute DNA wurde auf 1 x AP-Puffer eingestellt, die alkalische 

Phosphatase dazugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Die nötige Enzymmenge richtet sich 

nach den pmol DNA-Enden; im allgemeinen ist 1 Unit Enzym für 30 µg DNA ausreichend. Zur 

Inaktivierung des Enzyms wurde der Reaktionsansatz 20 min auf 65°C erhitzt und anschließend 

das Enzym durch Phenolextraktion entfernt. Nachfolgend wurde die DNA gefällt. 

 

10 x AP-Puffer:    

 

1 M Tris/HCl (pH 8) 5 ml 

0,5 M EDTA 20 µl 

ad 10 ml H2Obidest 

 

5.2.6.4.4.  Ligation von DNA-Molekülen 

 

Zur Ligation verschiedener DNA-Fragmente wurde T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym 

katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der freien 

OH-Gruppe am 3'-Ende des einen und der 5'-Phosphatgruppe des anderen DNA-Fragmentes. 

 

Fragment- und Vektor-DNA wurden im molaren Verhältnis 3 : 1 gemischt, der mitgelieferte 10-

fach Ligase-Puffer und 1 - 3 Units Ligase zugegeben. Die Inkubation im Fall von überstehenden 

Enden erfolgte bei 16°C über Nacht, bei glatten Enden über Nacht bei RT. Ein Aliquot des 

Ligationsansatzes wurde auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, um die Effizienz 

der Ligation zu überprüfen. 

10 x Ligase-Puffer: 
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Tris/HCl pH 7,4 500 mM 

MgCl2 100 mM 

DTT 200 mM 

ATP 10 mM 

 

5.2.6.5.  Nichtdenaturierende Agarose-Gelelektrophorese 
 

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend ihres Molekulargewichtes wurde die 

Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Die Agarosekozentration betrug meist 1%, womit 

lineare Moleküle effizient im Bereich von 0,2 – 10 kb aufgetrennt werden konnten. Zur 

Auftrennung kurzkettiger RNA-Fragmente wurde für die RT-PCR ein 2%-iges Gel verwendet. 

Als Elektrolyt wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die Agarose wurde in der gewünschten 

Konzentration in 1 x TAE-Puffer gegeben und durch Aufkochen vollständig geschmolzen. Nach 

Abkühlen der Lösung auf 60°C wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 µg/ml) 

zugegeben. Anschließend wurde das Gel gegossen und nach dem Erstarren mit 1 x TAE-

Puffer überschichtet. Die Probe wurde mit 6 x Auftragspuffer versetzt und aufgetragen. Anhand 

der Farbmarker wurde der Lauf verfolgt. Bromphenolblau verhält sich in 1%-igen Gelen beim 

Lauf wie ein DNA-Fragment von ca. 0,6 kb Größe. Die Elektrophorese wurde je nach dem 

gewünschten Trenneffekt 30 min bis 2 h bei einer Spannung von 5 - 10 V/cm durchgeführt. 

Nach dem Lauf wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht (254 nm) nachgewiesen und 

photographiert. 

 

50 x TAE-Puffer: 

 

Tris 2,0 M 

Eisessig 1,0 M 

EDTA 0,1 M 

ad 1000 ml H2Obidest  
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6 x DNA-Auftragspuffer: 

 

Bromphenolblau (Farbmarker) 0,25%   

Xylen-Cyanol (Farbmarker) 0,25%   

Sucrose 40,0%   

 

5.2.6.6.  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 

Für die Klonierung und die Präparation spezifischer Sonden ist es notwendig, dass durch RT-

PCR (Kap.: 5.2.6.10.) amplifizierte Fragmente nach gelelektrophoretischer Auftrennung isoliert 

werden können. Die Isolierung solcher Fragmente wurde mit dem QIAEX II Agarose Gel 

Extraction Kit (Qiagen) durchgeführt, der nach dem Herstellerprotokoll verwendet wurde. 

 

Nach der präparativen enzymatischen Spaltung der Plasmid-DNA oder der Amplifikation der 

DNA-Insertion des Vektors mittels PCR wurde der Reaktionsansatz auf ein präparatives 

Agarosegel (mit Ethidiumbromid) aufgetragen und die DNA-Fragmente entsprechend ihrer 

Größe getrennt. Die Bande, die das zu isolierende Fragment enthielt, wurde unter UV-Licht mit 

einem Skalpell ausgeschnitten. Bei der Durchführung des QIAEX II Agarose Gel Extraction Kits 

wurde die ausgeschnittene Agarose mit dem Fragment geschmolzen und die DNA an 

Silikonkügelchen gebunden. Nachfolgend wurde die gebundene DNA mehrmals gewaschen, 

luftgetrocknet und in einem geeignetem Volumen an H2Obidest (10 - 20 µl) eluiert. Durch 

Zentrifugation erfolgte die Abtrennung der DNA-Lösung von den Silikonkügelchen. 

 

5.2.6.7.  Transformation von Bakterien mit Plasmiden 
 

In E. coli Zellen kann auf verschiedene Methoden Fremd-DNA eingebracht werden. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurde Elektroporation und Kalziumchlorid-Transformation eingesetzt. Für alle 

durchgeführten Transformationen wurde jeweils eine Positivkontrolle (1 ng zirkuläre Vektor-

DNA) und eine Negativkontrolle (H2Obidest  statt Plasmid) mit angesetzt. 

 

5.2.6.7.1.  Herstellung kompetenter Zellen für die Elektroporation 
 

Zur Elektroporation wurde der E. coli Stamm DH5� verwendet. 500 ml LB-Medium wurden mit 5 

ml einer Übernachtkultur angeimpft und die Zellen bis zu einer OD650 von 0,5 - 0,7 bei 200 Upm 

und 37°C inkubiert. Die Kultur wurde dann 15 min auf Eis abgekühlt und die Bakterien bei 2000 
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x g (SS34-Rotor) und 4°C 20 min in 500 ml abzentrifugiert. Nachfolgend wurde die 

Bakteriensuspension mit 500 ml eiskaltem, sterilem H2Obidest gewaschen und auf Eis 

homogenisiert. Nachfolgend wurden die Bakterien in 40 ml eiskaltem Wasser - 10% Glyzerin bei 

4°C gewaschen und anschließend in Wasser - 10% Glyzerin resuspendiert, zu 50 µl – 300 µl 

aliquotiert und bei –70°C bis zu 6 Monate gelagert. 

 

5.2.6.7.2.  Elektroporation von Bakterien 
 

Die Elektroporation wurde mit einem Elektroporationsgerät von BioRad mit folgenden 

Einstellungen durchgeführt: 

 

Pulse-Controller:   200 �, 

Gene Pulser:  25 µF; 2,5 kV.  

 

Die für die Elektorporation vorbereiteten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, max 0,5 µg Plasmid-

DNA zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde luftblasenfrei in eine gekühlte 

Elektroporationsküvette (Elektrodenabstand 0,1 cm) gegeben und in den Küvettenhalter gestellt. 

Dann wurde bis zum Ertönen des Signaltons Spannung angelegt und sofort danach 1 ml SOC-

Medium zugegeben. Nach guter Durchmischung wurde der Ansatz in ein Reaktionsgefäß 

überführt und bei 37°C und 200 Upm 1 h geschüttelt. Aliquots von 20, 50, 100 und 200 µl dieses 

Ansatzes wurden auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum und bei Bedarf IPTG- 

und X-Gal-Zusatz ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transformationseffizienz 

für DH5� betrug im Allgemeinen 8 x 106 Kolonien pro µg DNA. 

 

SOC-Medium:     

 

Hefeextrakt  0,50 g  

Trypton 2,00 g  

MgCl2 0,20 g  

MgSO4 0,25 g  

Glucose 0,36 g  

ad 100 ml H2Obidest 
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5.2.6.7.3.  Herstellung kompetenter Zellen für die Kalziumchlorid-Transformation 
 

Für die Kalziumchlorid-Transformation wurde der E. coli Stamm XL-1 Blue verwendet. 50 ml LB-

Medium wurden mit 1 ml einer über Nacht-Kultur angeimpft und die Kultur bei 37°C und 200 

Upm bis zu einer OD650 von 0,7 - 0,8 geschüttelt. Die Bakteriensupsension wurde für 15 min auf 

Eis gestellt und dann bei 300 x g (SS34-Rotor) und 4°C 10 min zentrifugiert. Die sedimentierten 

Bakterien wurden in 25 ml Transformationspuffer aufgenommen und nochmals 15 min auf Eis 

inkubiert, bei 300 x g (SS34-Rotor) und 4°C 10 min zentrifugiert und in 2,5 ml 

Aufbewahrungspuffer aufgenommen, zu 100 µl Portionen aliquotiert und bei –70°C max. 6 

Wochen gelagert.  

 

Transformationspuffer:    

 

1 M CaCl2 100 ml 

1 M Tris/HCl (pH 8) 10 ml 

ad 1000 ml H2Obidest 

Lösung sterilfiltrieren 

 

Aufbewahrungspuffer: 

 

1 M CaCl2 1,0 ml 

1 M Tris/HCl (pH 8) 0,1 ml 

Glycerin 87% 3,0 ml 

ad 10 ml H2Obidest 

Lösung sterilfiltrieren 

 

5.2.6.7.4. Transformation von chemokompetenten Bakterien 
 

Für die Transformation wurden die kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und 100 µl kalter 

TCM-Puffer, sowie 0,1 µg Plasmid-DNA zugegeben. Anschließend wurden die Ansätze 30 min 

auf Eis inkubiert und dann 60 sek bei 42°C. Nach diesem Hitzeschock wurden zu jedem Ansatz 

1 ml SOC-Medium gegeben und zur Regeneration bei 37°C und 200 Upm 1 h geschüttelt. 

Danach wurden Aliquots von 20, 50, 100 und 200 µl des jeweiligen Ansatzes auf LB-Platten mit 

dem entsprechenden Antibiotikum und bei Bedarf IPTG- und X-Gal-Zusatz ausplattiert und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transformationseffizienz für  XL-1 Blue betrug im allgemeinen 5 x 
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10 6 Kolonien pro µg DNA. 

 

TCM-Puffer: 

 

Tris/HCl (pH 7,5) 10 mM  

MgCl2 10 mM  

CaCl2 10 mM  

 

Für die Transformation wurden auch kompetente Bakterien verwendet, die von Stratagene (XL-1 

Blue, Sure Ultracompetent cells) bezogen wurden. Die Transformation wurde nach den 

jeweiligen Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

Zur Klonierung und Transformation der im Rahmen der SSH-Methode erzeugten Plasmide in 

Bakterien wurde der Zero Blunt-PCR Cloning Kit von Life Technologies/Invitrogen verwendet. 

Dieser Vektor erlaubt eine effiziente Klonierung von Fragmenten mit glatten Enden und wurde 

mittels Kalziumchlorid-Transformation in kompetente Bakterien des E. coli Stammes TOPO 10 

(Life Technologies/Invitrogen) eingebracht. Anschließend wurden die Bakterien auf LB-Platten, 

welche mit Kanamycin versetzt worden waren, ausgestrichen. Alle Schritte wurden 

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt. 
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5.2.6.8. Synthetische Oligonukleotide 
 

Synthetische Oligonukleotide wurden als Primer für die Polymerasekettenreaktion (PCR) 

eingesetzt. Sie wurden von MWG-Biotech bzw. von Herrn Linzner (Institut für Pathologie, GSF, 

Neuherberg) hergestellt.  

 

Oligonukleotid 

 

Sequenz (5‘-3‘) Bindungsorte THyb [°C] 

Oligo(dT)15-Primer TTTTTTTTTTTTTTT poly(A)+-RNA 37 

M13F-Primer (-20) GTAAAACGACGGCCAG lac Z 68 

M13R-Primer CAGGAAACAGCTATGAC lac Z 68 

T3-Primer ATTAACCCTCACTAAAG lac Z 52 

T7-Primer AATACGACTCACTATAG lac Z 52 

OGT-5'-Primer GTCTTCCCAGAGTTTGCTGCTGC

C 

2727-2751 (cDNA) 

ACC: NP_003596 

57 

OGT-3-Primer CCCGCGAGCTTTACTCGAAAAAC

G 

3593-3617 (cDNA) 

ACC: NP_003596 

57 

cDNA-Synthese 

Primer (SSH) 

TTTTGTACAAGCTT30N1N poly(A)+-RNA 42 

Adaptor 1 (SSH) CTAATACGACTCACTATAGGGC-

TCGAGCGGCCGCCCGGGCA 

GGT 

Rsa I geschnittene 

cDNA 

16 

PCR Primer 1 

(SSH) 

CTAATACGACTCACTATAGGGC Adaptor 1 und 2R 

(SSH) 

66 

Nested PCR Primer 

1 (SSH) 

TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT Adaptor 1 (SSH) 68 
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Adaptor 2R CTAATACGACTCACTATAGGGC-

AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 

Rsa I geschnittene 

cDNA 

16 

Nested PCR 

Primer 2 (SSH) 

AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT Adaptor 2R (SSH) 68 

GAPDH-5'-Primer 

(SSH) 

ACCACAGTCCATGCCATCAC GAPDH-Gen 65 

GAPDH-3'-Primer 

(SSH) 

TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

 

GAPDH-Gen 65 

GAPDH-5'-Primer  

 

(RT-PCR) 

AGCCACATCGCTCAGAACAC GAPDH-Gen 57 

GAPDH-3'-Primer 

(RT-PCR)  

GTTCTAGTAGTCGTTACGGAG GAPDH-Gen 57 

 

THyb = Für die PCR verwendete Hybridisierungstemperatur der Primer 

 

5.2.6.9.  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 

Die PCR wurde unter anderem eingesetzt, um in Plasmiden klonierte cDNA-Fragmente der SSH 

nachzuweisen und stellte somit eine Alternative zum Nachweis mittels der Restriktion mit 

Endonukleasen dar. Hierzu wurden vorwiegend die Primer M13 Forward (M13F) und M13 

Reverse (M13R) zur Amplifikation der cDNA-Insertionen verwendet.  

 

Die DNA-Menge für jeden Reaktionsansatz betrug 1 ng/µl. 

 

Standard-Ansatz: 

 

DNA 5,0 µl 

10 x PCR-Puffer 2,0 µl 

M13F (10 µM) 0,6 µl 
M13R (10 µM) 0,6 µl 

dNTP’s (10 µM) 0,4 µl 

H2O 11,2 µl 

KlenTaq-Polymerase (5 U/ml) 0,2 µl 
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Amplifikationsreaktion: 

 

Denaturierung 94°C 1 min 1 Zyklus 

 

Denaturierung 94°C  30 sek   

        }23 Zyklen 

Hybridisierung 68°C  3 min   

 

Kettenverlängerung 68°C  3 min  1 Zyklus 

 

5.2.6.10. Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
 

Die Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurde zum Nachweis von 

OGT-mRNA eingesetzt. Hierzu wurden 1 µg gesamtzelluläre RNA in eine reverse Transkription 

mit 0,5 µg Oligo-dT15-Primer (Promega) und 15 Units AMV-Reverse Transkriptase (Promega) 

eingesetzt (10 min RT, 1 h 42C°, 10 min 95C°). Die nachfolgende PCR wurde mit 0,4 U 

DyNAzyme I als DNA-Polymerase unter Zusatz von OGT-Primern oder GAPDH-Primern in einer 

Konzentration von jeweils 5 pM in einem Reaktionsvolumen von 25 µl durchgeführt. Die 

Reaktion wurde für OGT nach 30 Zyklen und für GAPDH nach 28 Zyklen beendet. Als 

Negativkontrolle wurde einem Ansatz keine cDNA zugesetzt. Anschließend wurden die PCR-

Produkte in einem 2%-igen Agarosegel mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch 

aufgetrennt, unter UV-Licht nachgewiesen und photographiert. 

 

Denaturierung: 95°C  30 sek  1 Zyklus 

 

Denaturierung:  95°C 30 sek  

 � 28-30 Zyklen 

Hybridisierung:  57°C  45 sek 

 

Kettenverlängerung: 72°C 5 min 1 Zyklus 

 

5.2.6.11. SSH-Methode 
 

Mit der suppressed subtractive hybridization (SSH)-Methode ist es möglich, auf RNA-Ebene 

Gene zu identifizieren, welche in einer Zellpopulation im Vergleich zu einer anderen differentiell 
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exprimiert werden. Eingesetzt wurde der PCR-Select cDNA Subtraction Kit  (Clontech), den 

Angaben des Herstellers entsprechend. 

 

Aus 2 µg angereicherte Poly (A)-RNA (Kap.: 5.2.7.2) wurde mit dem cDNA-Synthese Primer 

eine einzelsträngige cDNA synthetisiert, dann der zweite Strang mit der DNA-Polymerase I. Die 

doppelsträngige DNA wurde der Restriktion mit Rsa I (Kap.: 5.2.5.4.1) unterzogen, um kurze 

cDNA-Stücke mit glatten Enden zu erhalten. Es erfolgte die Ligation (T4-DNA-Ligase) mit 

spezifischen Oligonukleotiden (Kap.: 5.2.6.8, Adaptoren) an die 5'-Enden der cDNA und zwei 

Hybridisierungs-Schritte. Durch eine PCR-Reaktion mit Primern, die an die Adaptorsequenzen 

binden, wurden differentiell exprimierte cDNA-Fragmente amplifiziert. Diese wurden nach einer 

weiteren Restriktion mit Rsa I (Kap.: 5.2.5.4.1) zur Abtrennung der Adaptoren und einer 

anschließenden Reinigung mit dem PCR-Purification-Kit in den Vektor PCR-Blunt eingesetzt 

und die erhaltenen Plasmide in Bakterien (TOPO 10) transformiert (Kap.: 5.2.6.7.4).  

 

Synthese einzelsträngiger cDNA: Synthese doppelsträngiger DNA: 

  

Poly A� RNA (2µg) 4 µl einzelstr. cDNA 10 µl 

Inkubation bei 70°C, 2 min  Puffer 16,0 µl 

5 x Puffer 2 µl H2O 48,4 µl 

dNTPs (je 10mM) 1 µl dNTPs (je 10 mM) 1,6 µl 

H2O 1 µl 20 x Enzymcoktail 4,0 µl 

AMV (2 U/µl) 1 µl Inkubation bei 16°C, 2 h 

Inkubation bei 42°C, 1,5 h  T4 DNA Polymerase  2 µl 

  Inkubation bei 16 °C, 30 min 

 

Adaptorligation: Hybridisierung: 

 

cDNA 2 µl cDNA 2,5 µl 

Adaptor 1 oder 2 (10 µM) 2 µl Adaptorligierte DNA 0,5 µl 

H2O 3 µl 4 x Hybridisierungspuffer 1,0 µl 

5 x Ligationspuffer 2 µl Inkubation bei 98 °C, 1,5 min, dann  

T4 DNA Ligase (400 U/µl) 1 µl bei 68 °C, 16 h bzw. 22 h (3.7.1.1.1) 

Inkubation bei 16 °C über Nacht, stop bei 72°C, 5 min 
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PCR: Zyklen: 

 

H2O 18,5 µl 11 Zyklen 

10 x PCR-Puffer 2,5 µl 94 °C 10 sec 

Nested Primer 1 (10 µM) 1,0 µl 68 °C 30 sec 

Nested Primer 2 (10 µM) 1,0 µl 72 °C 1,5 min 

dNTPs (10 mM) 0,5 µl 

50 x cDNA Polymerase 0,5 µl 

 

5.2.6.12. Southern blot-Analyse 
 

5.2.6.12.1. Kapillar-Transfer der DNA auf Nitrozellulosemembranen 
 

Die Southern blot-Analyse diente zur Identifizierung differentiell exprimierter Sequenzen aus der 

SSH-Methode. Zuerst wurde das Agarosegel mit den elektrophoretisch aufgetrennten DNA-

Fragmenten 45 min in Denaturierungslösung inkubiert, kurz in H2Obidest gewaschen, danach 

noch zweimal 30 min in Neutralisationslösung neutralisiert und einmal 30 min in 10 x SSC 

inkubiert. Um zwei identische Membranen zu erzeugen, wurde ein Kapillar-Doppelblot 

durchgeführt. Hierzu wurden die Nitrozellulosemembranen (BioRad Zeta-Probe), Whatmanfilter 

und Gel-Blotting-Papier (Schleicher & Schüll) entsprechend der Abbildung 23 angeordnet und 

über Nacht mit einem Gewicht beschwert, so daß die denaturierte DNA durch Kapillarkräfte aus 

dem Gel gleichermaßen auf beide Membranen transferiert wurde. Die Membranen wurden dann 

kurz in 2 x SSC und H2Obidest gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde mittels UV-Licht (2 

min, 312 nm) auf den Membranen fixiert. 
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Abbildung 23: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Doppelblots zur Anfertigung eines 
Southern blots. 

 

 

Denaturierungslösung: 

 

NaCl 175,3 g 

10 N NaOH 100 ml 

ad 2 l H2Obidest  

 

Neutralisierungslösung: 
  

1 M Tris (pH 7,4) 242,0 g 

NaCl 175,3 g 
ad 2 l H2Obidest 

 

5.2.6.12.2. Prähybridisierung, Hybridisierung und Waschung der Filter 
 

Bei der Prähybridisierung wurden vor der Zugabe der radioaktiven Sonde unspezifische 

Bindungsstellen abgesättigt. Hierzu wurden die Hybridisierungsmembranen in 20 ml 

Prähybridisierungslösung in Plastikschalen 2 h bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Zur 

Hybridisierung wurde eine identische Lösung verwendet, die zusätzlich eine radioaktiv 

markierte, hitzedenaturierte (10 min, 100°C) Probe (Kap.: 5.2.6.9) enthielt (spezifische Aktivität > 
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8 x 108 cpm/µg DNA, eingesetzte Menge 2 x 106 cpm/ml). Die Hybridisierung wurde über Nacht 

bei 60°C durchgeführt. Nach der Hybridisierung wurden die Filter mehrmals in Waschpuffer 

gewaschen (zweimal 10 min bei RT, zweimal 20 min bei 65°C, einmal 20 min bei 65°C in einer 1 

: 5 Verdünnung des Waschpuffers. Zur Autoradiographie wurden die Filter in Plastikfolie 

eingeschweißt, BioMax MR-Filme von KODAK aufgelegt und bei -70°C exponiert. 

 
Phospatpuffer: 

 

1 M Na2HPO4  77,4 ml 

1 M NaH2PO4  22,6 ml 

 

Prähybridisierungslösung: 

 

Phosphatpuffer  10 ml 

SDS 14%  10 ml 

 

Waschpuffer: 

 

20 x  SSC  200 ml 

10% SDS  200 ml 

ad 2 l H2Obidest 
 

5.2.6.13. Herstellung radioaktiv markierter Sonden 
 

5.2.6.13.1. Radioaktive Markierung von DNA 
 

Markierung mittels Primerverlängerung: 

 

Radioaktiv markierte Sonde wurde mit dem High Prime Kit (Roche Diagnostics) unter dem 

Einbau von radioaktiv markierten �-�32P	-dCTP hergestellt. Als Primer dienten Random-Primer 
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Ansatz: 

 

DNA 25 ng (11 µl) denaturiert (100°C, 10 min)  

High-Prime-Lösung 4 µl  

�-[32P]-dCTP 5 µl (50 µCi) , spezifische Aktivität: 3000 Ci/mM 

 

Der Ansatz wurde in einem Wasserbad bei 37°C 60 min inkubiert, anschließend abzentrifugiert 

und mit 80 µl H2Obidest verdünnt und auf Eis gestellt. 

 

Markierung mittels PCR (Southern blot-Analyse): 
 

Hierbei wurde zuerst eine nicht-radioaktive PCR angesetzt (siehe 5.2.6.9.) um spezifisch die 

gewünschte cDNA zu amplifizieren. Dieser PCR-Ansatz wurde dann 1:1000 verdünnt und das 

erhaltene Fragment in einer zweiten PCR unter Zusatz von �-[32P]-dCTP radioaktiv markiert. 

 

Ansatz für PCR zur radioaktiven Markierung: 

 

DNA-Lösung (1:1000) 5,0 µl 

dATP(10 mM) 1,0 µl 

dGTP(10 mM) 1,0 µl 

dTTP(10 mM) 1,0 µl 

dCTP(0,1 mM) 3,7 µl 

�-[32P]-dCTP (spezifischeAktivität 3000 Ci/mM) 7,0 µl 

Primer M13R (10 µM) 0,6 µl 

Primer M13F (10 µM) 0,6 µl 

10 x PCR-Puffer 4,0 µl 

H2O 15,7 µl 

KlenTaq-Polymerase (5 U/ml) 0,4 µl 

 

Amplifikationsreaktion: 

 

Für die PCR wurden die gleichen Bedingungen eingesetzt wie bei der nicht-radioaktiven PCR 

(siehe 5.2.6.9). Die Zyklenzahl wurde jedoch auf 30 erhöht. Nach der Reaktion wurde das 

Volumen auf 100 µl mit H2Obidest aufgefüllt. 
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5.2.6.13.2. Reinigung der radioaktiv markierten Sonden 
 

Vor der Hybridisierung wurden nicht eingebaute dNTPs in einem Reinigungsschritt abgetrennt. 

Für die Reinigung wurden Bio-Spin Polyacrylamidgel-Zentrifugationssäulchen mit einer 

Ausschlußgrenze von 20 bp von BioRad eingesetzt. 

 

Die Zentrifugationssäulchen wurden 2 min bei 1000 x g  (Biofuge) zentrifugiert, um den Puffer 

zu entfernen. Anschließend wurde die 100 µl Lösung mit radioaktiv markierter DNA auf die 

Säule gegeben und nochmals 4 min bei 1000 x g (Biofuge) zentrifugiert. Dabei wurden nicht 

eingebaute dNTPs in der Gelmatrix zurückgehalten und mit der Säule verworfen, die größeren, 

radioaktiv markierten DNA-Moleküle lagen im  Eluat vor. 

 

5.2.6.13.3. Bestimmung der spezifischen Aktivität radioaktiv markierter DNA 
 

Nach der Reinigung wurde 1 µl der DNA-haltigen Lösung entnommen, mit 10 ml 

Szintillationslösung gemischt und im Szintillationszähler die Zerfälle pro Minute (cpm) 

gemessen. Radioaktiv markierte cDNA-Fragmente, die eine spezifische Aktivität von mehr als 1 

x 108 cpm/µg DNA aufwiesen, wurden für die Hybridisierung eingesetzt. 

 

5.2.7. RNA-Technologie 
 

5.2.7.1. Isolierung gesamtzellulärer RNA aus eukaryontischen Zellen 
 

Die RNA-Isolierung wurde mit dem RNeasy-Mini-Kit (Qiagen) zur Isolierung von maximal 100 µg 

RNA bzw. mit dem RNeasy-Midi-Kit (Qiagen) zur Isolierung von bis zu 1 mg RNA dem 

Herstellerprotokoll entsprechend durchgeführt.  

 

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (500 x g Biofuge, 10 min) sedimentiert und pro 5 x 105 

Zellen 700 µl RLT-Puffer (beinhaltet Guanidinthiocyanat und ß-Mercaptoethanol) zugegeben 

und das Zellpellet vollständig resuspendiert. Zur vollständigen Homogenisation wurde die Probe 

durch eine Shredder-Säule (Mini-Kit) zentrifugiert, bzw. 5 - 10 mal durch eine Spritze mit einer 

Kanüle (� 0,9 mm) gepreßt (Midi-Kit). Das homogenisierte Lysat wurde mit einem 

Volumenanteil 70%-igem Ethanol versetzt, auf ein Säule aufgetragen und zentrifugiert. Die 

Gesamt-RNA ist an die Membran der Säule gebunden. Nach mehrfachem Waschen, erfolgte die  

Elution mit RNase-freiem Wasser. 
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5.2.7.2. Isolierung polyadenylierter RNA aus gesamtzellulärer RNA 
 

Ein Charakteristikum der Messenger-RNA (mRNA) ist das 3'-poly(A)-Ende, anhand dessen sie 

aus gesamtzellulärer RNA mittels Oligo(dT)-Zellulose-Chromatographie angereichert werden 

kann. Hierzu wurde der mRNA Separator Kit (Clontech) eingesetzt und entsprechend dem 

Herstellerprotokoll verwendet. Mit diesem, auf einer Säulenchromatographischen Reinigung 

basierenden Kit wurde aus 1 mg gesamtzellulärer RNA 15 - 25 µg mRNA gewonnen. Pro Säule 

wurde 1 - 3 mg gesamtzelluläre RNA aufgetragen. 

 

Die Säulen wurden durch Zugabe von Hochsalz-Puffer und anschließender Zentrifugation 

äquilibriert. Die gesamtzelluläre RNA wurde in einem 10 mM Tris/HCl (pH 7,4), 1 mM EDTA 

denaturiert (70°C, 6 min), mit Hochsalz-Puffer vermischt und auf die Säule aufgetragen. Unter 

Hochsalzbedingungen bindet das 3'-poly(A)-Ende der mRNA an die Oligo(dT)-Zellulose. 

Ungebundene RNA wurde durch Zentrifugation abgetrennt. Nach mehrfachem Waschen der 

Säule mit Hochsalz- und Niedrigsalz-Puffern erfolgte die Elution der mRNA mit Puffer ohne 

Salzzusatz bei 65°C. Aus dem Eluat wurde die mRNA mit Kaliumacetat und Ethanol gefällt. 

 

5.2.7.3 Nichtdenaturierende Elektrophorese von RNA 
 

Um die Intaktheit von RNA-Präparationen zu kontrollieren, wurde die RNA in einem 

nichtdenaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Unter nichtdenaturierenden Bedingungen ist das 

Laufverhalten der RNA von ihrer Größe und ihrer Sekundärstruktur abhängig. Hierzu wurden 2 

µl RNA mit 2 µl H2ODEPC und 2 µl RNA-Auftragspuffer vermischt und der Ansatz auf ein 1%-iges 

Agarosegel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer (5.2.6.5) verwendet. 
 

RNA-Auftragspuffer: 

 

Bromphenolblaulösung (0,5%) 0,5 ml 

Ficoll 1,25 g 

ad 5 ml H2ODEPC 
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5.2.7.4. Northern blot-Analyse 
 

5.2.7.4.1. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA 
 

Da RNA starke Sekundärstrukturen ausbildet, die das Laufverhalten während der 

Elektrophorese beeinflussen, erfolgte die Elektrophorese für die Northern blot-Analyse unter 

denaturierenden Bedingungen. Hierzu wurde die Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese 

eingesetzt, die wie folgt durchgeführt wurde: 

 

1 g Agarose wurde in 72 ml H2ODEPC durch Kochen vollständig gelöst. Anschließend wurden 10 

ml 10 x RB-Puffer (unter Rühren) zugegeben. Nachdem die Lösung auf 70°C abgekühlt war, 

wurden 18 ml Formaldehyd zugesetzt und das Gel in eine vertikale Gelapparatur gegossen. Die 

RNA wurde mit 2 Volumen 100%-igem Ethanol gemischt und im Vakuum getrocknet, danach in 

20 µl Puffer I aufgenommen und 5 min auf 80°C erhitzt. Die denaturierte RNA wurde auf Eis 

gekühlt, mit 4 µl RNA-Auftragspuffer (Kap.: 5.2.7.3.) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die 

Elektrophorese wurde über 1,5 - 2 h bei 30 mA und 4°C durchgeführt. 

 

RB-Puffer (10 x): 

 

MOPS 41,86 g 

2 M Natriumacetat (pH 7,0) 25 ml 

0,5 M EDTA 2 ml 

ad 1000 ml H2ODEPC 

 

Nach dem Autoklavieren mit 12 - 17 ml 4N NaOH pH-Wert auf 7,0 einstellen. 
 

Formamid (deionisiert): 

 

Formamidlösung 100 ml 

Mixed bed resin (SIGMA) 10 g 

 

1 h bei RT rühren, anschließend filtrieren und bei 4°C lagern. 
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Puffer I: 

 

Formamid (deionisiert) 200 µl 

Formaldehyd (37%) 70 µl 

10 x RB-Puffer  40 µl 

Ethidiumbromid (0,5 mg/ml) 14 µl 

H2ODEPC 76 µl 

 

5.2.7.4.2. Transfer der RNA auf Nylonmembranen 

 

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 10 min in H2ODEPC und 10 min in 10 x SSC gewaschen 

und nachfolgend die RNA 10 min in 50 mM NaOH denaturiert. Der Transfer der RNA auf eine 

Hybond-N+-Membran, die zuvor kurz in H2ODEPC und 10 x SSC eingelegt worden war, wurde 

dann mit 10 x SSC in einer Vakuum-Blot-Apparatur (Millipore) 2 h bei einem Unterdruck von 30 

– 40 mbar durchgeführt. Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in H2ODEPC gewaschen 

und anschließend getrocknet. Zur Fixierung der RNA wurde die Membran 5 min mit UV-Licht der 

Wellenlänge 312 nm bestrahlt. Durch das im Puffer I enthaltene Ethidiumbromid, in welchem die 

RNA zur Gelelektrophorese aufgenommen wurde, konnten unter UV-Licht bei intakter 

gesamtzellulärer RNA die angefärbten Banden der 28 S- und 18 S- rRNA im 

Intensitätsverhältnis 2 : 1 nachgewiesen werden. Diese Banden wurden als Molekular-

gewichtsmarker auf der Membran markiert, wobei die 28 S- rRNA ca. 5025 bp entspricht und die 

18 S- rRNA ca.1868 bp. 

 

5.2.7.4.3. Prähybridisierung, Hybridisierung und Waschung 

 

Durch die Prähybridisierung wurden vor der Zugabe der radioaktiven Probe unspezifische 

Bindungsstellen abgesättigt. Hierzu wurde die Hybridisierungsmembran mit 10 ml 

Prähybridisierungslösung in ein Inkubationsröhrchen gegeben und über Nacht bei 42°C im 

Wärmeschrank inkubiert. Zur Hybridisierung wurde eine identische Lösung verwendet, die 

jedoch zusätzlich eine entsprechende radioaktiv markierte, hitzedenaturierte (10 min, 100°C) 

Probe (spezifische Aktivität 5 - 8 x 108 cpm/µg DNA, eingesetzte Menge 1-2 x 106 cpm/ml) 

enthielt. Die Hybridisierung wurde ebenfalls über Nacht bei 42°C durchgeführt. Nach der 

Hybridisierung wurden die Filter zweimal 10 min bei Raumtemperatur in Waschlösung I und 

anschließend zweimal 20 min bei 50°C in Waschlösung II gewaschen. Zur Autoradiographie 
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wurden BioMax MR Filme von Kodak verwendet, wobei die Exposition bei –70°C durchgeführt 

wurde. 

 

Prähybridisierungslösung: 

 

20 x SSC 2,5 ml 

H2ODEPC 2,5 ml 

Formamid (deionisiert) 5,0 ml 

Dextransulfat 1,0 g 

 

Die angegebenen Komponenten wurden gemischt und vollständig gelöst, anschließend erfolgte 

die Zugabe von 286 µl Natriumsarcosyl, 150 µl hitzedenaturierter (10 min, 100°C), sonifizierter, 

einzelsträngiger Heringsspermien-DNA (10 µg/µl) und 150 µl hitzedenaturierter t-RNA (20 µg/µl).  

 

Waschlösung I: 

 

20 x SSC 200 ml 

Natriumsarcosyl 28 ml 

ad 2 l mit H2ODEPC 

 

Waschlösung II: 

 

20 x SSC 10 ml 

Natriumsarcosyl 6 ml 

ad 2 l mit H2ODEPC 

 

5.2.7.4.4. Strip-wash 

 

Zur Entfernung der spezifisch gebundenen radioaktiven Probe wurde die Membran nach der 

Autoradiographie 20 min in 0,01% SDS/0,01 x SSC gekocht. 
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7. Abkürzungen 

 

AIDS  = acquired immune deficiency syndrome 

ALLN  = N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO 

APS  = Ammoniumpersulfat 

As  = Aminosäure 

AWF  = angiogener Wachstumsfaktor 

bFGF  = basic fibroblast growth factor 

bp  = Basenpaar 

BSA  = Rinderserumalbumin 

cDNA  = copy Desoxyribonukleinsäure 

Ci  = Curie 

DEPC  = Diethylpyrocarbonat 

DMSO  = Dimethylsulfoxid 

dNTP  = Desoxyribonucleotidphosphat 

ds  = doppelsträngig 

DTT  = Dithiothreitol 

EBM  = Endothelzellbasalmedium 

E.coli  = Escherichia coli 

EDTA  = Ethylendiamintetraacetat 

EtOH  = Ethanol 

EZM  = extrazelluläre Matrix 

FBS  = fötales Rinderserum 

FM  = full Medium 

h  = Stunde 

HAART = hoch aktive antiretrovirale Therapie 

hEGF  = human epidermal growth factor 

HHV-8  = humanes Herpes Virus-8 

HIV-1  = human immunodeficiency virus-1 

HMVEZ = humane mikrovaskuläre Endothelzellen 

H2Obidest = entionisiertes Wasser 

IFN  = Interferon 

IL  = Interleukin 

i.p.  = intra peritoneal 

IPTG  = Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid 
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IZ  = Inflammatorische Zytokine 

KS  = Kaposi Sarkom 

l  =  Liter 

LM  = low Medium 

LB-Medium = Luria-Bertani-Medium 

M  = Marker 

mA  = Milliampere 

MCP  = monocyte-chemotaxis-protein 

min  = Minute 

MOPS  = 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 

OD  = optische Dichte 

PAGE  = Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBMZ  = periphere blutmononukleäre Zellen 

PCR  = Polymerasekettenreaktion 

PMSF  = Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF  = Polyvinylidenflourid 

RT  = Raumtemperatur 

RT-PCR = Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

SDF  = stromal derived factor 

SDS  = Natriumsodiumdodecylsulfat 

sek  = Sekunde 

ss  = einzelsträngig 

s.c.  = subcutan 

TEMED = N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin 

TNF  = Tumornekrosefaktor 

tRNA  = transfer RNA 

üN  = über Nacht (mindestens 16 h) 

U  = Einheit 

Upm  =  Umdrehungen pro Minute 

UV  = Ultraviolett 

V  = Volt 

VEGF  = vascular endothelial growth factor 

X-Gal  = 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-ß-D-Galaktosid 

ZNS  = Zentralnervensystem 
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