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 Zusammenfassung 

Zusammenfassung 
Das Blutgefäßsystem eines Organismus stellt eines der größten Organe des menschlichen 

Körpers dar. Den Grundbaustein der Gefäße bilden Endothelzellen, die durch eine einfache 

Zellschicht das gesamte System von innen auskleiden. Bei einer Vielzahl an physiologischen 

und pathophysiologischen Prozessen, wie beispielsweise dem weiblichen Menstruationszyk-

lus, der Wundheilung, den Entzündungsreaktionen oder aber der Ischämie und der Tumorpro-

gression, spielt das Endothel eine wesentliche Rolle. Die Aktivierung der Endothelzellen wird 

durch zahlreiche verschiedene Faktoren reguliert, die entweder im Blut zirkulieren, von be-

nachbarten Zellen oder aber auch von Tumorzellen sezerniert werden können. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Hochdurchsatz-Screen etabliert, bei dem sich 

Gene mit einem pro-angiogenen Effekt identifizieren lassen. Hierzu erfolgte die individuelle 

Transfektion und Expression von 34.596 verschiedenen cDNAs in HEK 293-Zellen. Zur 

Testung wurden deren konditionierte Medienüberstände auf primäre Endothelzellen 

(HUVECs) transferiert. Zwei bereits aus der Literatur bekannte pro-angiogene Faktoren, 

bFGF und VEGF, wurden zur Protokoll-Etablierung als Positivkontrollen eingesetzt.  

Im Screen konnten insgesamt 13 cDNAs identifiziert werden, die einen pro-angiogenen Ef-

fekt zeigten. Unter ihnen fanden sich auch die zwei Positivkontrollen wieder, was einen  

direkten Beleg für die Funktionalität des Screens darstellt. Des Weiteren wurden vier 

bekannte und fünf unbekannte cDNAs identifiziert, bei denen bisher noch kein 

Zusammenhang mit Angiogenese gezeigt werden konnte. Die vier bekannten Gene kodieren 

für zytosolisch lokalisierte Proteine, deren Expression in verschiedene Säuger-Zellen zur 

Produktion und Sekretion pro-angiogener Faktoren führt.  

Im Anschluss an den Screen wurde eines der unbekannten Gene (NM_020746) detaillierter 

charakterisiert. Dieses Gen kodiert für ein 56,6 kDa großes Protein, das aufgrund erster Funk-

tionshinweise den Namen hSEP (human Stimulator of Endothelial Proliferation) erhielt. Die 

Expression von hSEP in HEK 293-, sowie in anderen Säuger-Zellen, generierte konditionierte 

Überstände, welche in Mangelmedium gehaltene Endothelzellen, nicht aber Fibroblasten zum 

Wachstum stimulieren. Mit Hilfe biochemischer Analysen wurde die Sekretion von hSEP 

nach der Expression in HEK 293-Zellen nachgewiesen. Besondere Bedeutung bei der Lokali-

sierung des Proteins kam hierbei einer bioinformatisch vorhergesagten C-terminalen Trans-

membrandomäne zu. Die Deletion dieser Domäne erzeugte ein deutlich effektiver sezerniertes 

Protein-Fragment (SEP1-510), führte allerdings gleichzeitig zu einem signifikanten Rückgang 
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 Zusammenfassung 

der Wachstums-Stimulation bei HUVECs. Des Weiteren ging die für hSEP nachgewiesene 

Lokalisierung im Golgi und ER zu Gunsten einer diffusen intrazellulären Verteilung verloren.  

Um den Wirkungsmechanismus von hSEP aufzuklären, wurden verschiedene Experimente 

durchgeführt. Expressionsanalysen von HEK 293-Zellen, die hSEP exprimierten, zeigten die 

Induktion verschiedener pro-angiogener Gene wie beispielsweise IL-8, RANTES und VEGF. 

Des Weiteren korrelierte die Anwesenheit von hSEP im Überstand nicht reproduzierbar mit 

der Stimulation von HUVECs. Außerdem gelang es nicht, aktives hSEP-Protein rekombinant 

zu erzeugen, welches für einen direkten Beweis seiner Funktionalität erforderlich gewesen 

wäre. Darüber hinaus wurden Hinweise auf eine Ko-Expression von hSEP mit VEGF unter 

hypoxischen Bedingungen sowie in verschiedenen soliden Tumoren gefunden. In welchen 

Zusammenhang die Expression dieser beiden Proteine steht, müssen weitere detaillierte Un-

tersuchungen zeigen. 

Insgesamt ist es denkbar, dass hierdurch neue mögliche therapeutische Ansätze für eine Inhi-

bition bei der Tumorangiogenese eröffnet werden könnten. 
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 1. Einleitung  

1 Einleitung 

1.1 Das Blutgefäßsystem 

Das Blutgefäßsystem eines Organismus wurde lange Zeit lediglich als Transportweg für das 

Blut betrachtet. Mit einer Gesamtfläche von mehr als 1.000 m2 wird es mittlerweile als eines 

der größten Organe des menschlichen Körpers angesehen (Griffioen and Molema, 2000). Auf 

verschiedene Weise übernimmt es bedeutende Aufgaben bei der Aufrechterhaltung der Ge-

webe- und Organfunktionen. Die Gefäße bilden ein geschlossenes elastisches Röhrensystem 

aus, dessen Gesamtlänge sich auf über 1.440 km beläuft. Zu den Aufgaben des Blutgefäßsys-

tems zählen die Versorgung der Zellen, Gewebe und Organe mit Nährstoffen und Sauerstoff 

sowie die Regulation des Wärme- und Wasserhaushaltes eines Organismus. Überdies werden 

anfallende Abfallprodukte des Zellstoffwechsels entsorgt und verschiedene Botenstoffe, wie 

Hormone oder Wachstumsfaktoren, sowie Zellen des Immunsystems transportiert. Damit 

sämtliche Funktionen einwandfrei vom Blutgefäßsystem übernommen werden können, besitzt 

dieses einen komplexen Aufbau, wobei zwischen Arterien, Kapillaren und Venen unterschie-

den wird. In den Arterien wird das nähr- und sauerstoffreiche Blut durch den Körper ge-

pumpt, und durch die Venen gelangt das Blut wieder zum Herzen (Madri et al., 1988). Über 

die Kapillaren erfolgt der Austausch von Stoffen und Gasen mit den umgebenden Geweben. 

Auf diese Weise werden auch Abbaustoffe von den Kapillaren aufgenommen. Zur dauerhaf-

ten Funktionserfüllung müssen Blutgefäße ein hohes Maß an Flexibilität, gerichtete Durchläs-

sigkeit sowie Regenerationsfähigkeit und einen möglichst geringen Verschleiß aufweisen. 

Diese Punkte werden allesamt durch die maßgeblich am Aufbau beteiligten Endothelzellen 

gewährleistet (Michiels, 2003). 

1.2 Angiogenese  

Der Begriff Angiogenese bezeichnet die Bildung neuer Blutgefäße aus bereits bestehenden 

Gefäßen (Ribatti et al., 2003a). Dieser Vorgang umfasst eine Reihe verschiedener und 

komplexer Abläufe. Grundlegende Schritte sind zunächst der lokale Abbau der Basal-

membran durch verschiedene Metalloproteasen (Stetler-Stevenson, 1999). Überdies kommt es 

zur Proliferation, Migration und Differenzierung von Endothelzellen (Munoz-Chapuli et al., 

2004), bis schließlich aus Fibronektin, Kollagenen und anderen Komponenten eine neue 

Basalmembran gebildet wird. Die Angiogenese hat ihre fundamentale Bedeutung vor allem in 

der Embryonalentwicklung, in dessen Verlauf mesodermale hämatopoetische Stammzellen zu 
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Endothelzellen differenzieren. Auf diese Weise entsteht ein verzweigtes primär vaskuläres 

Netzwerk (Flamme et al., 1995). Diese Art der Gefäßbildung wird auch als Vaskulogenese 

bezeichnet (Risau, 1997). Verschiedene Untersuchungen und die Existenz endothelialer 

Vorläuferzellen (Angioblasten) im adulten Organismus belegen jedoch auch das Vorkommen 

einer postnatalen Vaskulogenese (Asahara et al., 1999). Die Ausdehnung des primären Gefäß-

systems erfolgt durch Angiogenese. Dabei werden hauptsächlich durch Sprossung neue Ge-

fäße aus bereits bestehenden gebildet (Risau, 1997). Ein weiterer Mechanismus der 

Gefäßneubildung ist die so genannte Intussuszeption. Dabei entsteht durch die Teilung eines 

Gefäßes ein weiteres (Patan, 2000). Diese Form der Angiogenese ist vor allem in der Lunge, 

dem Herzen und in der Chorioallantoismembran zu finden (van Groningen et al., 1991). Die 

grundlegende Bedeutung des Blutgefäßsystems liegt vor allem in der Sicherstellung einer 

ausreichenden Sauerstoff- und Nährstoffversorgung aller Gewebe und Organe. Nach der 

Embryonalentwicklung findet Angiogenese normalerweise nur noch auf wenige physiologi-

sche Situationen beschränkt statt. Beispiele sind der weibliche Menstruationszyklus (Modlich 

et al., 1996), die Plazentaentwicklung (Djonov et al., 2001) und die Milchdrüsenentwicklung 

während der Schwangerschaft (Matsumoto et al., 1992). Darüber hinaus ist die Angiogenese 

essentiell für regenerative Prozesse bei der Wundheilung (Hunt et al., 1984). Sämtliche 

physiologischen Vorgänge unterliegen einem strengen Kontrollmechanismus und werden 

anschließend wieder vollständig inhibiert (Chavakis and Dimmeler, 2002). Eine fehlregulierte 

Angiogenese kann hingegen zu einem Krankheitsbild führen, das sowohl durch eine vermin-

derte, als auch eine übermäßig stattfindende Blutgefäßbildung hervorgerufen werden kann. Im 

Rahmen einer verminderten oder fehlenden Angiogenese tritt eine mangelnde Nähr- und Sau-

erstoffversorgung der betroffenen Gewebe ein, wodurch Zellen geschädigt werden oder gar 

absterben. Ein bekanntes Beispiel hierfür sind die Herzmuskelzellen, deren Schädigung durch 

eine mangelnde Angiogenese einer der Gründe für einen Herzinfarkt sein kann. Des Weiteren 

kann eine reduzierte Angiogenese die Wundheilungsprozesse beeinträchtigen (Hunt et al., 

1984). Im Gegensatz dazu führt eine aberrant gesteigerte Angiogenese zu Krankheiten wie der 

rheumatoiden Arthritis (Paleolog, 2002), der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) und 

der diabetischen Retinopathie (Kakizawa et al., 2004). Medizinisch sicherlich am bedeutends-

ten ist eine pathologische Angiogenese bei der Tumorprogression und der Metastasenbildung 

(Folkman, 1974). Diese Form der Angiogenese wird dann auch als Neovaskularisierung bzw. 

Tumorangiogenese bezeichnet. Die Neovaskularisierung eines Tumors ist eine essentielle 

Vorraussetzung dafür, dass er über einen Größendurchmesser von 2 - 3 mm hinauswachsen 

kann (Folkman, 1995). Die lokale Ausdehnung des kapillaren Netzwerkes sichert dem Tumor 
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nicht nur die Nähr- und Sauerstoffversorgung, sondern erschließt den Tumorzellen auch den 

Zugang zum Blutkreislaufsystem. Letzteres bildet die Grundlage dafür, dass sich Tumorzellen 

im Organismus über die Blutbahn verbreiten und dadurch in anderen Geweben oder Organen 

zur Metastasenbildung führen können (Weidner et al., 1991).  

1.2.1 Die Bedeutung der Endothelzellen 

Bei der Bildung neuer Blutgefäße kommt den Endothelzellen sowohl während der embryo-

nalen Vaskulogenese als auch bei der postnatalen Angiogenese eine wesentliche Bedeutung 

zu. Diese spezialisierten Zellen kleiden als einschichtige Zelllage luminal das gesamte Blutge-

fäßsystem von innen aus und stellen somit den Grundbaustein der Gefäße dar (Hormia and 

Virtanen, 1986). Kapillare werden ausschließlich aus Endothelzellen aufgebaut und sind von 

einer Basalmembran (BM) umgeben, welcher von außen meist noch die Gefäßwände stüt-

zende Bindegewebszellen (Perizyten) aufsitzen. Arterien und Venen hingegen besitzen zwei 

zusätzliche Schichten, die aus glatten Muskelzellen, elastischen und kollagenen Fasern und 

aus einer Bindegewebsschicht, die ins umgebende Gewebe eingebettet ist, aufgebaut sind. 

Innen sind die Blutgefäße größtenteils von einem lückenlosen Endothel ausgekleidet. Man 

spricht dann von einem so genannten Schrankenendothel. Lückenlose vaskuläre Endothelien 

bilden eine Permeabilitätsbarriere zwischen Blut und umliegenden Geweben aus und regulie-

ren den Stoff- und Gasaustausch zwischen diesen Kompartimenten (Fishman, 1982). Solche 

Endothelien sind vor allem in Gefäßen zu finden, in denen ein geringer oder kontrollierter 

Stoffaustausch stattfindet. Ein bekanntes Beispiel ist die Blut-Hirn-Schranke im Gehirn, an 

deren Ausbildung Endothelzellen maßgeblich beteiligt sind (Goldstein et al., 1986). Umge-

kehrt sind in Geweben, die besonders hohe Stoffaustauschraten aufweisen, lückenhafte En-

dothelien vorherrschend. Die Lücken sind entweder zwischen einzelnen Endothelzellen oder 

die Basalmembran ist diskontinuierlich oder fehlt vollständig. Derartige Gefäße ermöglichen 

den Austausch größerer Partikel und Zellen und sind hauptsächlich in der Leber, Milz, in 

Teilen der Niere und im Darm zu finden (Palade et al., 1979). Neben den Funktionen bei der 

Strukturbildung und dem Stoffaustausch, erfüllen Endothelzellen auch noch eine Reihe an 

synthetischen Aufgaben. So werden von ihnen z.B. verschiedene Proteine produziert, die zum 

Aufbau der Basalmembran erforderlich sind. Dabei handelt es sich hauptsächlich um Kolla-

gen IV, Laminin und das Heparansulfat-Proteoglykan Perlecan (Tilling et al., 2002). Ein 

weiteres Charakteristikum der Endothelzellen ist der Besitz spezieller Vesikeln, die auch als 

Weibel-Palade-Körperchen bezeichnet werden. Diese Organellen dienen der Speicherung 

einer Reihe von Proteinen, die in der frühen Phase der Blutgerinnung (Koagulation) von den 
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Endothelzellen sezerniert werden. Hierzu zählen der von-Willebrand-Faktor (vWF), Endothe-

lin, P-Selectin und IL-8 (Romani et al., 2004). Der von-Willebrand-Faktor bewirkt beispiels-

weise die Adhäsion von Blutplättchen (Journet et al., 1993) und P-Selektin ist verantwortlich 

für die Interaktionen mit Leukozyten an den betroffenen Gefäßwänden (Wagner, 1993). Über-

dies produzieren Endothelzellen verschiedene Proteine, die regulierend auf das blutgerinnsel-

auflösende System (Fibrinolyse) (Cines et al., 1998), den Abbau von Blutfetten (Jagla and 

Schrezenmeir, 2001) sowie den Gefäßtonus wirken (Griendling and Alexander, 1996). Insge-

samt weist das Endothel eine sehr heterogene Population von Endothelzellen auf. Unter-

schiede zeigen sich u.a. bei verschiedenen Spezies und unterschiedlichen Entwicklungssta-

dien. Überdies können Differenzen auch durch die Organ- oder Gewebeherkunft begründet 

sein (Aird et al., 1997), oder treten zwischen Endothelzellen aus großen und kleinen Gefäßen 

auf (Kumar et al., 1987). Diese Heterogenität tritt häufig bedingt durch Einflüsse umliegender 

Zellen und Gewebe auf, wobei sowohl Zell-Zell-Kontakte als auch lösliche Faktoren eine 

Rolle spielen (Ribatti et al., 2002). Alles in allem stellen Endothelzellen eine dynamische und 

heterogene Zellpopulation dar, die eine Vielzahl immunologischer, metabolischer und sekre-

torischer Aufgaben erfüllen (Cines et al., 1998). Diese Zellen bleiben während ihrer ganzen 

Lebenszeit teilungs- und wanderungsfähig.  

1.2.2 Ausbildung neuer Gefäße 

Die Angiogenese ist ein komplexer biologischer Prozess, der die genaue Koordination vieler 

unterschiedlicher Schritte erfordert. Dabei ist jeder Vorgang durch das exakte Zusammenspiel 

einer Reihe von pro- und anti-angiogener Faktoren strikt reguliert. In der folgenden Abbil-

dung sind die wesentlichen Abläufe mit den dazugehörigen Faktoren aufgezeigt.  
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Abb. 1.1: Die Prozesse bei der Angiogenese  
(1.) Die erste Phase der Angiogenese ist durch die Erweiterung der Gefäße und eine erhöhte Gefäßpermeabilität 
mit der Ausscheidung von hochmolekularen Plasmaproteinen wie z.B. Fibrinogen gekennzeichnet. (2.) Dann 
lösen sich die vaskulären glatten Muskelzellen (SMC) ab, die Gefäßwände werden instabil und die extrazelluläre 
Matrix (ECM) wird abgebaut. (3.) Proliferierende Endothelzellen (EC) können daraufhin durch chemotaktische 
Bewegung in die untervaskularisierten Gebiete einwandern und mit der Bildung neuer Kapillare beginnen (4.). 
Die Endothelzellen sammeln sich nun und bilden fertige, röhrenförmige Strukturen aus. (5.) Abschließend 
erfolgt die Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen Zellen (MC) zu neuen glatten Muskelzellen 
(SMC) oder Perizyten (PC), die die Endothelzellen umschließen und die Blutgefäßneubildung abschließen (6.). 
Die an den jeweiligen Schritten beteiligten Faktoren oder Stoffe sind in kursiver Schriftweise angegeben. Abkür-
zungen sind in Tab. 1.1 angegeben. Das Schema wurde von J.W. Distler übernommen und wird in einer modifi-
zierten Form dargestellt (Distler et al., 2003).  

1.2.3 Die Regulation der Angiogenese 

Der Vorgang der Angiogenese findet im adulten Organismus nur noch beschränkt auf wenige 

physiologische Situationen statt und spielt bei der Entstehung zahlreicher Erkrankungen eine 

zentrale Rolle. Dem Ruhezustand des vaskulären Endothels liegt ein ausgewogenes Gleich-

gewicht an pro- und anti-angiogenen Faktoren zugrunde (Iruela-Arispe and Dvorak, 1997). 

Dabei spielen neben direkt angiogen wirkenden Proteinen, auch solche der extrazellulären 

Matrix, Adhäsionsproteine und deren Rezeptoren sowie proteolytische Enzyme eine Rolle. Im 

Ruhezustand sind entweder anti-angiogene Faktoren vorherrschend oder pro-angiogene 

kommen in zu geringen Mengen vor (Distler et al., 2003). Eine Verschiebung der Balance 

zugunsten pro-angiogener Faktoren führt zur Aktivierung des Endothels. Unter pro-angioge-

nen Faktoren versteht man Proteine, die während der Angiogenese präsent und an den Abläu-

fen beteiligt sind. Darüber hinaus bewirkt eine Inhibierung dieser Faktoren oder der entspre-

chenden Rezeptoren eine Hemmung der Angiogenese (Folkman and Ingber, 1992). Im 
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Gegensatz dazu bezeichnen anti-angiogene Faktoren Proteine oder Substanzen, die die Akti-

vierung der Endothelzellen direkt inhibieren oder zur Hemmung oder Neutralisation pro-an-

giogener Faktoren führen. In den letzten Jahren wurden zahlreiche anti- als auch pro-angio-

gene Faktoren identifiziert (Tab. 1.1 und Tab. 1.2) (Distler et al., 2003). Zur Aufklärung der 

Wirkungsmechanismen wurden mittlerweile eine Reihe an in vitro- und in vivo-Modellsyste-

men etabliert. (Auerbach et al., 2003). Neben verschiedenen Mikroskopierverfahren stellen 

Proliferations-, Migrations- und der Tube Formations-Assays hilfreiche Werkzeuge bei der 

Testung neuer angiogener Faktoren dar (Auerbach et al., 2000).  
 

Tab. 1.1: Zusammenfassung bekannter pro-angiogener Faktoren  
Tabelle wurde nach Angaben von J.W. Distler modifiziert (Distler et al., 2003). 
Pro-angiogene Faktoren 
Faktor Biologische Funktion 
VEGF-Familie Permeabilität ↑, Plasminogen-Aktivatoren ↑, EC Apoptose ↓, interstitielle 

Kollagenasen ↑, EC Proliferation und Migration, pro-angiogen in vivo 
FGF-Familie Plasminogen-Aktivatoren ↑, αvβ3 Integrin und andere Adhäsionsmoleküle ↑,  

EC Proliferation und Migration, pro-angiogen in vivo 
Angiopoietin 1 EC Sprossung, Gefäßstabilisierung 
Angiopoietin 2 EC Proliferation und Migration, EC Sprossung, nur in Gegenwart von VEGF 
PDGF-BB Sehnenbildung in vitro, Proliferation von SMCs und PCs, Gefäßstabilisierung 
TGF-β Röhrenbildung in vitro (geringe Dosis), Gefäßstabilisierung,  

pro-angiogen in vivo in inflammatorischer Umgebung 
TNF-α EC Migration, Röhrenbildung in vitro, pro-angiogen in vivo 
EGF EC Proliferation, pro-angiogen in vivo 
CSFs EC Proliferation und Migration 
Angiogenin EC Proliferation 
Angiotropin EC Migration, Röhrenbildung, pro-angiogen in vivo 
CXC-Chemokine  EC Proliferation und Migration, pro-angiogen in vivo 
IGF-1 EC Proliferation, Apoptose ↓, Induktion von VEGF, Plasminogen-Aktivato-

ren ↑ 
HGF Migration und Proliferation von EC und SMC, Angiogenese in vivo 
PECAM-1 EC Aggregation, Röhrenbildung, EC Migration, Gefäßstabilisierung, essen-

tiell für FGF induzierte Angiogenese 
Integrine EC Anheftung, EC Migration, Apoptose ↓, essentiell für FGF induzierte An-

giogenese 
VE-Cadherin Gefäßstabilisierung, EC Apoptose ↓, essentiell für Angiogenese in vivo 
MMPs ECM Degradation 
Erythropoietin EC Proliferation, pro-angiogen in vivo 
NO Permeabilität ↑, EC Proliferation, FGF Freisetzung  
Ang (Angiopoietin 2); CSFs (Colony Stimulating Factors); EC (Endothelial Cell); ECM (Extracellular Matrix); EGF (Epidermal Growth 
Factor); FGF (Fibroblast Growth Factor); HGF (Hepatocyte Growth Factor); IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1); MC (Mesenchymal 
Cell); MMPs (Matrix Metalloproteinases); NO (Nitric Oxide); PC (Pericyte); PDGF (Platelet Growth Factor); PECAM-1 (Platelet Endo-
thelial Cell Adhesion Molecule 1); SMC (Smooth Muscle Cell); TGF-β (Transforming Growth Factor β); TNF-α (Tumor Necrosis 
Factor α); TSP (Thrombospondin); VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
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Tab. 1.2: Zusammenfassung bekannter anti-angiogener Faktoren  
Tabelle wurde nach Angaben von J.W. Distler modifiziert (Distler et al., 2003). 
Anti-angiogene Faktoren 
Faktor Biologische Funktion 
Angiostatin EC Proliferation ↓, EC Migration ↓, Apoptose ↑,Röhrenbildung ↓, 

anti-angiogen in vivo 
Endostatin EC Proliferation ↓, EC Migration ↓ (?), Apoptose ↑ (?), Inhibition von 

MMPs, anti-angiogen in vivo 
Angiopoetin 2 Gefäß-Destabilisierung durch Antagonisierung von Angiopoietin 1 Signal-

wirkung 
TGF-β EC Proliferation ↓, EC Migration ↓, Plasminogen-Aktivatoren ↓, 

EC Apoptose ↑, TIMPs↑ 
TNF-α Inhibition der FGF vermittelten EC-Proliferation in vitro, EC Apoptose ↑ 
CXC Chemokine 
(ohne ELR Motif) 

Inhibition von FGF und VEGF165 an ihre Rezeptoren, anti-angiogen in vivo 

TSP-1, TSP-2 EC Migration ↓, Apoptose ↑, anti-angiogen in vivo 
MMPs erzeugt Angiostatin 
PEDF EC Proliferation ↓, EC Migration ↓, anti-angiogen in vivo 
EC (Endothelial Cell); FGF (Fibroblast Growth Factor); MMPs (Matrix Metalloproteinases); PEDF (Pigment Epirghelium Derived 
Factor); TGF-β (Transforming Growth Factor β); TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases); TNF-α (Tumor Necrosis Factor α); 
TSP (Thrombospondin); VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

1.2.3.1 Die wichtigsten Stimulatoren der Angiogenese 

Pro-angiogene Faktoren lassen sich in drei verschiedene Klassen einteilen (Distler et al., 

2003; Klagsbrun and Moses, 1999). Die erste Gruppe umfasst Proteine, die eine hohe Spezifi-

tät besitzen und fast ausschließlich auf Endothelzellen wirken. Hierzu zählen die Vertreter der 

VEGF- und Angiopoietin-Familien. Eine weitere Gruppe setzt sich aus Stimulatoren zusam-

men, die keine Endothelzellspezifität besitzen und auch auf andere Zellen wirken können. Der 

Prototyp dieser Familie ist bFGF, einer der am besten charakterisierten pro-angiogenen Fakto-

ren (Shing et al., 1984). Darüber hinaus zählen zu dieser Gruppe einige Chemokine, Zytokine 

und Enzyme mit einer pro-angiogenen Wirkung (Rosenkilde and Schwartz, 2004). Die dritte 

Gruppe umfasst Faktoren, die indirekt die Angiogenese fördern. Hierzu zählen überwiegend 

Proteine, die Endothel- und Tumorzellen oder Makrophagen und Granulozyten zur Freiset-

zung direkt wirkender Faktoren anregen. Prominenteste Vertreter dieser Gruppe sind TGF-β 

und TNF-α. Im Folgenden werden aus jeder der drei Gruppen einzelne Vertreter vorgestellt. 

VEGF-Familie 

VEGF gehört zur VEGF-Familie, die aus insgesamt sieben Vertretern besteht. Dazu werden 

neben VEGF (VEGF-A) die Proteine VEGF-B bis VEGF-E und der Placenta Growth Factor 

(PIGF) gezählt (Veikkola and Alitalo, 1999). Unter den Angiogenese-Stimulatoren ist VEGF 

am besten charakterisiert und wahrscheinlich der wichtigste Faktor. Der Ausfall bereits eines 

VEGF-Allels hat schwere Fehlbildungen bei der Entwicklung des primären vaskulären Sys-

tems zur Folge und ist embryonal letal (Harry and Paleolog, 2003). Durch alternatives Splei-

ßen des VEGF-Gens entstehen sechs verschiedene Isoformen (VEGF  - VEGF ). Den ein-121 206
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zelnen Isoformen werden unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen zugeschrieben 

(Houck et al., 1992). (Robinson and Stringer, 2001) VEGF  ist dabei die vorrangig von den 

Zellen produzierte und sezernierte Isoform (Park et al., 1993). Die Expression von VEGF 

kann entweder durch verschiedene Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, EGF und TGF-β) oder 

Zytokine (z.B. IL-1β und TNF-α) (Mantovani et al., 1992), aber auch durch Hypoglykämie 

und Hypoxie induziert werden (Stein et al., 1995). Die Wirkung von VEGF ist sehr vielfältig 

und hängt maßgeblich von der Isoform, der Proteinkonzentration und dem Zielrezeptor ab. 

Über seine mitogene Wirkung auf Endothelzellen übt VEGF einen direkten angiogenen Ef-

fekt aus. Neben der Stimulation der Angiogenese fungiert VEGF auch als Überlebensfaktor 

für das ruhende Endothel (Kasahara et al., 2000). Die Funktionen von VEGF werden über 

zwei hochaffine VEGF-Rezeptoren, dem VEGFR-1 (flt-1) und VEGFR-2 (flk-1/KDR) ver-

mittelt (Terman et al., 1992). Ein weiterer VEGF-Rezeptor ist VEGFR-3 (flt-4), diesen bindet 

VEGF nicht. Der Aufbau der drei VEGF-Rezeptoren ist ähnlich. Sie besitzen intrazellulär 

stets eine Tyrosin-Kinase. Nach der Ligandenbindung dimerisieren die Rezeptoren und das 

Signal wird durch Autophosphorylierung der Kinasen ins Zellinnere übermittelt (Plate and 

Warnke, 1997). VEGFR-1 und VEGFR-2 werden auch auf nicht endothelialen Zellen wie 

beispielsweise Monozyten (Barleon et al., 1996) und Osteoklasten (Niida et al., 1999) expri-

miert. Obwohl die über VEGFR-1 vermittelte Signaltransduktion keinen direkten Einfluss auf 

die Proliferation und Migration von Endothelzellen hat (Shibuya, 1995) bindet VEGF mit 

einer etwa 10-fach stärkeren Affinität an diesen als an VEGFR-2. VEGFR-1 übernimmt hier-

bei vermutlich eine regulatorische Rolle, indem es freies VEGF bindet und somit eine über-

mäßige Aktivierung von VEGFR-2 verhindert (Fong et al., 1995). Ein weiterer VEGF-Rezep-

tor ist Neuropilin-1. Dieser wird ebenfalls in Endothelzellen exprimiert und bindet spezifisch 

die Isoform VEGF . Über Neutropilin-1 werden chemotaktische Abläufe bei der Angioge-

nese vermittelt (Soker et al., 1998) und seine Abwesenheit hat ebenfalls letale Folgen 

(Kawasaki et al., 1999). Ebenso wie VEGF übernehmen auch die anderen Mitglieder der 

VEGF-Familie wichtige Funktionen bei der Regulation der Angiogenese. Die Wirkung der 

Einzelnen ist im Vergleich zu VEGF eher von untergeordneter Bedeutung und ein Ausfall 

kann meist problemlos durch andere Proteine kompensiert werden (Paavonen et al., 2002). 

165

165

Endothelzellunspezifische Angiogenesestimulatoren 

Die Gruppe der endothelzellunspezifischen Angiogenesestimulatoren umfasst bislang  

22 Mitglieder (FGF-1 - FGF-22). Innerhalb der Vertebraten weisen diese Proteine eine hohe 

Aminosäurehomologie (13 bis 73 %) und ein Molekulargewicht zwischen 17 und 34 kDa auf. 

Die wichtigsten Vertreter sind aFGF (FGF-1) und bFGF (FGF-2) (Ornitz and Itoh, 2001). 
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Beide zählen zu den ersten Wachstumsfaktoren, denen ein pro-angiogener Effekt nachgewie-

sen werden konnte. Die Sekretion beider Faktoren kann durch verschiedene Zellen und die 

Bindung an alle der vier FGF-Rezeptoren (FGFR1 - FGFR4) erfolgen. Zur Aktivierung der 

FGF Rezeptoren (FGFR1 - FGFR4) benötigen die Faktoren Heparansulfate (Shing et al., 

1984). Auf Endothelzellen, Fibroblasten und eine Vielzahl anderer Zelltypen wirken aFGF 

und bFGF chemotaktisch und mitogen (Gospodarowicz et al., 1989). Des Weiteren kann 

bFGF über die Induktion von VEGF, dem Plasminogen Aktivator Protein (Gualandris and 

Presta, 1995) oder verschiedener Adhäsionsmoleküle auch indirekt pro-angiogen wirken 

(Eliceiri, 2001). Die Tatsache, dass bei aFGF- und bei bFGF-Knock-out-Mäusen keine 

Abnormalitäten bei der Gefäßentwicklung auftreten, belegt ihre im Vergleich zu VEGF ent-

behrliche Funktion bei der Bildung des primären Systems. Generell liegen im adulten Orga-

nismus die Funktionen der Proteine der FGF-Familie hauptsächlich im Bereich der Homö-

ostase und Reparatur von Geweben bei Verletzungen (Miller et al., 2000). Eine unkontrol-

lierte Erhöhung der Expression kann hingegen zur Entstehung von Tumoren beitragen oder 

vor allem in der Embryonalentwicklung zu Knochenmissbildungen führen. Manche Mitglie-

der der FGF-Familie spielen zudem eine wichtige Rolle bei der neuronalen Signaltransduk-

tion im peripheren und zentralen Nervensystem.  

Indirekte Angiogenesestimulatoren 

Aus der dritten Gruppe der Angiogenese-Stimulatoren, die meist indirekt angiogen wirkende 

Faktoren umfasst, sind am besten TNF-α und TGF-β charakterisiert. TNF-α ist ein pro-in-

flammatorisches Zytokin, das durch Monozyten, Astrozyten, Fibroblasten und glatten Mus-

kelzellen sezerniert wird. In seiner Wirkungsweise verhält es sich ähnlich wie TGF-β. Der 

pro-angiogene Effekt von TNF-α kann überwiegend mit der Induktion von VEGF, ein-

schließlich der dazugehörigen Rezeptoren, IL-8 und bFGF erklärt werden (Pober, 1987). 

Die durch TGF-β vermittelte Angiogenese erfolgt dabei nicht direkt durch Effekte auf Endo-

thelzellen, sondern indirekt über die Rekrutierung inflammatorischer Zellen, die dann wie-

derum pro-angiogene Zytokine freisetzen (Pepper, 1997b). Die Wirkung von TGF-β wird u.a. 

durch die Induktion von TNF-α, bFGF, PDGF sowie VEGF vermittelt (Pepper, 1997b). Beide 

Faktoren haben auf Endothelzellen in einer geringen Konzentration einen proliferativen Ef-

fekt und fördern die Bildung von Gefäßröhren. Höhere Konzentrationen dagegen haben einen 

gegenteiligen Effekt und bewirken eine Hemmung derselben Prozesse. 
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1.2.3.2 Die wichtigsten Inhibitoren der Angiogenese 

Einhergehend mit der Identifizierung pro-angiogener Faktoren, konnten in den letzten Jahren 

auch eine Vielzahl anti-angiogener Substanzen und Proteine identifiziert werden (Distler et 

al., 2003; Iruela-Arispe and Dvorak, 1997). Inhibitorische Effekte können dabei auf verschie-

dene Weisen erzielt werden und beruhen u.a. auf der Hemmung der Migration, Proliferation 

und der Proteaseaktivität von Endothelzellen, sowie der Induktion von Apoptose (Cao, 2001). 

Die bekanntesten Beispiele für endogene Inhibitoren sind die Proteine Angiostatin, Endosta-

tin, Thrombospondin-1, sowie Interferon-α und verschiedene Metalloproteasen- und Plasmi-

nogen-Aktivator-Inhibitoren (Tab.1.2). Die anti-angiogene Wirkung von Angiostatin, das 

durch die Spaltung von Plasminogen entsteht, kommt beispielsweise durch einen kompetiti-

ven Wirkungsmechanismus zustande. Die Grundlage hierfür ist, dass zwischen Angiostatin 

und dem pro-angiogenen Faktor Hepatocyte Growth Factor (HGF) eine Homologie besteht, 

wodurch Angiostatin ebenfalls an den HGF-Rezeptor binden kann. Im Gegensatz zu HGF, ist 

Angiostatin aber nicht in der Lage, die Signalkaskade zu aktivieren (Walter and Sane, 1999). 

Auf diese Weise kann die Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen unterbunden 

werden (O'Reilly et al., 1994). Des Weiteren wirkt Angiostatin hemmend auf die Migration 

von Endothelzellen (Tarui et al., 2002) und die Funktion von Plasminogen. Letzteres führt 

dazu, dass die Basalmembran nicht mehr degradiert wird (Stack et al., 1999). Schließlich 

wurde gezeigt, dass Angiostatin Apoptose in Endothelzellen auslösen kann (Claesson-Welsh 

et al., 1998). Hauptsächlich durch die Induktion von Apoptose in Endothelzellen, ist die anti-

angiogene Wirkung von Endostatin zu erklären (Dixelius et al., 2000). Bei diesem Protein 

handelt es sich ebenfalls um ein Spaltprodukt, das Vorläuferprotein ist Kollagen Typ XVIII 

(O'Reilly et al., 1997). 

1.2.4 Klinische Bedeutung der Angiogenese 

Die Blutgefäßneubildung findet nach der Embryogenese nur noch im Rahmen weniger phy-

siologischer Vorgänge statt und ist sowohl lokal, als auch temporär reguliert (Cines et al., 

1998). Unter normalen physiologischen Bedingungen liegt ein Gleichgewicht zwischen pro- 

und anti-angiogenen Faktoren vor, so dass das Endothel im Ruhezustand gehalten wird. Eine 

Störung dieses Gleichgewichts, infolgedessen es zu einer verminderten oder übersteigerten 

Gefäßneubildung kommt, ist die Ursache zahlreicher Erkrankungen. Daher gilt heutzutage die 

Beeinflussung der Angiogenese als aussichtsreicher Ansatz bei der Behandlung einer Vielzahl 

an Erkrankungen, die im Zusammenhang mit einer unkontrollierten Angiogenese stehen 

(Pepper, 1997a). Anfangs wurde dieser Ansatz vor allem als eine neuartige Strategie zur Be-
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handlung von Tumoren durch die Arbeiten von Judah Folkman et al. vorangetrieben. Im Jahre 

1971 stellte Folkman die bahnbrechende Hypothese auf, dass das Wachstum aller Tumoren 

abhängig von der Bildung neuer Blutgefäße sei (Folkman, 1971). Diese und folgende 

Publikationen legten den Grundstein für den Beginn intensiver Forschungen auf dem Gebiet 

der Angiogenese. Nachfolgend wurde im Labor von Folkman das erste die Angiogenese sti-

mulierende Protein aus einem Tumor (TAF) aufgereinigt, der erste endogene Angiogenesein-

hibitor (Endostatin) identifiziert und die klinische Erforschung der anti-angiogenen Tumor-

therapie gestartet (Folkman, 1974). Die Forschungsarbeiten brachten verschiedene Strategien 

zur Inhibierung der Tumor induzierten Angiogenese hervor (Folkman, 2002). Hauptangriffs-

punkt ist entweder die Inhibierung der Sekretion pro-angiogener Faktoren oder die Neutrali-

sation nach deren Freisetzung. Überdies stellt eine direkte Aktivitätshemmung der gefäßbil-

denden Endothelzellen eine aussichtsreiche Taktik dar. Inzwischen ist die Inhibierung der 

Angiogenese ein anerkannter Bestandteil zahlreicher Formen der Krebsbehandlung und wird 

im Zusammenspiel mit gängigen Zytostatika angewendet. Darüber hinaus lässt sich die Wirk-

samkeit vieler effektiver Chemotherapeutika wie beispielsweise Bleomycin, Cyclophospha-

mid und Doxorubicin, teilweise durch deren anti-angiogene Wirkung erklären (Teicher et al., 

1992). Im Gegensatz zu den konventionellen Behandlungsmethoden, bei denen neoplastisches 

Gewebe chirurgisch entfernt oder durch Chemotherapeutika und Bestrahlung abgetötet wird, 

erfolgt durch die Angiogenese-Inhibierung keine direkte Schädigung der Tumorzellen. Viel-

mehr wird auf diese Weise die Nähr- und Sauerstoffversorgung des Tumors abgeschnitten, 

wodurch sein weiteres Wachstum und eine Metastasierung reduziert werden kann. Durch der-

artige therapeutische Eingriffe konnte das Wachstum verschiedener Tumorarten nachweislich 

reduziert, gestoppt und eine Metastasierung verhindert werden (Folkman, 1974). Die Anti-

Angiogenese-Therapie stellt daher eine wirksame Ergänzung zu den bisherigen Therapien-

möglichkeiten bei der Tumorbehandlung dar. Vorläufiger Höhepunkt der Entwicklungen der 

letzten Jahre war am 27. Februar 2004 die Zulassung des ersten Anti-Angiogenese-Medika-

mentes Avastin zur Krebsbehandlung durch die US-amerikanische Gesundheitsbehörde FDA 

(Food and Drug Administration).  

Im Gegensatz zur Inhibition, wird in ischämischen Geweben eine gezielte Induktion der An-

giogenese angestrebt, um eine ausreichende Vaskularisierung zu erzielen (Losordo et al., 

1999). Von besonderer Bedeutung ist eine Neovaskularisierung bei unterversorgten Gewebs- 

oder Organregionen, die durch Durchblutungsstörungen oder arterielle Verschlüsse entstan-

den sind. Speziell beim Herzmuskel kann eine Verminderung der Nähr- und Sauerstoffver-

sorgung fatale Folgen haben und einen Herzinfarkt verursachen (Rosengart et al., 1999). Ein 
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weiteres Beispiel ist die so genannte periphere Verschlusskrankheit (pAVK), bei der es vor-

wiegend zu Durchblutungsstörungen der Extremitäten kommt (Baumgartner and Isner, 1998). 

Etwa 5 % aller Menschen im Alter zwischen 44 und 74 Jahren erkranken daran, wobei das 

Risiko mit steigendem Alter deutlich zunimmt. Eine Anzahl von 35.000 notwendigen Bein-

amputationen pro Jahr verdeutlicht die drastischen Folgen dieser Krankheit. Die gezielte Sti-

mulation der Gefäßneubildung verspricht die existierenden Therapiemöglichkeiten deutlich zu 

verbessern (Engelmann and Nikol, 2000). Vor allem in Fällen, in denen ein gefäßchirurgi-

scher Eingriff nicht durchführbar ist, wäre der Einsatz pro-angiogener Substanzen oder Fakto-

ren hilfreich (Isner and Rosenfield, 1993). Die Entwicklung sowohl neuer pro-, als auch anti-

angiogener Medikamente gewinnt daher zunehmend an Bedeutung.  

1.2.4.1 Endothelzellen als therapeutisches Angriffziel  

Aufgrund ihrer zentralen Rolle bei der Blutgefäßbildung stellen Endothelzellen das bevor-

zugte Angriffsziel bei therapeutischen Interventionen der Angiogenese dar (Hormia and 

Virtanen, 1986). Obgleich das Endothel aus einer einfachen Zellschicht aufgebaut ist, stellt es 

eines der größten menschliche Organe dar und ist zudem systemisch verbreitet. Insgesamt 

umfasst das röhrenartige System mehr als 1012 Endothelzellen und bildet eine gewaltige 

Grenzfläche zwischen dem Blut und den Geweben aus. Angesichts der immensen Verbrei-

tungsgröße ist eine gezielte pro- oder anti-angiogene Therapie der betroffenen Region essen-

tiell. Ein spezifischer Eingriff kann dabei vor allem durch die Tatsache erreicht werden, dass 

sich an angiogenen Prozessen beteiligte Endothelzellen von reifen, ruhenden Zellen phänoty-

pisch unterscheiden. Besonders dem Vorgang der Endothelzellproliferation, der für ausrei-

chendes Zellmaterial bei der Gefäßneubildung sorgt, kommt hierbei eine zentrale Rolle zu. In 

einer gesunden Population muriner Endothelzellen befinden sich durchschnittlich 0,2 % der 

Zellen augenblicklich im Zellzyklus, wohingegen es in einem Tumormodell (Xenograft) bis 

zu 9 % der Zellen sind (Denekamp, 1986). Bei humanen Tumoren sind die Teilungsraten der 

Endothelzellen zwar niedriger, aber gegenüber einer normalen Endothelzellkultur immer noch 

etwa doppelt so hoch und dadurch ausreichend für die Eröffnung eines therapeutischen Fens-

ters. Ein weiterer Grund, aktivierte Endothelzellen als Angriffsziel auszuwählen, ist die Tat-

sache, dass angiogene Prozesse im adulten Organismus nur noch im Rahmen weniger phy-

siologischer Situationen ablaufen (Jaffe et al., 1973). Eine spezifische Hemmung der 

Endothelzellproliferation dürfte daher kaum mit physiologischen Vorgängen interferieren und 

ließe im Gegensatz zu herkömmlichen Zytostatika keine unerwünschten Nebenwirkungen 

erwarten. Nach Abschluss der Embryogenese befinden sich Endothelzellen größtenteils im 
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Ruhezustand, währenddessen sie verschiedene protektive Gene exprimieren. Durch diese wird 

unter anderem die Synthese und Ausschüttung proinflammatorischer Proteine, sowie die 

Apoptose verhindert (Bach et al., 1997). Ferner weist ein an angiogenen Prozessen beteiligtes 

Endothel ausgeprägte Unterschiede betreffend des Basalmembranaufbaus und der Permeabi-

lität auf. Auch diese Merkmale ermöglichen einen gerichteten Angriff auf Endothelzellen, die 

aktiv an der Angiogenese beteiligt sind. Ein weiterer Vorteil ist, dass sämtliche Endothelzel-

len Bestandteil des vaskulären Systems sind und daher in direktem Kontakt mit dem zirkulie-

renden Blutstrom stehen. Die Zellen sind somit leicht zugänglich für intravenös applizierte 

Medikamente. Darüber hinaus sind bei bisherigen Anwendungen angiogener Anti-Krebs-The-

rapien keine Arzneimittelresistenzen aufgetreten. Grund hierfür ist vermutlich, dass es sich 

bei den am Tumorendothel beteiligten Zellen, im Gegensatz zu den Tumorzellen selbst, um 

genetisch stabile Zellen handelt. Wie andere diploide Zellen, zeigen diese kaum Neigung zur 

Resistenzentwicklung (Boehm et al., 1997).  

1.2.5 Spezielle Relevanz der Tumorangiogenese 

In der medizinischen Forschung kommt der pathologischen Angiogenese die größte Bedeu-

tung bei der Tumorprogression zu (Tumorangiogenese). Bei heranwachsenden Tumoren kön-

nen zwei Phasen, die prävaskuläre und die vaskuläre Phase, unterschieden werden (Folkman, 

2002). In der prävaskulären Phase findet ein von der Angiogenese unabhängiges Tumor-

wachstum statt, und die Nähr- und Sauerstoffversorgung kann ausschließlich durch Diffusion 

erfolgen. Nachdem der Tumor eine kritische Größe von ca. 2 - 3 mm Durchmesser erreicht 

hat, müssen für eine weitere Größenzunahme zunächst neue Blutgefäße gebildet werden 

(Denekamp, 1993). Maligne Zellklone durchlaufen an dieser Stelle den so genannten angio-

genen „Switch“. Von diesem Zeitpunkt an sind die Tumorzellen in der Lage, Angiogenese zu 

induzieren (Bergers and Benjamin, 2003). Mit dem Übergang in die vaskuläre Phase geht eine 

Verschiebung des Nettogleichgewichtes zugunsten pro-angiogener Faktoren einher 

(Holmgren et al., 1995). Eine Verlagerung des Gleichgewichts kann durch eine gesteigerte 

Sekretion pro-angiogener Faktoren oder eine verminderte Expression anti-angiogener Prote-

ine zustande kommen (Iruela-Arispe and Dvorak, 1997). Der Wechsel in die vaskuläre Phase 

ist endgültig nach dem Auftreten einer erhöhten VEGF-Expression vollzogen. Die Tumorpro-

gression kann fortan weiterschreiten, da aufgrund der Blutgefäßneubildung die weitere Nähr-

stoff- und Sauerstoffversorgung des Tumors sichergestellt ist (Abb. 1.2).  
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Abb. 1.2: Die Prozesse bei der Tumorangiogenese  
(1.) Der Tumor hat eine kritische Größe von ca. 2 - 3 mm Durchmesser erreicht. Entweder stagniert das Wachs-
tum oder der Tumor geht in die vaskuläre Phase über (2.), indem pro-angiogene Faktoren wie z.B. VEGF sezer-
niert werden. (3.) Daraufhin kommt es zu einer zum Tumor und Stimulus hin gerichteten Blutgefäßneubildung 
bis der Tumor schließlich ausreichend mit Gefäßen versorgt ist. (4.) Durch den Anschluss an das vaskuläre Sys-
tem können im weiteren Verlauf Tumorzellen in den Blutkreislauf gelangen und zu einer Bildung von Metasta-
sen führen. (Abbildung von www.roche.com)  
 

Neben dem nutriven Effekt, kommt es durch die Stimulation von Endothelzellen, die im akti-

vierten Zustand verschiedene Wachstumsfaktoren produzieren, auch zu einem parakrinen 

stimulierenden Effekt auf die Tumorzellproliferation (Rak et al., 1995). Bezeichnend für die 

vaskuläre Phase ist neben der Entstehung neuer Blutgefäße und dem exponentiellen Tumor-

wachstum auch die Tumorinvasion in das umliegende Gewebe sowie eine Metastasenbildung 

(Folkman, 1995). Die Tumor-induzierte Blutgefäßneubildung erfolgt durch Angiogenese und 

Intussuszeption (Abschnürung) aus bereits vorhandenen Gefäßen. In den letzten Jahren wur-

den jedoch vermehrt Hinweise gefunden, dass auch zirkulierende endotheliale Vorläuferzellen 

(EPCs) unterstützend am Aufbau beteiligt sind. Diese Zellen können im adulten Stadium im 

peripheren Blut nachgewiesen werden, stammen aus dem Knochenmark und besitzen ähnli-

che Eigenschaften wie embryonale Angioblasten. Weiter besitzen diese Zellen das Potential 
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zu reifen Endothelzellen zu differenzieren (Hristov and Weber, 2004). Gegenüber physiolo-

gisch entstandenen Gefäßen zeigen solche, die im Rahmen einer Tumorangiogenese gebildet 

werden, einige Anomalien. Beispielsweise sind Tumorgefäße oftmals nicht aus homogenen 

Endothelzellschichten aufgebaut, sondern enthalten auch vereinzelt Tumorzellen. Überdies 

weisen Tumorgefäße eine eingeschränkte Stabilisierung durch eine teilweise unvollständige 

Basalmembran und Perizytenschicht auf. Insgesamt ist das Tumorendothel durch einen konfu-

sen, brüchigen Aufbau und einen geringen Differenzierungsgrad gekennzeichnet (McDonald 

and Foss, 2000). In Folge dessen sind die Tumorgefäße häufig undicht und es kommt zu ei-

nem diffusen Blutfluss (Jain, 1988). Weiter führt die Tumorangiogenese zu einer erhöhten 

Gefäßdichte gegenüber Normalgeweben. Eine verschiedenartige Ausprägung und Dichte kann 

bei manchen Tumorarten mit einer Krankheitsprognose korreliert werden (Bochner et al., 

1995). Überdies können auch gesteigerte Konzentrationen von pro-angiogenen Faktoren, wie 

beispielsweise VEGF und bFGF, als Marker für eine Prognose herangezogen werden 

(Granato et al., 2004). Meist sprechen die hohe Gefäßdichte und gesteigerte Konzentrationen 

an pro-angiogenen Faktoren für eine schlechtere Prognose des weiteren Krankheitsverlaufes 

(Lissbrant et al., 1997). 

1.2.5.1 Anti-Angiogenese-Therapie maligner Tumoren 

Die Hemmung der Angiogenese soll die Nähr- und Sauerstoffversorgung des Tumors unter-

brechen, um ein weiteres Wachstum sowie die Metastasenbildung zu unterbinden (Folkman, 

1971). In zahlreichen Tierversuchen konnten durch körpereigene, aber auch durch syntheti-

sche Inhibitoren, eine erfolgreiche Hemmung der Blutgefäßbildung gezeigt werden. Dabei 

wurden Rückbildungen der Tumoren oder deren Absterben erreicht. Ob Inhibitoren auch die 

gleiche Wirkung im Menschen entfalten können, ist bisher nicht geklärt und wird derzeit 

durch klinische Studien geprüft (Cao, 2004; Carmeliet, 2004). Diese Studien umfassen 

vorwiegend Patienten, die an Brust-, Prostata-, Gehirn- oder Dickdarmkrebs leiden, aber 

zunehmend auch solche, die von weiteren Krebsarten betroffen sind (http://www.cancer.gov-

/clinicaltrials/digestpage/angiogenesis-inhibitors). 

1.2.5.2 Studien zu Angiogenese-Inhibitoren zur humanen Tumorbehandlung 

Die Idee das Tumorwachstum durch eine Hemmung der Angiogenese zu bekämpfen wurde 

durch genetische Studien an Knock-out-Mäusen und weitere Tierversuche bestärkt. Beispiels-

weise wurden Angiogenese-defizienten Mäusen Brustkrebszellen injiziert und das Wachs-

tumsverhalten des Tumors analysiert (Benezra et al., 2001). Im Vergleich zu normalen Mäu-

sen, die nach ein paar Wochen an Krebs starben, fand bei Angiogenese-Knock-out Mäusen 
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kaum Tumorwachstum statt. Nach einigen Wochen bildete sich der Tumor sogar zurück und 

die Tiere blieben gesund (Alani et al., 2004). Ähnliche Ergebnisse ergaben sich nach der 

Injektion von Lungenkrebszellen. Hierbei wuchsen in Angiogenese-defizienten Mäusen zwar 

Tumore heran, im Vergleich mit normalen Mäusen war das Wachstum jedoch verlangsamt 

und eine Metastasenbildung blieb aus (Lyden et al., 1999). Der Gedanke, das Tumorwachs-

tum auch beim Mensch durch eine Inhibition der Angiogenese zu hemmen, wurde neben 

Tierversuchen auch durch Auffälligkeiten bei Down-Syndrom-Patienten bestärkt. Aufgrund 

einer Genommutation besitzen diese Menschen ein drittes Chromosom 21 (Trisomie 21). Ein-

hergehend mit dieser genetischen Erkrankung wurde auffällig selten ein gleichzeitiges Auf-

treten von Tumoren gefunden (Zorick et al., 2001). Die Ursache hierfür liegt darin, dass auf 

dem Chromosom 21 mehrere Angiogenese-Inhibitoren kodiert sind. Aufgrund weiterer Gen-

kopien von Inhibitoren kann durch auftretende Gen-Dosis Effekte die Angiogenese unterbun-

den werden. Die größte Bedeutung kommt hierbei wahrscheinlich den Genen DSCR-1 und 

Endostatin zu. DSCR-1, das seinen Namen aufgrund der Lokalisierung innerhalb der so ge-

nannten Down-Syndrom kritischen Region (Down Syndrom Critical Region) auf dem Chro-

mosom 21 erhalten hat, ist ein Inhibitor von Calcineurin (Klee et al., 1998). Calcineurin, eine 

Serin/Threonin-Phosphatase, wird durch den intrazellulären Kalziumspiegel reguliert. Diese 

Signalwirkung spielt unter anderem bei der Aktivierung von T-Zellen und Endothelzellen 

eine Rolle. Die Überexpression von DSCR-1 führt auf diese Weise zu einer Expressionsver-

minderung verschiedener pro-angiogener Gene durch T-Zellen und Endothelzellen. Weiter 

wird vermutet, dass DSCR-1 eine Schlüsselrolle bei der negativen Feedback Regulation von 

VEGF und Thrombin zukommt (Minami et al., 2004). Weitere Studien haben gezeigt, dass 

Down-Syndrom-Patienten gegenüber gesunden Personen aufgrund der erhöhten Gen-Dosis 

von Endostatin eine signifikante Erhöhung dieses anti-angiogenen Faktors im Serum aufwei-

sen. Dies könnte ebenfalls erklären, warum bei Down-Syndrom-Patienten relativ selten das 

Vorkommen verschiedener solider Tumoren zu finden ist (Zorick et al., 2001). Gleichzeitig 

weisen diese Ergebnisse Endostatin als potenter Inhibitor der Tumor-induzierten Angiogenese 

aus. Um die Erfolgsaussichten anti-angiogener Strategien bei der Behandlung menschlicher 

Tumoren zu prüfen, werden derzeit verschiedene Angiogenese-Inhibitoren an zahlreichen 

Krebspatienten getestet.  
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Die Inhibitoren lassen sich nach ihrem Angriffsziel in unterschiedliche Gruppen einteilen: 

(1) Inhibierung von endothelialen Wachstumsfaktoren  

(2) Inhibition von Proteasen, die für den Abbau der Basalmembran benötigt werden  

(3) Unterbrechung bestimmter intrazellulärer Signalkaskaden in aktivierten Endothelzellen 

(4) Gezielte Apoptoseinduktion von Endothelzellen oder Inhibierung von Überlebenssignalen 

(5) Inhibierung von endothelialen Vorläuferzellen (EPC) 

(6) Inhibierung der Adhäsion von Endothelzellen an die extrazelluläre Matrix (ECM) 
 

Im Folgenden werden kurz einige ausgewählte natürliche und synthetische Inhibitoren vorge-

stellt (Cao, 2004; Osada and Kakeya, 2004; Rosen, 2000). 

Zur ersten Gruppe von Inhibitoren, die direkt das Wachstum von Endothelzellen hemmen, 

gehört unter anderem das Endostatin. Dies ist ein endogen vorkommender anti-angiogener 

Faktor, der durch Spaltung des Kollagen Typ XVIII Proteins entsteht. Endostatin bewirkt die 

Apoptose von Endothelzellen und konnte in Tiermodellen nachweislich das Tumorwachstum 

hemmen (Dixelius et al., 2000). Des Weiteren kann eine gezielte Apoptose von Endothelzel-

len auch durch die Gabe von Mikrotubuli-depolymerisierenden Combretastatin A4 erreicht 

werden (West and Price, 2004). Ein drittes Beispiel für ein direkt anti-angiogen wirkendes 

Agens ist Thalidomid. Dieser, ursprünglich unter dem Namen Contergan als Sedativum ver-

abreichte Wirkstoff, wurde 1961 wegen teratogener Nebenwirkungen vom Markt genommen. 

Derzeit erfährt Thalidomid ein erstaunliches Comeback als Medikament zur Behandlung von 

soliden Tumoren sowie hämatologischen Neoplasien (Harousseau et al., 2004; Sleijfer et al., 

2004). Auch wenn der genaue Wirkungsmechanismus noch nicht geklärt werden konnte, lie-

ßen sich jedoch zahlreiche anti-angiogene Wirkungen belegen. Unter anderem hemmt Thali-

domid die Angiogenese durch eine Blockierung von bFGF, VEGF und TNF-α (Dietzfelbin-

ger, 2001). Im Fall von TNF-α steht dies in einem Zusammenhang mit einer vermehrten  

TNF-α-mRNA-Degradation. Weiter konnte eine Beeinflussung der Expression von Adhä-

sionsproteinen auf der Zelloberfläche gefunden werden. Diese Proteine sind für Interaktionen 

zwischen Tumor- und den umliegenden Zellen verantwortlich. Zudem kommen verschiedene 

immunmodulatorische Effekte auf die beiden anti-angiogen wirkenden Zytokine IL-8 und 

INF-γ hinzu. 

 

Zu der zweiten Gruppe von Angiogenese-Inhibitoren werden diejenigen Stoffe gerechnet, 

die gegen die initial von den Endothelzellen gebildeten Metalloproteasen (MMP) gerichtet 

sind. Diese Proteasen bauen die extrazelluläre Matrix (ECM) ab, wodurch die Endothelzell-

migration in umgebendes Gewebe ermöglicht wird. Verschiedene synthetische als auch natür-
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lich vorkommende Moleküle werden derzeit getestet und könnten ebenfalls eine erfolgreiche 

Hemmung der Angiogenese bewirken. Beispiele für synthetische Stoffe sind Marimistat 

(Jones et al., 1999) und COL-3 (Hidalgo and Eckhardt, 2001).  

 

Angiogenese-Inhibitoren, die darauf abzielen, die angiogene Signalkaskade zu hemmen, sind 

in der dritten Gruppe zusammengefasst. Dazu zählen unter anderem Anti-VEGF-Antikör-

per. Avastin (Bevacizumab, rhuMAb-VEGF) ist hierbei das erste Medikament, das für eine 

Anti-Angiogenese-Therapie bei Krebs zugelassen wurde. Am 27. Februar 2004 konnte Roche 

bekannt geben, dass die US-amerikanische Gesundheitsbehörde FDA (Food and Drug Admi-

nistration) der US-Firma Genentech, die Zulassung für Avastin erteilt hat. Die ungewöhnlich 

schnelle Prüfung und Zulassung, durch ein beschleunigtes Verfahren seitens der FDA, ist ein 

Zeichen des Stellenwertes dieses Therapieansatzes. Die Tests mit Avastin erfolgten in Kom-

bination mit einer Chemotherapie (5-Fluorouracil) bei bisher unbehandelten Patienten, die an 

metastasierenden Dick- oder Enddarmkrebs leiden. Der Zulassungsbescheid wurde nach einer 

Phase-III-Studie erteilt, in der an über 900 Patienten gezeigt wurde, dass sich die Lebenser-

wartungen durch die Kombinationstherapie mit Avastin um durchschnittlich 5 Monate ver-

längerten (Reddy, 2005). Der Wirkstoff Bevacizumab ist ein monoklonaler Anti-VEGF-

Antikörper und verhindert durch eine gezielte Bindung des Wachstumsfaktors, das Andocken 

an dessen Rezeptor. Auf diese Weise wird eine Vaskularisierung des Tumors unterbunden, 

neu gebildete Gefäße verkümmern und sowohl das Tumorwachstum als auch eine Metastasie-

rung können inhibiert werden (Ferrara et al., 2004). Am 10. Februar 2005 folgte schließlich 

die Zulassung von Avastin durch die europäische Zulassungsbehörde (EMEA) zur Erstlinien-

behandlung von Patienten mit progressiven Dickdarm- und Enddarmkrebs. Darmkrebs ist in 

Deutschland die zweithäufigste Tumorart, wobei von jährlich ca. 66.000 erkrankten Men-

schen etwa die Hälfte an den Folgen stirbt. Mit jährlich 1,2 Millionen Neuerkrankungen ist 

Lungenkrebs weltweit die häufigste Krebsart, alle 30 Sekunden stirbt ein Mensch an den Fol-

gen dieser Erkrankung (Thanos et al., 2004). Aufgrund der guten Verträglichkeit und der 

Therapieerfolge wird die Kombinationstherapie mit Avastin derzeit auch bei einer Reihe 

anderer Tumorerkrankungen getestet. Aktuelle Studien haben kürzlich die hohe Wirksamkeit 

von Avastin beim Darmkrebs belegt (Midgley and Kerr, 2005). Zudem wurden vergleichbare 

Erfolge auch bei der Behandlung von Brust- und Lungenkrebs erhalten. Bei einer Phase-II/III-

Studie konnte bei Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC) sowohl das pro-

gressionsfreie Überleben von 4,5 auf 6,4 Monate als auch die durchschnittliche Überlebens-

zeit von 10,2 auf 12,5 Monate verlängert werden (Kerr, 2005). Ferner zeigten sich auch 
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erfolgsversprechende Resultate bei Patienten mit metastasierenden Mammakarzinomen. 

Durch die Gabe von Avastin konnte die Ansprechrate der Chemotherapie erhöht und bei 

gleichzeitiger Verabreichung von Paclitaxel das progressionsfreie Überleben von durch-

schnittlich 6 auf 12 Monate verlängert werden.  

Alternativ zu einer durch Antikörper vermittelten Hemmung von VEGF werden bei der Be-

handlung der altersbedingten Makuladedegeneration (AMD) seit neustem so genannte Ap-

tamere eingesetzt. AMD ist eine Sehstörung, die durch eine Gefäßwucherung unter der Netz-

haut (choriodale Neovaskularisation) verursacht wird. Diese Art der Sehschwäche nimmt im 

Alter zu und kann bei 35 % der über 75-jährigen diagnostiziert werden. Da nur das zentrale 

Schärfesehen betroffen ist, kommt es zwar auch im Endstadium nicht zu einer Erblindung, 

dennoch geht es mit einer Behinderung einher, die den Betroffenen das Lesen oder Autofah-

ren unmöglich machen. Bisherige Behandlungen erfolgten durch Lasertherapien oder Ope-

rationen, bis Anfang 2005 durch die FDA das Medikament Macugen zugelassen wurde. Der 

Wirkstoff ist das Aptamer Pegaptanib. Dieses Aptamer ist ein künstliches Molekül, das 

strukturell exakt zu VEGF passt und dadurch die Bindung an den VEGF-Rezeptor verhindert 

(Gragoudas et al., 2004). Diese Therapieform weist ähnliche Erfolge wie die Laserbehandlung 

auf und eröffnet neue Möglichkeiten für eine Kombinationstherapie bei der Behandlung der 

AMD (Ferris, III, 2004). Überdies kam zu den bisherigen Therapiemöglichkeiten ebenfalls 

Anfang 2005 eine neuartige photodynamische Therapie hinzu. Bei dieser Behandlung wird 

das photosensibilisierende Medikament Visudyne (Verteporfin, Novartis) dem Patienten ins 

Auge injiziert, wonach sich das Verteporfin vorwiegend in den Bereichen der Gefäßwuche-

rungen anlagert. Auf diese Weise zerstört eine anschließende Bestrahlung die Gefäße nicht, 

sondern führt vielmehr zu einem gezielten Gefäßverschluss. Dadurch kommt keine Narben-

bildung zustande, welche bei herkömmlichen Laserbehandlungen die Netzhaut teilweise stark 

belastet. 

Überdies werden zu der dritten Gruppe auch das endogen vorkommende Protein TNF-α ge-

rechnet. Dieser Faktor hemmt die bFGF- und VEGF-Produktion und verhindert somit im Vor-

feld die Aktivierung der angiogenen Signalkaskade (Distler et al., 2003). Eine weitere Sub-

stanz, die derzeit untersucht wird, wird unter der Bezeichnung SU006668 geführt. Dabei han-

delt es sich um einen Tyrosin-Kinase-Inhibitor (Hoekman, 2001). Die anti-angiogene Wir-

kung beruht hierbei auf der Inhibierung von Kinasen, die innerhalb der Signalwege der Re-

zeptoren flk-1/KDR, PDGRF-β und FGFR1 eine Rolle spielen (Machida et al., 2005).  

Neben den bisher aufgezählten Angiogenese-Inhibitoren gibt es noch andere, die entweder 

über einen unspezifischen oder bisher nicht vollständig aufgeklärten Mechanismus die Angi-
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ogenese hemmen. Ein Beispiel hierfür ist CAI (Carboxyamid-Triazol). Dieser Stoff hemmt 

die Aufnahme von Kalziumionen in die Zelle und moduliert gleichzeitig verschiedene zellu-

läre Signaltransduktionskaskaden (Alessandro et al., 1996). Dadurch werden zahlreiche Endo-

thelzellfunktionen wie Adhäsion, Migration, Expression von Proteasen und Gefäßbildung 

gehemmt. Diese Daten lassen vermuten, dass verschiedene angiogene Prozesse durch den 

Kalziumspiegel in der Zelle kontrolliert werden. CAI wird derzeit in klinischen Studien ge-

testet (Figg et al., 2002). Auch wenn in den letzten Jahren viele grundlegende Mechanismen 

geklärt wurden und viele bei der Angiogenese beteiligten Faktoren gefunden werden konnten, 

bleibt noch vieles ungeklärt. Weil die bisherigen klinischen Studien erst wenige Jahre laufen, 

ist es schwer abzuschätzen, ob eine anti-angiogene-Langzeit-Krebstherapie zu unerwünschten 

Nebenwirkungen führen kann. Weiter muss geklärt werden, wie lange die Behandlung tat-

sächlich erfolgen soll und ob es Tumoren gelingen kann alternative Wege zu einer ausrei-

chenden Vaskularisierung zu schaffen. Zudem muss untersucht werden, inwieweit diese The-

rapieform mit der physiologisch stattfindenden Angiogenese, wie beispielsweise den Wund-

heilungsprozessen, dem Ovulationszyklus der Frau oder dem Wachstum von Kindern interfe-

riert (Schweigerer, 1995). Zur Beantwortung dieser Fragen laufen derzeit zahlreiche klinische 

Studien. Bisherige Daten belegen, dass die therapeutische Angiogenese-Inhibition ein viel 

versprechendes Erfolgskonzept zur Behandlung verschiedener Krebsarten und anderer Er-

krankungen ist. Dennoch oder gerade deswegen müssen in Zukunft noch etliche offene Fra-

gen zu dem Mechanismus der Angiogenese und den daran beteiligten Proteinen geklärt wer-

den (Kieran and Billett, 2001). Die Suche nach bislang unbekannten pro- und anti-angiogenen 

Faktoren für eine bessere und direkt krankheitsursächliche Therapie ist daher von grundle-

gender Bedeutung.  

1.3 Identifizierung neuer pro-angiogener Faktoren 

Die Suche nach bisher unbekannten pro-angiogenen Faktoren kann auf verschiedene Arten 

erfolgen. Dabei können verschiedene bioinformatische und biochemische Ansätze verfolgt 

werden, die Methoden wie Expressionsanalysen und Expressionsklonierungen mit einschlie-

ßen. In den ersten Jahren basierte die Suche überwiegend auf Proteinaufreinigungen aus Me-

diumüberständen von Tumoren, die eine pro-angiogene Wirkung besitzen (Folkman, 1971). 

Durch anschließende Proteinsequenzierung wurde die Identität der Faktoren dann ermittelt. 

Diese Vorgehensweise war in früheren Jahren vor allem durch die noch fehlende Verfügbar-

keit der Humangenomsequenz eingeschränkt. Neuere Suchmethoden bestanden größtenteils 

aus bioinformatischen Voraussagen (Clark et al., 2003). Basierend auf computergestützten 
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Sequenzvergleichen können Signalsequenzen in Proteinen vorhergesagt werden und somit 

Hinweise auf eine Sekretion ergeben. Diese Vorgehensweise birgt jedoch die Gefahr falsch 

positive oder falsch negative Ergebnisse aufgrund von theoretischen Signalsequenzvorhersa-

gen zu erhalten. Andererseits werden Proteine, deren Sekretion unabhängig oder über bisher 

unbekannte Signalsequenzen erfolgt, nicht identifiziert. Alternative Analysen basieren auf 

Expressionsstudien von cDNAs, die auf Pool- bzw. Sammel-Transfektionen beruhen. Diese 

weisen jedoch anderweitige Grenzen auf. Aufgrund potentiell entgegen gerichteter Effekte 

von verschiedenen cDNAs können bei der Testung Neutralisationseffekte auftreten, wodurch 

potentiell pro-angiogene Proteine nicht gefunden werden. Ein weiterer Punkt ist, dass bei 

Sammel-Testungen die Proteinmengen der exprimierten cDNAs eventuell zu gering sein 

könnten, was einen Sensitivitätsverlust zur Folge hätte.  

Um die beschriebenen Probleme und potentiellen Fehlerquellen zu minimieren, basierte der 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Screen daher auf der individuellen Tes-

tung einzelner cDNA-Expressionsplasmide. Der große Vorteil einer individuellen Testung 

liegt dabei auf der Hand. Ein erhaltener Phänotyp kann direkt einer überexprimierten cDNA 

zugeordnet werden, gegenteilige Effekte verschiedener cDNAs können nicht auftreten und die 

exprimierten Proteinmengen sind wahrscheinlich ausreichend (Leung et al., 1989). 
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2 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines vollautomatisierten Hochdurchsatz-Screen-Pro-

tokolls zur Identifizierung von cDNAs mit einem pro-angiogenen Effekt. Um eine möglichst 

hohe Anzahl an cDNAs testen zu können, sollten sämtliche Versuche in 96 Well-Platten 

erfolgen. Damit der Screen auf einer gezielten Identifizierung von cDNAs basierte, die nach 

der Expression zur Bildung und Sekretion endothelialer Proliferationsfaktoren führen, sollte 

die cDNA-Expression in einer Zelllinie stattfinden und anschließend die Medienüberstände 

auf endotheliale Zellen getestet werden. Des Weiteren sollte der Versuchsablauf reproduzier-

bar sein und der Zeit- sowie Kostenaufwand möglichst gering gehalten werden. Der Vorteil 

löslicher Faktoren ist ihr hohes therapeutisches Potential und die Möglichkeit gegenüber 

intrazellulären Proteinen, vergleichsweise einfach nach potentiellen Inhibitoren suchen zu 

können. Studien mit Avastin, einem Anti-VEGF-Antikörper, unterstreichen die Erfolgsaus-

sichten bei der Hemmung von löslichen pro-angiogenen Faktoren (Willett et al., 2004).  

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein ausgewählter Hit charakterisiert werden, Fragen zu ei-

nem möglichen Wirkungsmechanismus beantwortet und Strategien für eine potentielle Hem-

mung des gefundenen pro-angiogenen Effekts erarbeitet werden. 
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3 Material 

3.1 Chemikalien und andere Materialien 

Ammoniak (NH4) Roth 
Ampicillin Serva 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich 
CHAPS  Sigma-Aldrich 
DTT (1,4-Dithiothreitol) Biomol 
ECL-Reagenz (SuperSignal®) Pierce 
Essigsäure (100 %) Roth 
Ethanol (99,7 %) Roth 
Ethidiumbromid (Etbr) Biomol 
Falcon Reaktionsgefäße (15 ml/50 ml) TPP 
Formaldehydlösung (37 %) Sigma-Aldrich 
Glycerol anhydrous, minimum 99 % Sigma-Aldrich 
Glycin Roth 
Hyperfilm™ ECL™ Amersham Pharmacia Biotech  
Imidazol Fluka 
Isopropanol Roth 
Magermilchpulver (Frema Reform) DE-VAU-GE Gesundkostwerk GmbH  
Magnesiumchlorid Fluka 
Mercaptoethanol (2-) Sigma-Aldrich 
Methanol (99,8 %) Roth 
Natriumacetat Fluka 
Natriumazid (NaN3) Merck 
Natriumcarbonat  Merck 
Natriumchlorid (NaCl) Merck 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4) Merck 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck 
Ni Sepharose™ High Performance Amersham Biosciences 
Nitrocellulose Transfer-Membran Protean® Schleicher & Schnell 
NUNC-Immuno™ Plate-MaxiSorp™ Surface NUNC Brand Products 
peqGOLD Universal Agarose Peqlab 
Poly-Prep® Chromatography Columns (10 ml) Bio-Rad 
Ponceau S Roth 
ProGel-Tris-Glycin-Gel 4-20 %, 1 mm, 10, 12 & 15 Bahn Anamed 
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (EDTA-free) Roche 
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow, 5 ml Amersham Pharmacia Biotech 
Restore™ Western Blot Stripping Buffer  Pierce 
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Salzsäure, rauchend (37 %) Roth 
TMB - Liquid substrate system for ELISA Sigma-Aldrich 
Trifluoressigsäure Roth 
Tris Roth 
Triton X 100 Roche 
Tween-20  Sigma-Aldrich 
Western Blue® - Substrate for Alkaline Phosphatase Promega 
Whatman-Filter-Papier (3 MM) Whatman international LTD 

3.2 Transfektionsreagenzien 

FuGENE 6 Transfection Reagent - Roche 
GenePorter™ Transfection Reagent - Peqlab 
Lipofectamine 2000 - Invitrogen 
Lipofectin® Reagent - Invitrogen 
Metafectene - Biontex 

3.3 Kommerzielle Kits 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega 
Elongase® Amplification System Invitrogen 
EPO ELISA Roche 
Expand Long Template PCR System Roche 
Luciferase® Assay System Promega 
Nucleobond AX Macherey-Nagel 
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel 
Promo Kine - Human VEGF ELISA Kit PromoCell GmbH 
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAquick® Nucleotide Removal Kit Qiagen 
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen 
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene 
Rapid DNA Ligation Kit Roche 

3.4 Färbelösungen 

Coomassie-Lösung:     Entfärber für Coomassie:
0,1 g Coomassie Blue     50 % Ethanol (p.A.) 
50 % Ethanol (p.A.)     5 % Essigsäure 
5 % Essigsäure      ad 500 ml ddH2O 
ad 500 ml ddH2O 
 
Ponceau S-Lösung: 
0,5 g Ponceau S + 1 ml Essigsäure (100 %) ad 100 ml ddH2O 
Entfärben mit ddH2O 
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3.5 Geräte 

ÄKTA FPLC Amersham Pharmacia Biotech 
AvAnti™ J-30 I Centrifuge Beckman 
AxioCam MRc (Mikroskop) Zeiss 
BioMate™ - Photometer Thermo Spectronic 
Brutschrank (ohne CO2) Heraeus 
CASY®-Zellzählgerät  Schärfe System 
CO2 Inkubator (MCO-17AIC) Sanyo 
Eismaschine AF 100 Scotsman 
Electrophoresis Power Supply EPS 300 (Protein) Amersham Pharmacia Biotech 
Electrophoresis Power Supply EPS 600 (DNA) Amersham Pharmacia Biotech 
Feinwaage Satorius 
Fluoroskan Ascent FL Labsystems 
Heizblock - HBT 130 HLC 
High Efficiency Cell Transfection (HECTRA) Grohmann 
High Efficiency Colony Picker (HECOP) Genetix 
High Efficiency DNA Isolation Station (HEDIS) Grohmann 
High Efficiency Readout Station (HEROS) Beckmann 
Innova™ 4200 - Incubation Shaker New Brunswick Scientific 
Kühltischzentrifuge - Centrifuge 5417R  Eppendorf 
Laborwaage Kern 
Lumi Imager F1™ Boehringer Mannheim 
Megafuge 1.0 Heraeus 
Mikroskop Axiovert 25  Zeiss 
Multi Temp III Amersham Pharmacia Biotech 
NeoLab-Mikro-Zentrifuge NeoLab 
OPTImax Microplate Reader (ELISA) Molecular Devices 
Optimax Typ TR (Entwicklermaschine) MS Laborgeräte 
PCR-Maschine (T3 Thermocycler) Biometra®

pH-Meter InoLab 
Power Pac 300 (für Trans-Blot® SD) Bio-Rad 
REAX top - Vortexer Heidolph 
Sigma 4K 15C - Laborzentrifuge Laboratory Centrifuges 
Sterilwerkbank (Zellkultur) BDK 
Thermomixer Compact Eppendorf 
Tischzentrifuge - 5415 D Eppendorf 
Trans-Blot® SD (Semi Dry) Bio-Rad 
Transilluminator white/ultraviolet Ultra-Violet-Products 
UV-Lampe - HBO50 Zeiss 
Varifuge 3.0R Heraeus 
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3.6 Kulturmedien und Platten 

3.6.1 Medium für HEK 293- und HeLa-Zellen 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco 
 + 5 % FCS (HEK) bzw. 10 % FCS (HeLa) Gibco 
 + 2 mM Glutamin     Gibco 
 + 100 units/ml Penicillin G   Gibco 
 + 100 µg/ml Streptomycin   Gibco 
 + 1 mM Natriumpyruvat   Sigma 

3.6.2 Medium für HUVECs und HMVECs 

Endothelial Cell Basal Medium (EBM®)  Clonetics  
 + 10 ng/ml hEGF    Clonetics 
 + 1 µg/ml Hydrocortison   Clonetics 
 + 3 µg/ml BBE     Clonetics 
 + 2 % (HUVECs) bzw. 5 % (HMVECs) FBS Clonetics 
 + 50 µg/ml Gentamicin     Clonetics 
 + 50 ng/ml Amphothericin B   Clonetics 

3.6.3 Medium für NHDF 

Fibroblast Basal Medium (FBM®)   Clonetics 
 + 1 ng/ml hFGF     Clonetics 
 + 5 µg/ml Insulin    Clonetics 
 + 2 % FBS     Clonetics 
 + 50 µg/ml Gentamicin    Clonetics 
 + 50 ng/ml Amphotericin B   Clonetics 

3.6.4 Sonstige Materialien für Zellkultur 

AlamarBlue™ Biosource international 
Albumin, Bovine (Fraction V Powder) Sigma-Aldrich 
Amphotericin B PromoCell GmbH 
CaCl2 Dihydrat Roth 
CASY®-Cups mit Deckel; CASY®-Ton-Messlösung Schärfe Systems 
Cell Culture Insert, 3 µm and 8 µm Porengröße Falcon 
Chloroquin Sigma-Aldrich 
Collagen (Type I; From Rat Tail) Sigma-Aldrich 
Cryo-Röhrchen 2 ml, freistehend Roth 
DAPI Sigma-Aldrich 
DMSO (für Molekularbiolgie) Roth 
ER-Tracker™ Blue-White DPX Molecular Probes 
Falcon Companion TC Plate Falcon 
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Gelatine (2 %-Solution,Type B: From Bovine Skin) Sigma-Aldrich 
Gentamicin PromoCell GmbH 
HEPES Roth 
Nystatin (5.000 unit/mg) Sigma-Aldrich 
Puromycin Clontech 
Trypsin-EDTA (10 x) Gibco BRL Life Technologies 
Zellkultur 6-, 12- und 96 Wells (Nunclon Surface) NUNC Brand Products 
Zellkulturflaschen (75 cm3) TPP 
Zellkulturschalen (10 cm) Nunclon Surface NUNC Brand Products 
ZelluTrans - Dialyseschlauch (reg. Zellulose) Roth 

3.7 Nukleinsäuren 

3.7.1 PCR-Primer 

Sämtliche Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg, München) bezogen: 
# SEP-aa167-NotI_rev   5` -GCGGCCGCATCTGGGGCTGAGCGTCTGC- 3` 
# SEP-aa167-Stop_rev   5` -CTATCTGGGGCTGAGCGTCTGCAGGGC- 3` 
# SEP-aa236-NotI_rev   5` -GCGGCCGCACCTGGGGGTGGAACGGGCC- 3` 
# SEP-aa236-Stop_rev   5` -CTACCTGGGGGTGGAACGGGCCAGGGGC- 3` 
# SEP-aa510-NotI_rev   5` -GCGGCCGCACCTGTGGCATGGCACCTCCC- 3` 
# SEP-aa510-Stop_rev   5` -CTACCTGTGGCATGGCACCTCCCTCTCC- 3` 
# SEP-Start_for   5` -GCAGCAATGCCGTTTGCTGAAG- 3` 
# SEP-aa37 (+) ATG_for  5` -GCAGCAATGAGAGACCAGGATCGACTGCGGGCC- 3` 
# SEP-aa37 (-) ATG_for  5` -AGAGACCAGGATCGACTGCGG- 3` 
# SEP-full (+) Stop_rev  5` -TCACTAGTGCAGACGCCGCCG- 3` 
# SEP-full (-) Stop_rev   5` -GTGCAGACGCCGCCGGTACAGC- 3` 
# SEP1-510-GFP-del-ATG_for  5`-CCACAGGTGCGGCGGCGTGGTGAGCAAGGGC- 3`  
# SEP1-510-GFP-del-ATG_rev  5` -GCCCTTGCTCACCACGCCGCCGCACCTGTGG- 3`  
# SEP-GFP-del ATG_for  5` -GTCTGCACTGCGGCGGCGTGGTGAGCAAGGGC- 3`   
# SEP-GFP-del ATG_rev  5` -GCCCTTGCTCACCACGCCGCCGCAGTGCAGAC- 3` 
# SEP-aa283 (+) ATG_for  5` -GCAGCAATGTCCAGTGGGGCAGAGGCACC- 3`  
# SEP-aa283 (-) ATG_for  5` -TCCAGTGGGGCAGAGGCACC- 3` 
# SEP-aa373 (+) Stop_rev  5` -CTACTAGCTGCTCCCGTCAGTGGG- 3` 
# SEP-aa373 (-) Stop_rev  5` -GCTGCTCCCGTCAGTGGG- 3` 

3.7.2 Plasmide 

 pCMV-SPORT 6 (Invitrogen) 
 pcDNA3.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen) 
 pCR3.1 (Invitrogen) 
 pSecTag/FRT/V5-His TOPO® (Invitrogen) 
 pcDNA3.1(+) (Invitrogen) 
 pPUR (Clontech) 
 pSRE-SEAP (Clontech) 
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3.7.3 cDNA-Kollektionen 

 MGC (Mammalian Gene Collection) - Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung  
GmbH (RZPD), Berlin  

 OriA/B und OriC - OriGene Technologies Inc, Rockville 

3.8 Organismen 

3.8.1 Bakterienstämme 

 E. coli DH5α (Invitrogen): 
F-Ф80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA  
supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

 TOP10 cells (Invitrogen) (Grant et al., 1990): 
F mcrA ∆(mrr-hsd/RMS-mcrBC) Ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-  
leu) 7697 galU galK rpsL (Str ) endA1 nupG 

-

R

3.8.2 Zellkulturlinien 

 CHO (85050302) - ECACC (European Collection of Cell Cultures) 
 COS-7- DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)  
 HEK 293 - DSMZ 
 HeLa - DSMZ 
 HMVEC-d - Dermal Microvascular Endothelial Cells, Neonatal - Clonetics 
 HUVEC-p - Umbilical Vein Endothelial Cells, Pooled - Clonetics 
 HUVEC-p - Umbilical Vein Endothelial Cells, Pooled - PromoCell GmbH 
 NHDF - Dermal Fibroblasts, Neonatal - Clonetics 

3.9 Proteine und Peptide 

3.9.1 Antikörper / Antiseren 

Primäre Antikörper 
Antikörper (Ak) Firma Art / Antigen  Verdünnung 
Anti-V5  Invitrogen  Monoklonaler Maus / V5       1:5.000      
SA3090 Eurogentec Polyklones Kaninchenserum / SEP-Protein       1:2.000      
A125 Eurogentec Affinitätsgereinigter Kaninchen AK / SEP-Protein       1:5.000      
A126 Eurogentec Affinitätsgereinigter Kaninchen AK / SEP-Protein       1:5.000      
Anti-Hu-Golgin-97 Molecular Probes Monoklonaler Maus Ak / humanes Golgin-97       1:50       

Sekundäre Antikörper 
Antikörper (Ak) Firma Art Verdünnung 
Cy™3-konjugiert Dianova Monoklonaler Ziege / Maus-IgG       1:50 
PO-konjugiert Dianova Monoklonaler Ziege / Maus-IgG       1:10.000 
PO-konjugiert Dianova Monoklonaler Ziege / Kaninchen-IgG       1:10.000 
AP-konjugiert Promega Monoklonaler Ziege / Maus-IgG       1:7.500 
AP-konjugiert Promega Monoklonaler Ziege / Kaninchen-IgG       1:7.500 
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3.9.2 Enzyme  

Sämtliche Restriktionsenzyme wurden von der Firma MBI Fermentas bezogen 

3.9.3 Rekombinante Wachstumsfaktoren 

Humanes VEGF-A (165) (aus E. coli- und Insekten-Zellen) - Reliatech GmbH, Braunschweig 
Humanes PDGF-BB (aus E. coli) - Strathmann Biotech GmbH 
Humanes aFGF (aus E. coli) - Reliatech GmbH, Braunschweig 
Humanes bFGF (aus E. coli) - Reliatech GmbH, Braunschweig 

3.9.4 Synthetische Peptide 

SEP-Peptide wurden bei der Firma Metabion (Planegg) synthetisiert. 

Sequenzen: 

Peptidgemisch „Wobble“ - besteht aus folgenden vier Einzelpeptiden:  

1. LPSKLPT, 2. LPSKVPT, 3. VPSKLPT und 4. VPSKVPT 

Peptid „Dimer“ - APSKLPINSTRAGMVPSKVPT 

Der HPLC bestimmte Reinheitsgrad lag über 70 %. Die Peptide wurden in 0,1 % TFA gelöst. 

3.10 Puffer und Lösungen 

Sämtliche Puffer wurden nach „Current Protocols in Molecular Biology Vol. 1 - 4“ (2001) angesetzt.  
 

Western Block-Lösung 
5 g Milchpulver 
ad 100 ml TBST 

EtBr-Stocklösung 
10 mg/ml ddH2O 

Konzentration in Agarosegel: 0,5 µg/ml 
10 x PBS (Autoklavieren) 

80 g Natriumchlorid 
2 g Kaliumchlorid 

11,5 g Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 
2 g Kaliumdihydrogenphosphat 

ad 1 l ddH2O 

SDS-Probenpuffer (5 x) 
200 mM Tris/HCl, pH 6,8 

10 % SDS 
50 % Glycerol 
500 mM DTT 

0,5 % Bromphenolblau 
10 x TBS (Autoklavieren) 

100 ml 1 M Tris pH 8 
300 ml 5 M NaCl 

ad 1 l ddH2O 

TBST 
100 ml 10 x TBS 

20 ml 10 % Tween 20 (0,2 %) 
ad 1 l ddH2O 

1 M Tris pH 8,0 (Autoklavieren) 
121,1 g Tris in 800 ml ddH2O lösen 

pH 8,0 mit 42 ml rauchender HCl einstellen 

1,5 M Tris pH 8,8 (Autoklavieren) 
181,65 g in 800 ml ddH2O lösen 

pH 8,8 mit ca. 40 ml rauchender HCl einstellen 
ad 1 l ddH2O 
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10 x SDS-PAGE-Laufpuffer (Laemmli 1970) 
30,28 g Tris 
144 g Glycin 

10 g SDS oder 100 ml 10 %-Lösung 
100 mg NaN3 

ad 1 l ddH2O, pH 8,3 

Western Transfer-Puffer 
5,82 g Tris 

2,93 g Glycin 
3,75 ml 10 % SDS 

200 ml 100 % Methanol 
ad 1 l ddH2O 

50 x TAE-Puffer 
242 g Tris 

57,1 ml Essigsäure 
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

ad 1 l ddH2O 

6 x DNA-Probenpuffer für Agarosegel 
0,25 % Bromphenolblau 

0,25 % Xylencyanol 
30 % Glyerin 

in ddH2O 
2 x HBS 

16,4 g NaCl 
11,9 g HEPES 

0,25 g Na2HPO4 x 2 H2O 
pH 7,05 mit NaOH einstellen 

ad 1 l ddH2O 

Zell-Lysepuffer (2 % Triton X 100) 
20 mM Tris pH 7,4 

150 mM NaCl 
2 % Triton X 100 

in Protease-Inh.-H2O (1 Tabl./25 ml) 
 

5 x LB 
10 g/l Pepton aus Casein 

5 g/l Hefeextrakt 
5 g/l NaCl 

autoklavieren und dann 20 mg/ml Ampicillin 

SOC-I-Medium (Autoklavieren) 
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl 
0,25 M KCl, 2 M MgCl2 und 1 M Glukose 

pH 7,0 einstellen mit NaOH 
ad 1 l ddH2O 

Imag A (Wash) 
50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl 
30 mM Imidazol 

pH 8,0 mit NaOH einstellen 
ad 1 l ddH2O 

Imag B (Elution) 
50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl 
500 mM Imidazol 

pH 8,0 mit NaOH einstellen 
ad 1 l ddH2O 

P3 
3 M KAc pH 5,5 

P1 
50 mM Tris pH 8,0 

10 mM EDTA pH 8,0 
0,1 mg/ml RNase A (Qiagen) 

P4 
2,5 % SDS in Isopropanol 

P2 
200 mM NaCl 

1 % SDS 

TE (Autoklavieren) 
10 mM Tris-HCl pH 7,4 

1 mM EDTA pH 8,0 
Puffer für SEP-ELISA:

Coating Buffer (0,1 M Carbonate Buffer, pH 9)
8,4 g NaHCO3

3,56 g Na2CO3

pH 9,5 mit NaOH einstellen 
ad 1 l ddH2O 

Assay diluent Buffer 
10 % FCS in 1 x PBS 

Stop Solution 
2 N HCl 

ELISA wash Buffer 
0,05 % Tween 20 in 1 x PBS 
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4 Methoden 

4.1 Proteine 

4.1.1 Anreicherung und Aufreinigung von Proteinen 

4.1.1.1 Markierung von Proteinen mit einem V5-His-Fusionsprotein 

Sämtliche Proteinmarkierungen wurden mit dem pcDNA3.1/V5-His-TOPO-Expression Kit 

(Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Klonierungen der PCR-Produkte in die 

TOPO-Vektoren erfolgt durch eine Topoisomerase. Auf diese Weise wird der eingebrachten 

DNA-Sequenz N-terminal eine CMV-Promotor-Sequenz vorgeschaltet und C-terminal die 

Sequenz für ein V5/His-Fusionspeptid angehängt. Diese ermöglicht den Nachweis der expri-

mierten Fusionspeptide durch einen kommerziell erhältlichen Anti-V5-Antikörper (Invitro-

gen). Zusätzlich befindet sich am C-Terminus eine Poly-Histidinsequenz (6 x), die beispiels-

weise für die Aufreinigung über Nickel-Agarose genutzt wurde (4.1.1.2).  

4.1.1.2 Nickel-NTA-Affinitätschromatographie Histidin-markierter Proteine 

Mit Hilfe der Nickel-Agarose können His-Fusionsproteine spezifisch aufgereinigt werden. 

Diese besteht aus 6 % Agarose-beads, an die eine chelatbildende Gruppe immobilisiert wurde, 

welche mit Ni2+-Ionen geladen ist und selektiv Histidine binden kann. Die Bindung erfolgt 

unter nativen Bedingungen, bei denen das His-Fusionsprotein funktionell aktiv bleibt. Die 

Elution erfolgt mit Imidazol, einem His-Analogon. 

Die HEK 293-Überstände werden 48 h nach der Transfektion gewonnen. Um Zelltrümmer 

und tote Zellen zu entfernen, werden die Überstände für 10 min bei 2.500 rpm zentrifugiert. 

Die Nickel-Agarose wird vor ihrem Einsatz gewaschen, da sie in 20 % Ethanol aufbewahrt 

wird. Dabei wird das 5-fache Volumen an PBS zugegeben, die Lösung gemischt, 5 sec bei 

1.000 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach dem dritten Waschschritt wird 

das Gelbett dem gleichen Volumen PBS versetzt und dieses Gemisch in ein 50 ml Falcon 

überführt. Zur Aufreinigung größerer Proteinmengen werden auf 200 µl Nickel-Agarose  

25 ml Überstand zugesetzt und anschließend für 3 h auf einem Schüttler bei 4° C inkubiert. 

Danach werden die Ansätze auf Plastiksäulen (Poly Prep, 10 ml) gegeben und der Durchlauf 

aufgefangen, da dieser zur Kontrolle der Aufreinigungseffizienz dient. Nachdem die kom-

plette Probe durchgelaufen ist und sich die Agarose vollständig abgesetzt hat, folgen  

3 Waschschritte mit 2 ml Imag A. Die Elution der gebundenen Proteine wird dann mit 2 ml 

Imag B erreicht. Zur Entfernung des Imidazols müssen die Eluate dialysiert werden (4.1.2). 
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Vor einem Proliferationsversuch (4.4.6) erfolgt die Dialyse in PBS, vor einer Anionenaus-

tauschchromatographie (4.1.1.4) in einem Niedrig-Salzpuffer (20 mM NaCl, 20 mM Tris,  

pH 8 und 10 % Glycerol). Zur längeren Aufbewahrung werden die Eluate auf Trockeneis 

schockgefroren und bei - 20° C gelagert. 

4.1.1.3 Abreicherung von V5-Fusionsprotein mittels Immunpräzipitation 

Die Abreicherung (Depletion) von V5-Fusionsproteinen aus Überständen wurde mit Hilfe 

eines murinen Anti-V5-Antikörpers (Invitrogen) und Protein-G-Sepharose (Amersham Phar-

macia Biotech) durchgeführt. Diese Sepharose besitzt eine hohe Affinität für Immunglobuline 

aus der Maus und lässt sich leicht sedimentieren.  

Zu Beginn werden 0,45 µl Antikörperlösung (1:1.000) zu 450 µl Überstand gegeben und der 

Ansatz für 3 h auf einem Schüttler bei 4° C inkubiert. Anschließend werden gebildete Protein-

Antikörperkomplexe an die Protein-G-Sepharose gebunden. Für 450 µl Überstand werden  

50 µl Gelbett eingesetzt. Da die Sepharose in einer Suspension in 20 %-igem Ethanol auf-

bewahrt wird, muss zuvor ein Waschschritt erfolgen. Dabei wird das 2-fache Volumen  

(100 µl) von dem gewünschten Gelbettvolumen (50 µl) entnommen und 1 ml PBS zugegeben. 

Nach dem Mischen wird bei 10.000 rpm für 30 sec zentrifugiert und anschließend der Über-

stand verworfen. Nach 3-facher Wiederholung wird die Sepharose zu der Protein-/Antikörper-

Lösung gegeben und für 3 h auf einem Schüttler inkubiert. Danach erfolgt eine 1-minütige 

Zentrifugation bei 10.000 rpm und die vorsichtige Gewinnung des Überstandes. Dieser kann 

nachfolgend für einen Proliferationsversuch (4.4.6) oder eine Westernblot-Analyse verwendet 

werden (4.1.3.2). Das Sediment wird dagegen 3 x mit 1 ml PBS gewaschen, mit 150 µl  

1 x SDS-Probenpuffer (3.10) versetzt, 5 min auf 95° C erhitzt und dient im Westernblot zur 

Bestimmung der Abreicherungseffizienz.  

4.1.1.4 Aufreinigung mit Anionenaustauschchromatographie (ÄKTA) 

Bei dieser Methode werden Proteine aufgrund unterschiedlicher elektrostatischer Wechsel-

wirkungen mit einer geladenen Matrix, die kovalent geladene Gruppen enthält, aufgetrennt. 

Hierbei sind vor allem der isoelektrische Punkt und die Oberflächenladung des Proteins ent-

scheidend. Aber auch das Ionenaustauscher-Material, der pH-Wert und die Ionenstärke der 

verwendeten Puffer spielen eine Rolle. Bei einem Anionenaustauscher werden Proteine im 

pH-Bereich oberhalb ihres isoelektrischen Punktes reversibel gebunden. Eine Erhöhung der 

Ionenstärke bzw. der Salzkonzentration verstärkt die Konkurrenz um die Bindungsstellen des 

Ionenaustauschermaterials und vermindert gleichzeitig die Bindungskräfte der absorbierten 

Proteine. Dieser Effekt dient daher zur Elution gebundener Moleküle.  
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Die Durchführung erfolgt mit der ÄKTA-FLPC, dem Fraktionssammler Frac 900 und fertig 

gepackten Säulen (HiTrap Q FF, 1 ml) der Firma Amersham Pharmacia Biotech. Vor dem 

Lauf werden sämtliche Puffer steril filtriert und entgast. Die proteinhaltige Lösung stammt 

aus einer vorherigen NTA-Agarose-Aufreinigung (4.1.1.2) und wird vor dem Auftrag auf die 

Säule bei 4° C für 10 min mit 14.000 rpm zentrifugiert. Der Anschluss der Schläuche an die 

Säule und die Puffer erfolgt frei von Luftblasen. Anschließend wird das Säulenmaterial mit  

3 ml Puffer A (10 mM Tris, pH 7,4) äquilibriert. Dieser und nachfolgende Schritte werden mit 

einer Flussrate von 1 ml/min und einem Maximaldruck von 0,5 MPa durchgeführt. Nach dem 

Probenauftrag werden ungebundene Proteine mit 5 ml Puffer A von der Säule gewaschen. 

Daran schließt sich die Elution gebundener Proteine durch einen linearen Salz-Gradienten von 

0 bis 40 % (w/v) Puffer B (10 mM Tris, 1 M NaCl, pH 7,5) an. Die ersten beiden gesammel-

ten Fraktionen haben ein Volumen von 1 ml, die restlichen von 500 µl. Die Eluate können 

nach dem Zusatz von Penicillin/Streptomycin-Lösung (1:100) bei 4° C gelagert werden. Zur 

Regenerierung wird die Säule mit 5 ml 1 M NaCl gewaschen. Vor erneuter Benutzung müs-

sen diese gründlich mit ddH2O, 20 % Ethanol und wieder mit ddH2O gewaschen und erneut 

äquilibriert werden. Die Lagerung der Säule erfolgt in 20 % Ethanol bei 4° C.  

4.1.2 Dialyse 

Die Dialyse einer Lösung ist erforderlich, um ein Protein in einen gewünschten, definierten 

Puffer zu überführen. Sie wird beispielsweise nach einer Nickel-Säule (4.1.1.2) durchgeführt, 

um das Imidazol zu entfernen und das Protein für einen nachfolgenden Versuch in einen phy-

siologischen Puffer zu überführen. Die Auswahl des Puffers hängt dabei von der sich an-

schließenden Analysemethode ab. Zur Dialyse werden die Proben in Dialyseschläuche (Roth) 

mit einem Ausschlussvolumen von 3 - 4 kDa überführt und gegen den ausgewählten Puffer 

dialysiert. Die Dialyse erfolgt bei 4° C, zuerst für 4 h in 2 l Puffer und anschließend über 

Nacht in frischem Puffer. Die Schläuche werden hierzu in das Gefäß gehängt und der Puffer 

mit einem Magnetrührer leicht bewegt.  

4.1.3 Analysemethoden 

4.1.3.1 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Bei der Elektrophorese wandern Proteine in einem elektrischen Feld. Bei der SDS-PAGE 

sorgt eine Vorbehandlung des Proteingemisches dafür, dass für die Wanderungsgeschwindig-

keit nur die Masse ausschlaggebend ist. Durch Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS) wer-

den die Proteine denaturiert und die entfalteten Peptid-Ketten mit einer negativen Ladung 
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versehen. Proteine kleinerer Masse laufen schneller in dem quervernetzten Polyacrylamid-Gel 

und können so von Proteinen größerer Masse getrennt werden. Anhand eines Markers mit be-

kanntem Molekulargewicht kann über die zurückgelegte Laufstrecke im Gel das Molekular-

gewicht annähernd bestimmt werden.  

Probenvorbereitung und Elektrophoresebedingungen: 

Die Durchführung erfolgte mit fertigen Gradientengelen (4 - 20 %, Anamed) in „Novex Mini 

Cell“ Gel-Laufkammern (Invitrogen). Die proteinhaltigen Proben werden mit 6 x SDS-Pro-

benpuffer versetzt, 5 min auf 95° C erhitzt und anschließend in die zuvor ausgespülten Gel-

taschen aufgetragen. Die Elektrophorese dauert bei 120 - 180 V (400 mA) ca. 60 - 90 min. 

Nach dem Lauf werden die Gele mit den aufgetrennten Proteinen entweder für eine 

Westernblot-Analyse (4.1.3.2.) oder eine Coomassie-Proteinfärbung verwendet (4.1.3.5).  

4.1.3.2 Westernblot-Analyse 

Eine Westernblot-Analyse dient zum spezifischen Proteinnachweis mit Hilfe von Antikör-

pern. Die Proteine werden zuvor auf einem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt 

(4.1.3.1) und somit im denaturierten Zustand nachgewiesen. Die erhaltenen Proteinbanden 

werden durch transversale Elektrophorese, d.h. durch Anlegen einer Spannung senkrecht zur 

Ebene des Gels, auf eine Transfer-Membran (Nitrocellulose-Membran) übertragen. Auf dieser 

erfolgt schließlich die Nachweisreaktion.  

Durchführung: 

Nach der SDS-PAGE (4.1.3.1) werden das Gel und die Membran für 5 min in Transfer-Puffer 

äquilibriert. Danach werden auf die Anode des Trans-Blot SD Semi-Dry-Gerätes (BioRad) 

zwei mit Transfer-Puffer befeuchtete Whatmann Filter (3 MM), die Membran, das Gel und 

zwei weitere feuchte Whatmann Filter (3 MM) aufgelegt und die Apparatur mit dem Katho-

dendeckel geschlossen. Der Transfer erfolgt für 1 h bei 15 V. Im Anschluss daran werden die 

Markerbanden auf der Membran markiert und eine Ponceau S-Proteinfärbung durchgeführt. 

Hierfür wird für 5 min mit Ponceau S-Lösung inkubiert und dann mit Wasser wieder entfärbt, 

bis Banden zu erkennen sind. Zur Dokumentation kann ein Bild mit dem Lumi Imager (Boeh-

ringer) gemacht werden. Anschließend wird die Membran mit TBST vollständig entfärbt und 

freie Proteinbindestellen der Membranen durch Inkubation mit einer Blocklösung (5 % 

Milchpulver in TBST) abgesättigt (mindestens 30 min oder bei 4° C über Nacht). Danach 

folgt eine Inkubation mit dem 1. Antikörper, der entsprechend seiner Arbeitsverdünnung in 

die Blocklösung pipettiert wird. Die Inkubation dauert entweder 1 h bei Raumtemperatur oder 

läuft über eine Nacht bei 4° C. Danach wird die Membran 3 x 15 min mit TBST gewaschen 
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und weitere 1,5 h mit dem 2. Antikörper inkubiert. Je nach gewünschter Nachweismethode ist 

an diesen entweder Alkalische Phosphatase oder Peroxidase gekoppelt. Vor dem Nachweis 

wird die Membran 3 x 15 min in TBST und 1 x 10 min in TBS gewaschen. Die Proteinbanden 

werden in Abhängigkeit von dem 2. Antikörper mittels zwei verschiedener Nachweisreaktio-

nen detektiert: 

1.) Peroxidase - Enhanced Chemiluminescence-Nachweisreaktion (ECL) 

Hierbei werden je 1,5 ml ECL1- mit ECL2-Reagenz gemischt und auf die Membranoberseite 

aufgetropft. Nach 5 min wird die Lösung von der Membran entfernt und die Membran in Fo-

lie eingepackt. Durch Auflegen eines Röntgenfilms (Amersham) in der Dunkelkammer und 

Entwicklung des Films werden Signale sichtbar. Je nach Intensität muss der Film zwischen  

10 sec bis 2 h aufgelegt werden.  

2.) Alkalische Phosphatase 

Die Alkalische Phosphatase wird durch Zugabe einer fertigen Reaktionslösung (Western 

Blue® - Substrate) auf der Membran sichtbar gemacht. Dazu werden 3 ml des Substrates 

gleichmäßig auf der Membran verteilt und so lange inkubiert, bis Banden sichtbar werden. 

Anschließend wird die Reaktion durch Waschen mit TBS gestoppt. Nach dem Trocknen der 

Membran wird mit dem Lumi Imager (Boehringer) eine Aufnahme gemacht.  

4.1.3.3 Antikörperstrip von Membranen 

Soll eine Membran in weitere Westernblots eingesetzt werden, müssen gebundenen Antikör-

per zuvor entfernt werden. Hierzu wird die Membran 3 x 10 min in TBST (oder über Nacht 

bei 4° C) gewaschen und danach 15 min in Westernblot Stripping Buffer (Pierce) geschüttelt. 

Vor der Antikörperzugabe erfolgen 3 Waschschritte (TBST) und eine Blockierung der Memb-

ran.  

4.1.3.4 hSEP-V5-Sandwich-ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)  

Der Enzym-gekoppelte Immunnachweis (ELISA) ist eine Methode zum Nachweis nativer 

Proteine. In dieser Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA durchgeführt, bei dem SEP-V5-Fu-

sionsproteine zwischen zwei Antikörpern gebunden werden. Zur Detektion diente der Einsatz 

eines dritten Antikörpers, an den das Enzym Peroxidase gekoppelt ist. Die Puffer sind im Ab-

schnitt 3.10 zu finden. Zu Beginn werden die 96 Wells (NUNC-Immuno™Plate) mit  

V5-Antikörper Lösung (2 µg/ml in 100 µl Coating-Buffer) befüllt und über Nacht bei 4° C 

inkubiert. Am nächsten Tag wird der Puffer abgesaugt und die Wells mit je 300 µl Wash-

Buffer 3 x gewaschen. Dies geschieht durch Abkippen der Lösung in ein Waschbecken und 

Ausklopfen der restlichen Flüssigkeit auf Zewa-Papier. Danach werden je Well 200 µl Assay-
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Diluent-Buffer zugegeben und für 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schüttler (600 rpm) 

inkubiert. Auf diese Weise werden freie unspezifische Bindungsstellen blockiert. Im 

Anschluss daran erfolgen 3 Waschschritte wie zuvor. Nach dem letzten Waschschritt werden 

je 100 µl HEK 293-Überstand in die Wells pipettiert und dann für 2 h auf einem Schüttler 

(300 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 5 weiteren Waschschritten erfolgt die Zugabe 

von 100 µl Assay-Diluent-Buffer, dem zuvor Anti-SEP-Antikörperlösung (SA3090) 1:1.000 

zugesetzt wurde. Die Inkubation mit diesem dauert 1 h bei Raumtemperatur (300 rpm). Nach 

5 erneuten Waschschritten wird für 30 min mit einem Peroxidase-gekoppelten Anti-

Kaninchen IgG-Antikörper (1:5.000 in Assay-Diluent-Buffer) inkubiert. Danach folgen  

7 Waschschritte, wobei zwischen jedem Schritt die Platte für 1 - 2 min im Puffer inkubiert 

wird. Im Anschluss daran werden je 100 µl TMB-Substrat pipettiert und ein Farbumschlag zu 

blau abgewartet. Ist eine Blaufärbung deutlich erkennbar, wird die Reaktion durch Zugabe 

von je 50 µl 2 N HCl gestoppt. Hierdurch erfolgt ein Farbumschlag zu gelb, der abschließend 

mit einem ELISA-Reader bei 450 nm gemessen werden kann. Je Ansatz werden 4-fach 

Bestimmungen durchgeführt. Zur Bestimmung von Hintergrundsignalen dienen Ansätze, bei 

denen nur TMB-Substrat und Stop-Lösung zugegeben werden. Diese Werte werden von den 

Übrigen vor der Auswertung abgezogen. Als Negativkontrolle werden neben SEP-, auch 

Leervektor-Überstände getestet.  

4.1.3.5 Coomassie-Färbung von Proteingelen 

Die Proteingele werden nach der Auftrennung in Coomassie-Färbelösung gegeben und  

30 min auf dem Schüttler unter dem Abzug inkubiert. Anschließend wird die Färbe- durch 

Entfärbelösung ersetzt. Diese wird mehrmals gewechselt, bis Proteinbanden zum Vorschein 

kommen.  

4.2 DNA 

4.2.1 Analysemethoden 

4.2.1.1 Agarosegelelektrophorese  

Durch eine Agarosegelelektrophorese können DNA-Fragmente aufgetrennt werden. Ihre 

Wanderungsgeschwindigkeit hängt dabei hauptsächlich von ihrer Größe, der Stromstärke und 

der Agarosekonzentration ab. Mit Ethidiumbromid lässt sich die DNA im Gel anfärben, die-

ses interkaliert in die DNA und kann im UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt werden. Je nach 

Fragmentgröße wurde ein 1 - 2 %-iges Agarosegel (peqGOLD Universal) (Plasmid- 
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DNA: 1 %, PCR-Fragment: 2 %) verwendet. Dazu werden 1 - 2 g Agarose in 100 ml 1 x TAE 

durch Erhitzen gelöst. Nach Zugabe von Ethidiumbromid (0,5 µg/ml) wird die Lösung 

gemischt, in eine Elektrophoresekammer gegossen und ein Kamm zur Erzeugung der 

Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren wird das Gel in eine Elektrophoreseapparatur überführt 

und mit 1 x TAE überschichtet. Die DNA-Proben werden mit DNA-Probepuffer (6 x) versetzt 

und in die Gel-taschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung zwischen  

80 V und 150 V (Electrophoresis Power Supply EPS 600, Amersham PB). Anschließend kön-

nen die DNA-Banden im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Anhand eines Größenstandards 

(Roche) sind die DNA-Fragmentgrößen abschätzbar. 

4.2.1.2 Bestimmung der Konzentration 

Die DNA-Konzentrationbestimmung erfolgt durch eine photometrische Messung (Thermo 

Spectronic) bei einer optischen Dichte (OD) von 260 nm (OD260). Durch Quotientenbildung 

von OD260/OD280 wird außerdem der Reinheitsgrad der DNA-Lösung ermittelt. Die OD280 

stellt ein Maß für den Proteingehalt bzw. Verunreinigungen dar. Der Wert für DNA sollte 

zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Eine OD von 1 entspricht 50 µg doppelsträngiger DNA/ml. Die 

DNA-Konzentration errechnet sich nach folgender Formel: 

OD260 x Verdünnungsfaktor  x 50 µg/ml = (n) µg DNA/ml 

Zur Messung wurden 1:20 Verdünnungen hergestellt. Als Verdünnungsmittel sowie als Refe-

renz dient ddH2O. Die Messung erfolgt in Quarzküvetten. 

4.2.2 Klonierungstechniken 

Sämtliche Klonierungsarbeiten wurden mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (4.2.2.3), 

PCR (4.2.2.1) und dem TOPO-Kloning-Kit (4.1.1.1) (Invitrogen) durchgeführt. Dabei wurde 

der Expressionsvektor mit Restriktionsenzymen linearisiert und mit einem entsprechend ge-

schnittenen PCR-Produkt oder Genfragment zur Ligation (4.2.2.4) gebracht.  

4.2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Bei der PCR wird mittels eines Systems aufeinander folgender DNA-Synthesen ein DNA-Ab-

schnitt amplifiziert. Dazu werden zwei Oligonukleotide (Primer) benötigt, die die zu amplifi-

zierende Sequenz eingrenzen und mit je einem der DNA-Stränge hybridisieren (Mullis, 

1990). Sämtliche PCRs im Rahmen dieser Arbeit wurden mit dem Elongase Amplification 

System (Invitrogen) durchgeführt. Ein Standardansatz hat ein Endvolumen von 50 µl.  
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50 µl Ansatz: Reaktionspuffer dNTP`s Elongase ddH2O Template Je Primer 
Stockkonzentration 10 x [2,5 mM] [5 u/µl]  [x µg/µl] [100 pmol] 
Endkonzentration 1 x 25 mM 1 u ad 50 µl 1 - 20 ng 100 pmol 

 

PCR-Programm: 

Schritt 1. 2. 3. 4. 5. 6. 
Reaktion Initiale DNA-

Denaturierung 
DNA-

Denaturierung
Primer-

Anlagerung 
Amplifikation Abschließende 

Amplifikation 
Temperatur 94° C 94° C *TM 68° C 94° C 

Zeit 5 min 45 sec 45 sec **min 

Wiederholung 
der Schritte 

2. - 4. 
(20 x) 45 sec 

 

* TM steht für Schmelztemperatur, diese ist abhängig von der Primersequenz. 

** Dauer ist abhängig von der Länge der DNA-Sequenz (ca. 1 kb/min) 

Anschließend wird das Produkt durch eine Agarosegelelektrophorese (4.2.1.1) analysiert. 

4.2.2.2 Punktmutagenese mittels „Quik-Change Site Directed Mutagenesis Kit“ 

Zur Klonierung der GFP-Fusions-Konstrukte wurde in der cDNA-Sequenz des GFPs ein 

Startcodon (ATG) entfernt. Dies erfolgte mit Hilfe eines Basenaustausches durch das „Quik-

Change Site Directed Mutagenesis Kit“ nach den Herstellerangaben (Stratagene).  

4.2.2.3 Restriktion von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Sämtliche Klonierungen wurden mit Restriktionsenzymen der Firma MBI Fermentas durch-

geführt. Die Auswahl der Puffer- und Temperaturbedingungen erfolgte in Abhängigkeit von 

den verwendeten Enzymen nach Herstellerangaben. Der Verdau von 1 µg DNA wurde in ei-

nem 20 µl Ansatz durchgeführt und hatte folgende Zusammensetzung: 
 

DNA (x µg/µl) Puffer (10 x) Enzym 1 (x u/µl) Enzym 2 (x u/µl) ddH2O 

(n) µl Plasmid oder PCR-Fragment (1 µg) 2 µl (1 x) (n) µl (1 u)  (n) µl (1 u) ad 20 µl 
 

Zum Mischen wird der Ansatz mit einer Pipette 5 x aufgezogen. Nach einer Inkubation von  

2 h bei 37° C werden die DNA-Fragmente über ein Agarosegel aufgereinigt (4.2.2.8). 

4.2.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten (Rapid-Ligation-Kit, Roche) 

Durch eine Ligasereaktion werden die zuvor geschnittenen (4.2.2.3) und gereinigten DNA-

Fragmente (4.2.2.8) kovalent miteinander verknüpft. Die Ligation erfolgte mit Hilfe des Ra-

pid-Ligation-Kits (Roche). Ein Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten: 
 

Vektor-DNA (Plasmid) Insert-DNA (PCR-Fragment) ddH2O Ligasepuffer (10 x) Ligase (1 u/µl) 

0,05 - 0,1 pmol 0,1 - 0,5 pmol ad 10 µl 1µl (1 x) 1 u 
 

Die Mengen der geschnittenen DNA-Fragmente können über ein Agarosegel durch den Ver-

gleich mit einem Standard-Größenmarker abgeschätzt werden. Der Ansatz wird für 5 - 30 min 
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bei 21° C inkubiert. Als Negativkontrolle dient ein Ligationsansatz mit geschnittenem Vektor 

ohne Insert. In die Transformation von E. coli-Zellen (4.3.1) wurden je 2 µl eingesetzt. 

4.2.2.5 Plasmidpräparation aus einer Mini-Kultur (NucleoSpin® Plasmid) 

Eine Plasmidpräparation aus einer Mini-Bakterien-Kultur wurde durchgeführt, um den Erfolg 

einer Klonierung zu überprüfen, oder um kleine Mengen (25 - 50 µg) an Plasmid-DNA zu ge-

winnen. Hierzu werden je 3 ml Kultur (LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin) angeimpft und 

über Nacht bei 37° C geschüttelt. Das Animpfen erfolgt entweder mit Bakterienkolonien von 

einer Agarplatte (4.3.1) oder mit bekannten Stock-Bakteriensuspensionen. Am nächsten Tag 

werden je 1,8 ml der Bakteriensuspension in ein 2 ml Eppendorf Gefäß überführt und  

30 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Für die Plasmid-Präparation wurde ein Kit (NucleoSpin® 

Plasmid, Macherey-Nagel) verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. 

Die Ausbeute an Plasmid-DNA liegt zwischen 25 - 50 µg. Der Reinheitsgrad ist ausreichend 

für eine Transfektion (4.4.4).  

4.2.2.6 Plasmidpräparation aus einer Maxi-Kultur (Nucleobond AX) 

Zur Gewinnung größerer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine Bakterien-Kultur von 250 ml 

Medium verwendet. Zum Animpfen werden entweder eine Mini-Kultur (4.2.2.5) oder eine 

Glycerol-Stock-Bakteriensuspension verwendet, von der bekannt ist, dass sie das gewünschte 

Plasmid trägt. Die Plasmid-Präparation erfolgt mit einem Kit (Nucleobond AX, Macherey-

Nagel) nach Herstellerangaben, wodurch 0,25 - 1 mg DNA gewonnen werden.  

4.2.2.7 Ethanol-Präzipitation von DNA 

Durch eine Ethanol-Präzipitation kann DNA selektiv aus einer Lösung angereichert und in 

einer anderen aufgenommen werden. Der DNA-haltigen Lösung wird dazu das 2,5-fache ihres 

Volumens an Ethanol und Natriumacetat in einer Endkonzentration von 0,3 M zugegeben. 

Die Fällung erfolgt für 30 min im Eisbad. Anschließend wird das Präzipitat für 15 min bei 

13.000 rpm sedimentiert. Zur Entfernung störender Salze werden zwei Waschschritte mit 

kaltem Ethanol (70 %) vorgenommen, das Pellet getrocknet und in definiertem Puffer gelöst. 

4.2.2.8 Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten 

Je nach Größe der DNA-Fragmente wird ein 1 - 2 %-iges Agarosegel (4.2.1.1) verwendet. Die 

Elektrophoresedauer wird durch die Größendifferenz der zu trennenden DNA-Fragmente be-

stimmt. Nach dem Gellauf werden die gewünschten Banden mit einem Skalpell aus dem Gel 

geschnitten und ihr Gewicht bestimmt. Die weiteren Schritte erfolgen mit dem Gel Extraction 

Kit (QIAquick) nach Herstellerangaben. 
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4.3 Bakterien 

4.3.1 Transformation von kompetenten Bakterienzellen 

Für die Transformation wurden die kompetenten E. coli-Zellen des TOPO-Kloning-Kits (In-

vitrogen) TOP10 (Grant et al., 1990) verwendet. Das Auftauen der Zellen erfolgt auf Eis. An-

schließend werden je 25 µl Zellsuspension zu 2 µl Ligationsansatz (4.2.2.4) gegeben und  

30 min auf Eis inkubiert. Danach folgt der Hitzeschock für 1 min bei 42° C und 5 min Inku-

bation auf Eis. Nach Zugabe von 250 µl SOC-I-Medium wird die Bakteriensuspension für 1 h 

in einem Thermoschüttler (300 rpm) bei 37° C inkubiert. Zum Ausplattieren werden die 

Bakterien für 5 min bei 3.000 rpm sedimentiert und danach 150 µl Überstand auf eine Hälfte 

einer Standard I Amp-Agarplatte ausgestrichen. Das Pellet wird im restlichen Medium re-

suspendiert und auf der anderen Hälfte der Agarplatte verteilt. Die Platten werden dann über 

Nacht bei 37° C inkubiert. Am nächsten Tag können gewachsene Bakterienkolonien zum 

Animpfen einer Minikultur (4.2.2.5) gepickt werden.  

4.4 Zellkultur 

4.4.1 Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zellen 

Vor Entnahme der Zellen aus Flüssigstickstoff wird eine neue Zellkulturflasche mit 12 ml 

Wachstumsmedium befüllt und für 30 min im 37° C Brutschrank inkubiert. Zum Auftauen 

wird das gefrorene Cryo-Röhrchen für 1 min in ein 37° C Wasserbad gehalten und dann 1 ml 

des vorgewärmten Mediums zugegeben. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wird die 

Suspension gemischt und in die vorbereitete Flasche überführt. Am nächsten Tag wird das 

Medium gewechselt und das Anwachsen der Zellen mikroskopisch kontrolliert.  

Zum Einfrieren werden die Zellen trypsiniert (4.4.3), in 10 ml DMEM (10 % FCS) aufgenom-

men und 2 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 3 ml Einfriermedium (10 % 

DMSO, 10 % FCS und 80 % Wachstumsmedium) vorsichtig resuspendiert und nach der Zell-

zahlbestimmung in 2 ml Cryo-Röhrchen aliquotiert. Die jeweils aliquotierten Zellzahlen sind 

abhängig von der Zellart und richten sich nach den Angaben der Vertreiberfirma. Durch die 

Verwendung von Cryo-Boxen (mit Isopropanol) wird dafür gesorgt, dass die Zellsuspension 

langsam auf - 80° C abkühlt. Für längerfristige Lagerungen werden die Zellen nach 6 h in 

Flüssigstickstoff überführt. 
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4.4.2 Beschichtung der Zellkulturgefäße von HUVECs 

Zur Kultivierung der HUVECs (Cambrex) müssen die Zellkulturgefäße zuvor mit Gelatine 

beschichtet werden. Hierzu wird eine 2 %-ige Stocklösung (Sigma) mit sterilem ddH2O 1:10 

verdünnt, der Gefäßboden überschichtet und für 30 min bei 37° C inkubiert. Nach Absaugen 

der Lösung können die Gefäße direkt verwendet oder 1 Woche bei 4° C aufbewahrt werden. 

4.4.3 Passagieren von Zellen 

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in wassergesättigter Atmosphäre, 5 % CO2 und 37° C in 

einem Brutschrank. Alle verwendeten Zellen wachsen adhärent und werden 1 - 2 mal pro 

Woche umgesetzt. Abhängig von der Zellart, der Dauer bis zum nächsten Passagieren und der 

Zellkulturflaschengröße werden verschiedene Zellzahlen ausgesät. Je nach Zellart variieren 

die Protokolle in den Medien (3.6), der Dauer der Trypsinierung und den Zellaussaatdichten. 

Zunächst wird die allgemeine Vorgehensweise beschrieben und in den anschließenden Ab-

schnitten (4.4.3.1 bis 4.4.3.4) zellartspezifische Besonderheiten angemerkt.  

Zuerst wird das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit 8 ml PBS gewaschen. 

Zum Ablösen der Zellen werden 2 ml 1 x Trypsin-EDTA-Lösung (Gibco) zugegeben, durch 

Schwenken die Lösung gleichmäßig verteilt und das Ablösen der Zellen mikroskopisch kon-

trolliert. Anschließend wird durch Zugabe von 8 ml DMEM (10 % FCS, bei HEK 293-Zellen 

50 % FCS) die Trypsinierung gestoppt und die Zellen vorsichtig vom Flaschenboden abge-

spült. Nach Überführung in ein 15 ml Falcon wird für 2 min bei 1.000 rpm zentrifugiert und 

das Zellpellet anschließend in 3 - 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Zur Zellzahlbestim-

mung werden 10 ml Casyton-Lösung (Schärfe System) in ein Casy-Röhrchen vorgelegt und 

100 µl der Zellsuspension hinzu pipettiert. Die Messung erfolgt mit dem CASY®-Zellzählge-

rät.  

4.4.3.1 Passagieren von HEK 293-Zellen 

Bei HEK 293-Zellen (Graham et al., 1977) ist zu beachten, dass diese sich bereits nach  

60 - 90 sec vollständig lösen. Umgehend danach müssen die Zellen in 50 %-igem DMEM 

aufgenommen werden, um Zellschädigungen durch eine zu lange Trypsinwirkung zu vermei-

den. In Abhängigkeit von dem neuen Gefäß und der folgenden Kultivierungsdauer werden 

verschiedene Zellzahlen ausgesät. In eine T75-Flasche werden für 1 Tag 6*106, für 2 Tage 

2,2*106, für 3 Tage 1,1*106 und für 4 Tage 0,8*106 Zellen zugegeben. In eine T225-Flasche 

sind es 2*107 Zellen für einen Tag, 6,5*106 für 2 Tage und 3,5*106 für 3 Tage. 
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4.4.3.2 Passagieren von HeLa-, MS1- und bEnd3-Zellen 

Das Umsetzen der HeLa- (Scherer et al., 1953), bEnd3- (Montesano et al., 1990) und MS1-

Zellen (Arbiser et al., 1997) erfolgt im Wesentlichen wie bei den HEK 293-Zellen (4.4.3.1). 

Unterschiede sind, dass die Trypsinierung 3 - 6 min dauert und die Zellen nicht gezählt, son-

dern anteilig auf neue Flaschen verteilt werden. Alle drei Zelllinien werden stets in T75-Fla-

schen kultiviert und die Zellen für 3 Tage 1:4 - 1:6 und für 4 Tage 1:10 verdünnt. 

4.4.3.3 Passagieren von primären Endothelzellen - HUVECs und HMVECs 

Bei primären Endothelzellen, den HUVECs (Watson et al., 1995) und HMVECs (Carley et 

al., 1992) der Firma Cambrex müssen die Zellkulturgefäße zuvor mit Gelatine beschichtet 

werden (4.4.2). Die Dauer der Trypsinierung variiert bei diesen Zellen stark und beträgt zwi-

schen 2 - 6 min. Zur Vermeidung einer zu langen und dadurch schädlichen Trypsinbehand-

lung ist eine fortwährende mikroskopische Kontrolle wichtig. Dieser Schritt kann alternativ 

auch bei 37° C erfolgen, dann dauert das Ablösen ca. 1 - 2 min. Die Haltung erfolgt in T75-

Flaschen und für 2 Tage werden 1,2*106 Zellen, für 3 Tage 0,9*106, für 4 Tage 0,5*106 und 

für 5 Tage 0,4*106 in eine Flasche gegeben. Alle 2 Tage erfolgt ein Mediumwechsel. 

4.4.3.4 Passagieren von primären Fibroblastenzellen - NHDF 

Primäre Fibroblasten wurden in T25-Flaschen kultiviert. Wie bei den Endothelzellen (4.4.3.3) 

erfolgt während der Trypsinierung eine fortwährende mikroskopische Kontrolle. Die Dauer 

bis zum Lösen variiert zwischen 2 - 6 min (Shipley et al., 1989). Zum Umsetzen werden die 

Zellen verdünnt in Flaschen ausgesät. Erfolgt die Haltung für 2 Tage, werden ein 1/3 der 

trypsinierten Zellen in eine T25-Flasche gegeben, bei 3 Tagen ist es 1/6 und bei 4 Tagen 1/10. 

4.4.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen 

Je nach Zelltyp werden verschiedene Reagenzien und Protokolle angewendet. 

4.4.4.1 Transfektion von HEK 293-Zellen 

Die Transfektion von HEK 293-Zellen erfolgte mit der Kalziumphosphat-Präzipitations-Me-

thode. Hierzu werden 24 h vor der Durchführung 2,1*104 Zellen in 100 µl Medium je 96 Well 

einer Platte ausgesät und über Nacht inkubiert. Die Herstellung der DNA-Präzipitate wird in 

96 Well-Spitzbodenplatten vorgenommen, wobei ein 7-facher Ansatz gemacht wird. Zunächst 

wird die DNA mit ddH2O auf eine Konzentration von 0,1 µg/µl verdünnt und je Well 25 µl 

vorgelegt. Anschließend folgt die Zugabe von 35 µl HBS (2 x), 10 µl CaCl2 (0,67 M) und 

Mischen der Lösung durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Mehrkanalpipette. 20 min dar-

42 
 



 4. Methoden 

auf werden 10 µl der Ansätze zu den Zellen gegeben und weitere 4 h darauf das Medium ge-

wechselt. Erfolgt anschließend ein Proliferationsversuch (4.4.6) wird das Medium durch ein 

1,5 %-iges DMEM-Mangelmedium ersetzt. Bei der Durchführung in 6 Well-Platten werden je 

Well 1*106 Zellen in 2 ml Medium ausgesät und die Transfektionsansätze in Eppendorf Ge-

fäßen hergestellt. Je Well werden 15 µl DNA (0,1 µg/µl) vorgelegt, dazu 95 µl ddH2O und 

12,5 µl CaCl2 (2,5 M) gegeben. Unter leichtem Vortexen werden 125 µl HBS (2 x) hinzuge-

tropft und anschließend 15 min inkubiert. In der Zwischenzeit wird je Well ein Gemisch aus 

30 µl Chloroquin (2 mM), 90 µl Serum (FCS) und 90 µl serumfreies DMEM gegeben. 4 h 

nach Zugabe von je 250 µl der Transfektionsansätze erfolgt ein Mediumwechsel. 

4.4.4.2 Transfektion von HeLa-Zellen 

Die Transfektion von HeLa-Zellen erfolgte mit FuGENE 6 Reagenz (Roche) und wurde im  

6 Well-Format durchgeführt. Nach Aussaat von 500.000 Zellen/Well in 2 ml Medium kann 

am nächsten Tag transfiziert werden. Hierzu wird das FuGENE 6 Reagenz für 15 min bei 

Raumtemperatur erwärmt. Währenddessen wird je Ansatz 1 µg DNA in ein Eppendorf Gefäß 

gegeben und bis zu einem Volumen von 10 µl mit serumfreien DMEM aufgefüllt. In ein 

zweites Gefäß werden 87 µl serumfreies DMEM pipettiert und, ohne den Rand zu berühren 

zusätzlich 3 µl des FuGENE 6 Reagenz. Nach Vortexen beider Lösungen werden diese verei-

nigt, erneut gemischt und 15 min darauf vorsichtig zu den Zellen getropft. Nach 4 h Inkuba-

tion werden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und 2 ml frisches Kulturmedium zugegeben.  

4.4.4.3 Transfektion von MS1- und bEnd3-Zellen 

Die Transfektion von MS1- und bEnd3-Zellen wurde mit dem GenePorter (Peqlab) Reagenz 

durchgeführt. Das Protokoll bei den Zellen unterscheidet sich mit Ausnahme der Zellaussaat-

dichten nicht. Die Durchführung erfolgt in 12 Well-Platten. Hierzu werden am Tag vor der 

Transfektion je 55.000 MS1- bzw. 40.000 bEnd3-Zellen pro Well in 250 µl Medium ausgesät. 

Je Ansatz wurde 1 µg Plasmid-DNA in ein Eppendorf Gefäß vorgelegt und mit serumfreien 

DMEM-Medium auf 250 µl aufgefüllt. In ein weiteres Gefäß werden 245 µl desselben Medi-

ums und 5 µl GenePorter gegeben. Nach Vortexen beider Lösungen werden diese vermischt 

und anschließend 25 min inkubiert. Schließlich wird das Kulturmedium der Zellen durch den 

fertigen Transfektionsansatz ersetzt. Ein Mediumwechsel erfolgt nach 3 h. 

4.4.4.4 Erzeugung von stabilen Reportergen-Zelllinien 

Mit Hilfe eines Puromycin-Resistenz-Gens wurden stabile Reportergen-Zelllinien erzeugt. 

Hierfür wird die SRE-Luziferase-Sequenz in den Vektor pPur (Clontech) umkloniert, der das 
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Resistenz-Gen konstitutiv exprimiert. Die Transfektion erfolgt in 12 Well-Platten (4.4.4.3).  

2 Tage darauf werden die Zellen trypsiniert und auf 96 Well-Platten ausgesät. Je Zelllinie 

werden 2 Platten mit einer Zellsuspensionen befüllt, wobei diese zuvor so verdünnt werden, 

dass rechnerisch auf jedes vierte Well eine Zelle kommt. Die Selektion nach Zellen, die die 

transfizierte DNA stabil integriert haben, wird am nächsten Tag begonnen. In den folgenden 

Tagen werden die Wells fortwährend unter dem Mikroskop beobachtet. Dabei erfolgt eine 

Markierung derer, die nur eine Zelle enthalten, damit nur Einzel- und keine Mischklone ex-

pandiert werden. MS1-Zellklone werden mit 2 µg/ml Puromycin und bei den bEnd3-Zellen 

mit 3 µg/ml selektioniert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80 - 90 % werden die 

Zellklone in das nächstgrößere Plattenformat umgesetzt, bis schließlich genügend Zellen für 

eine T25-Flasche vorhanden sind. Ab diesem Zeitpunkt wird die Selektion ausgesetzt und es 

erfolgt die Testung (4.4.4.5). 

4.4.4.5 Luziferase-Reportergenversuche 

Die Durchführung der Luziferase-Reportergenversuche erfolgte mit Hilfe zweier Assay Sys-

teme von Promega. Bei der Testung im transienten Reportergen-Assay wurde das Dual-Luci-

ferase® Reporter Assay System verwendet. Zur Testung der stabilen SRE-Luziferase-Repor-

tergen-Zelllinien wurde das Luciferase Assay System benutzt.  

Dual-Luciferase® Reporter Assay System: 

Die Bezeichnung “dualer Reporter” rührt von der gleichzeitigen Expression und Messung 

zweier unterschiedlicher Luziferasen in einem Assay System her. Als eigentlicher Reporter 

für die Bestimmung proliferativer Aktivität diente der Vektor pPur-SRE-luc. Dieser kodiert 

für die Firefly-Luziferase, wohingegen der zweite Vektor (pRL-CMV) konstitutiv die Renilla-

Luziferase kodiert. Die unterschiedlichen Substratanforderungen dieser beiden Luziferasen 

ermöglicht es, beide Enzymaktivitäten nach einer Umpufferung in einem Gefäß zu messen. 

Der pRL-CMV Vektor stammt von Promega und dient zur Standardisierung der Transfek-

tionseffizienzen und zur Ermittlung der relativen Transkriptionsaktivität. Hierzu wird nach 

den Messungen das Verhältnis von Firefly- zu Renilla-Luziferase gebildet. Die Durchführung 

transienter Reportergen-Versuche erfolgt mit MS1- und bEnd3-Zellen jeweils im 12 Well-

Platten. Je Well werden 900 ng pPur-SRE-Luc und 100 ng pRL-CMV transfiziert (4.4.4.3). 

Beim Mediumwechsel nach der Transfektion wird statt dem Komplettmedium ein DMEM-

Mangelmedium (0,1 % Serum) zugegeben und die Zellen anschließend für 48 h inkubiert. Am 

Morgen des Messtages wird das Medium durch verschieden serumhaltige Medien oder se-

rumfreies DMEM-Mangelmedium mit oder ohne rekombinante Wachstumsfaktoren  
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(je 10 - 50 ng/ml VEGF oder bFGF) ersetzt. Nach einer Inkubation von 3 - 8 h wird das 

Medium abgesaugt und die Zellen mit 250 µl PBS gewaschen. Anschließend erfolgt die Lyse 

der Zellen durch Zugabe von 100 µl PLB und einer 30-minütigen Inkubation. Für die 

Lumineszenz-Messung werden dann je Ansatz 25 µl in 96 Well-Messplatten (White combi-

plate 12, Labsystems) pipettiert. Bei den verwendeten Puffermengen gelten Angaben von 

Promega als Richtlinie. Die Dauer der Messung pro Probe wird von 2 auf 10 sec erhöht und 

erfolgt mit dem Fluoroskan Ascent FL (Labsystems). 

Luciferase Assay System: 

Die Durchführung dieses Assay Systems erfolgt zur Testung der stabilen Reportergen-Zellli-

nien (4.4.4.4). Die Testung der MS1- und bEnd3-Klone lief dabei nach demselben Protokoll 

ab. Hierbei werden je 2.000 - 3.000 Zellen/Well in 96 Well-Platten ausgesät und am Tag dar-

auf das Medium gegen serumfreies DMEM-Mangelmedium ausgetauscht. Die Hungerphase 

kann hierbei zwischen 48 und 72 h dauern. Die Induktion der Firefly-Luziferase erfolgt wie 

zuvor durch Zugabe verschiedener Medien mit und ohne Serum bzw. rekombinanten Wachs-

tumsfaktoren. Die Lyse und Messung wird ebenfalls wie bei dem dualen Reportergen-Assay 

durchgeführt. Der einzige Unterschied besteht in der Lyse der Zellen mit je 50 µl PLB. 

4.4.4.6 Lokalisationsstudien von hSEP mit GFP-Fusionsprotein 

Die Lokalisierung von SEP1-510 und SEP wurde mit Hilfe einer GFP-Fusion an jeweils dem 

C-terminalen Enden der beiden Konstrukte untersucht (4.2.2.2). Hierzu werden sowohl HEK 

293- als auch HeLa-Zellen mit den beiden Konstrukten transfiziert (4.4.4.1 und 4.4.4.2). Die 

Aussaat der Zellen erfolgt dabei in 6 Well-Platten, auf deren Boden je Well 2 quadratische 

Glasplättchen (15 mm) liegen, um anschließende Färbungen besser durchführen zu können 

(4.4.4.8 - 4.4.4.10). Die Transfektion erfolgt mit je 1 µg DNA pro Well und die Zellen werden 

entweder lebend gefärbt und direkt fixiert oder zunächst fixiert und anschließend angefärbt. 

4.4.4.7 Fixierung von Zellen für Immunfluoreszenzfärbungen 

Die Fixierung der Zellen erfolgt, mit Ausnahme der Golgi-Färbung (4.4.4.10), nach der An-

färbung der Proteine oder Kompartimenten. Zu Beginn wird das Medium abgenommen, die 

Zellen 2 x mit PBS gewaschen und die Glasplättchen in 12 Well-Platten überführt. Danach 

werden je 250 µl einer 2 %-igen Formaldehydlösung zugegeben und für 15 min bei Raum-

temperatur fixiert. Anschließend werden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und dann mit  

0,1 % Triton X 100 (in PBS) permeabilisiert. Es folgen 3 weitere Waschschritte mit PBS. 

Danach werden die Glasplättchen getrocknet, auf Objektträger in einem Tropfen (ca. 25 µl) 

10 %-iger Glycerinlösung aufgelegt und mit Nagellack versiegelt. 
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4.4.4.8 ER-Färbung mit ER-Tracker 

Die ER-Färbung erfolgt mittels ER-Tracker™ Blue-White DPX (Molecular Probes). Die Fär-

bung erfolgt dabei durch Zugabe des Farbstoffs ins Wachstumsmedium der lebenden Zellen. 

Hierzu wird von der 1 mM Stocklösung so viel direkt ins Medium zugegeben, dass eine End-

konzentration von 100 nM vorliegt. Eine Verdünnung kann in PBS erfolgen. Nach Zugabe 

werden die Platten für 30 - 60 min bei 37° C inkubiert. Anschließend können die Zellen ent-

weder direkt im DAPI-Filter mikroskopiert oder vorher fixiert werden (4.4.4.7.). 

4.4.4.9 Hoechst-33342-Färbung von Zellkernen 

In der eingesetzten Konzentration dient Hoechst-33342 (Intergen) als Vitalfarbstoff und führt 

zu keiner Beeinträchtigung der Zellen. Für die Färbung der Zellkerne wird die Hoechst-

33342-Stammlösung (1 mg/ml) 1:1.000 in PBS verdünnt (1 µg/ml) und dem Wachstumsme-

dium so zugesetzt, dass eine Endkonzentration von 10 µg/ml erhalten wird. Nach einer Inku-

bation von 10 - 30 min werden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und können dann entweder 

sofort oder nach zuvoriger Fixierung mikroskopiert (DAPI-Filter) werden.  

4.4.4.10 Golgi-Färbung mittels Anti-Golgin-97-Antikörper 

Nach der Fixierung werden die Glasplättchen zunächst 2 x mit PBS gewaschen und schließ-

lich mindestens 15 min mit 50 % FCS in FBS blockiert. Es folgt die Inkubation mit dem  

1. Antikörper Anti-Golgin-97 (Molecular Probes) mit einer Endkonzentration von 2 µg/ml in 

10 % FCS/PBST-Lösung für 3 h. Die Glasplättchen werden danach 3 x 5 min mit  

10 % FCS/PBST-Lösung gewaschen und anschließend für 45 min mit dem 2. Antikörper 

(Cy™3-konjungierter Ziege-Anti-Maus, Dianova) in einer Konzentration von 14 µg/ml inku-

biert. Es folgen 3 Waschschritte mit PBST und 1 x mit PBS. Schließlich werden die Glas-

plättchen wie nach der Fixierung eingedeckelt und versiegelt (4.4.4.7). Die Mikroskopie er-

folgt bei einer Anregungswellenlänge von 543 nm und einer 1.000-fachen Vergrößerung. 

4.4.5 Gewinnung von zytosolischen Zelllysaten 

Die Präparation zytosolischer Lysate von transfizierten HEK 293-Zellen erfolgt, um einen 

Expressionsnachweis für ein Protein durchführen zu können (4.1.4.2). Dazu werden die Zel-

len mit 1 x PBS gewaschen, danach mit Lysepuffer (4° C) versetzt und für 10 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend werden die Kerne 10 min bei 14.000 rpm und 4° C sedimentiert. Das 

zytosolische Lysat wird durch vorsichtiges Abnehmen des Überstandes erhalten. 
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4.4.6 Proliferationsversuch mit AlamarBlue 

Eine Möglichkeit das Proliferationsverhalten einer Kultur zu bestimmen, basiert auf der Mes-

sung der Zellvitälität. Die Vitalität wird dabei durch einen AlamarBlue-Assay (Biosource) 

bestimmt. AlamarBlue hat keine toxische Wirkung auf Zellen und wird von ihnen so umge-

setzt, dass anschließend sowohl eine fluorometrische als auch eine kolorimetrische Messung 

erfolgen kann (Fluoroskan Ascent FL Reader, Labsystems). Eine Zunahme der Zellzahlen 

spiegelt sich in den Ergebnissen durch eine Erhöhung der Messwerte gegenüber den Kontrol-

len wieder. Durch die Proliferationsversuche wird das Wachstumsverhalten der HUVECs 

nach Zugabe gereinigter rekombinanter Proteine oder verschiedener HEK 293-Überstände 

untersucht. Die Durchführung erfolgt dabei jeweils nach dem gleichen Prinzip. Zunächst er-

folgt die Aussaat von je 2.800 Zellen HUVECs pro 96 Well in 100 µl Komplettmedium (3.6). 

Am Tag darauf wird das Medium entfernt, die Zellen mit 100 µl PBS gewaschen und an-

schließend 75 µl frisches HUVEC-Mangelmedium (EBM-Basal, 1 % FBS, 1 µg/ml Hydro-

cortison, 50 µg/ml Gentamicin und 0,05 µg/ml Amphothericin B) zugegeben. Daraufhin wer-

den entweder 25 µl HEK 293-Überstand oder 25 µl HUVEC-Mangelmedium mit gelösten 

rekombinanten Proteinen dazugegeben. Es folgt eine Inkubation von 5 Tagen. Zur Durchfüh-

rung des AlamarBlue-Assays werden je Well 10 µl AlamarBlue-Lösung zugegeben, 3 - 6 h 

bei 37° C inkubiert und anschließend die Platten im Fluoroskan Ascent FL (Labsystems) bei  

530 nm/590 nm gemessen. Zur Auswertung wird der Messwert der zu analysierenden Probe 

durch den Messwert der entsprechenden Negativkontrolle geteilt und dadurch der Stimula-

tionsindex berechnet. Bei der Testung von Überständen ist die Negativkontrolle der Leervek-

tor-Überstand, bei gereinigten rekombinanten Proteinen ist dies jeweils der Puffer, indem die 

Proteine gelöst vorlagen. 

4.4.7 Migrationsversuch mit HUVECs  

Endothelzellen besitzen die Fähigkeit in Richtung eines angiogenen Stimulus zu wandern, 

dies wird als Migration bezeichnet. Im Laborversuch lässt sich dieser Vorgang mit Hilfe einer 

Boyden-Kammer untersuchen (Terranova et al., 1985). Das Test-Prinzip besteht aus einer 

oberen und einer unteren Kammer, die durch einen Membranfilter getrennt sind. Die Aussaat 

der Zellen erfolgt in die obere Kammer, während in den Gefäßboden die chemotaktische Lö-

sung gegeben wird. Im Anschluss an eine Inkubation wird die stattgefundene Migration durch 

Auszählen der auf die Unterseite des Filters gewanderten Zellen detektiert.  

Zur Vorbereitung des Migrationsassays werden Migrationskammern (Falcon) mit einer Po-

rengröße von 8 µm in 24 Well-Platten (Falcon) gehängt und diese mit Collagenlösung 
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(Sigma, 0,6 mg/ml in 0,1 N Essigsäure gelöst) beschichtet. Hierzu wird in die Inserts 100 µl 

und in die Wells je 400 µl Lösung gegeben und die Platten über Nacht bei 4° C inkubiert. 

Ebenfalls am Tag vor der Durchführung wird bei einer fast konfluenten T75-Flasche mit 

HUVECs (Cambrex) das Komplettmedium durch Hungermedium (Basalmedium mit  

0,5 % FBS, 1 µg/ml Hydrocortision, 50 µg/ml Gentamicin und 50 ng/ml Amphothericin B) 

ersetzt. Am nächsten Tag wird die Collagen-Lösung entfernt und Inserts und Wells mit 

sterilem 1 x PBS gewaschen. Danach wird in die Wells 500 µl BSA-Hungermedium inklusive 

dem zu testenden Protein gegeben. Das Medium entspricht dem Hungermedium mit der 

Ausnahme, dass anstelle von 0,5 % FBS hier 0,1 % BSA enthalten ist. Zur Testung von HEK 

293-Überständen werden je 100 µl und 400 µl des 0,1 %-iges-BSA-Hungermedium in die 

Wells gegeben. Die Zugabe von 40 ng/ml rekombinanten VEGF zu dem BSA-Hungermedium 

dient als Positiv-, Zugabe von PBS als Negativkontrolle. Vor der Zellaussaat werden die 

Platten für 30 min in einen 37° C Zellkulturbrutschrank gestellt. Währenddessen erfolgt die 

Trypsinierung der HUVECs (4.4.3.3). Zur Zellzahlbestimmung wird das Zellpellet in BSA-

Mangelmedium resuspendiert. Nach Aussaat von je 70.000 Zellen pro Insert in 100 µl BSA-

Mangelmedium, werden die Platten für 6 h bei 37° C in den Brutschrank gestellt. Im 

Anschluss daran wird das Medium abgesaugt und Inserts sowie Wells mit 1 x PBS 

gewaschen. Zum Fixieren der Zellen wird für 10 min 500 µl Formaldehyd-Lösung (3,7 % in 

H2O) zugegeben und danach 4 Waschschritte mit je 500 µl PBS durchgeführt. Ab dem 

zweiten Waschen werden außerdem auf der Oberseite der Insert-Membran die Zellen mit 

einem Wattestäbchen vorsichtig entfernt. Nach Überführung der Inserts in neue Wells folgt 

eine 5-minütige Inkubation mit 0,1 % Triton X 100 Lösung und 3 Waschschritte mit 1 x PBS. 

Um die Zellen auf der Unterseite der Membran sichtbar zu machen, wird eine Kernfärbung 

mit DAPI (Sigma-Aldrich) vorgenommen. Hierzu werden die Inserts in neue 24 Well-Platten 

gehängt, je 500 µl Färbe-Lösung (20 µg/ml DAPI in PBS) in die Wells pipettiert und die 

Platten für 10 min abgedeckt gelagert. Nach 3 PBS-Waschschritten werden die Inserts 

getrocknet und zur Auszählung gefärbter Zellen eine Fluoreszenzmikroskopie (Anregung bei 

360 nm) vorgenommen. Je Insert werden bei einer 400-fachen Vergrößerung je 5 Aufnahmen 

gemacht.  

4.4.8 Mycoplasmen-Test von Zellkulturen 

Um eine Beeinträchtigung der Zellkulturexperimente durch Mycoplasmen-Kontaminationen 

auszuschließen, wurden die verwendeten Kulturen regelmäßig getestet. Der Nachweis erfolgt 

dabei über eine DNA-Färbung mittels DAPI (Xia et al., 1997). Auf diese Weise lassen sich 
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Mycoplasmen bei einer Fluoreszenzmikroskopie (365 nm) an der Färbung der Zellkernmem-

bran (blau) erkennen. Für den Test werden die Zellen in eine 6 Well-Platte ausgesät, am 

nächsten Tag mit PBS gewaschen und mit DAPI-Methanol-Lösung (0,1 µg/ml) für 30 min bei 

37° C inkubiert. Nach einem erneuten PBS-Waschschritt können die Zellen mikroskopiert 

werden. Im Rahmen dieser Arbeit traten keine derartigen Kontaminationen auf.  

4.5 Die Roboter-Plattform der Xantos Biomedicine AG 

4.5.1 Das Screening-System 

Der Hochdurchsatz-Screen wurde durch die Roboter-Plattform der Xantos Biomedicine AG 

ermöglicht. Die Arbeitsschritte werden dabei mit 4 unterschiedlichen Robotern durchgeführt, 

die in den folgenden Abschnitten kurz vorgestellt werden. Die Durchführung des Screens er-

folgte durch die Abteilung „Robotics und Screening“ der Xantos AG. 

4.5.1.1 Picken von Bakterienkolonien: High Efficiency Colony Picker (HECOP ) 

Die getesteten cDNA-Expressionsplasmide stammen aus den Klonkollektionen MGC, RZPD 

und OriGene (3.7.3). Diese sind E. coli-Klone, die jeweils den kompletten offenen Leserah-

men (ORF) eines Gens in einem Expressionsvektor enthalten. Die Lagerung der Bakterien-

stocks erfolgt in 384 Well-Platten in einer 21 %-igen LB/Glycerin-Lösung bei - 80° C. Für die 

Durchführung der DNA-Präparation (4.5.1.2) werden mit einer solchen Platte jeweils vier  

96 Well-Platten mit Hilfe des Picking-Roboters angeimpft. Die E. coli-Zellen werden hierbei 

mit je 1,5 ml LB-Medium (100 ng/ml Ampicillin) in einem Schüttelinkubator (280 rpm) über 

Nacht kultiviert.  

4.5.1.2 Präparation von cDNAs: High Efficiency DNA Isolation Station (HEDIS) 

Zur Präparation der DNAs werden die Übernachtkulturen (4.5.1.1) für 5 min bei 3.000 rpm 

zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes, werden die Bakterienpellets durch Zugabe von 

170 µl Puffer 1 (P1) und 5 min Inkubation bei 1.000 rpm gelöst. Danach wird zu jedem Well 

170 µl Puffer 2 (P2) pipettiert, 10 sec bei 300 rpm geschüttelt und die Platten für 5 min ste-

hengelassen. Im Anschluss daran werden der Lysepuffer (P2) durch Hinzufügen von 170 µl 

Puffer 3 (P3) neutralisiert, die Platten 30 sec bei 1.000 rpm geschüttelt und 5 min bei 4° C 

inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 3.500 rpm werden die Überstände in neue 96 Well-

Platten überführt, jeweils 120 µl Puffer 4 (P4) zugegeben und nochmals für 20 min bei 4° C 

inkubiert. Danach wird 10 min bei 3.500 rpm zentrifugiert, die Überstände in eine neue  

96 Well-Platte transferiert und 150 µl Silika-Lösung (50 mg/ml in ddH2O, 30 min gerührt) 
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hinzugefügt. Nach 5 min bei 850 rpm schließt sich eine weitere Zentrifugation von 5 min bei 

250 rpm an, wodurch die gebildeten DNA-Silika-Komplexe sedimentiert werden. Hiernach 

werden die Überstände abgesaugt, 400 µl Aceton zugegeben, 5 min Inkubation bei 850 rpm 

und erneut bei 250 rpm für 5 min zentrifugiert. Die Überstände hiervon werden verworfen 

und die Platten zum Trocknen auf eine 85° C warme Heizplatte gestellt. Durch anschließende 

Beifügung von 130 µl vorgewärmtem (60° C) HEPES-Puffer und 7 min Schütteln bei  

1.100 rpm wird die DNA freigesetzt. Danach erfolgt durch 5-minütige Zentrifugation bei  

250 rpm die Sedimentation des Silikas. Schließlich werden 110 µl (20 µl verbleiben, um kein 

Silika zu verschleppen) des DNA-haltigen Überstandes in eine neue 96 Well-Platte transfe-

riert und bei 4° C gelagert. Für eine längere Aufbewahrung werden die Platten bei - 20° C 

gelagert. Die Ausbeute an DNA liegt durchschnittlich zwischen 20 - 30 ng/µl.  

4.5.1.3 Transfektion von Zelllinien: High Efficiency Cell Transfection (HECTRA) 

Bevor die von der HEDIS (4.5.1.2) präparierten cDNA-Expressionsplasmide in HEK 293-

Zellen transfiziert werden, erfolgt eine Stichprobenkontrolle der DNA-Konzentrationen. 

Hierzu werden je 5 µl der isolierten DNA auf ein 1 %-iges Agarose Gel (4.2.1.1) geladen. Die 

Elektrophorese wird für 45 min bei 150 V durchgeführt. Zum Vergleich werden auf dasselbe 

Gel fünf verschiedene Referenz-DNAs aufgetragen, die die gewünschte DNA-Konzentration 

aufweisen. Entsprechen sich die Proben, werden die DNA-Platten für die Transfektion ver-

wendet, andernfalls werden die Stichproben erweitert und gegebenenfalls die DNA-Platten 

der Präparation verworfen. Alle Schritte bei der Transfektion werden mit dem Transfektions-

Roboter HECTRA im 96 Well-Format durchgeführt. Die Herstellung eines Transfektions-

ansatzes erfolgt in einem 8-fachen Ansatz. Am Tag vor der Transfektion werden je 96 Well 

22.000 HEK 293-Zellen ausgesät und über Nacht bei 37° C inkubiert. Für die Transfektion 

werden je Ansatz zunächst je 27 µl DNA aus den HEDIS-präparierten DNA-Platten (4.5.1.2) 

mit dem 96-Kopfdispensor in eine 96 Well-Spitzbodenplatte (F-Platte) transferiert. Danach 

folgt die Zugabe von 10 µl CaCl2 (0,67 M), 5 sec Schütteln bei 300 rpm, das Beifügen von  

35 µl HBS (2 x) und Mischen für 5 sec bei 300 rpm. Nach 20 min Inkubation bei Raumtem-

peratur, werden 10 µl Chloroquin (2 mM) zugesetzt und 5 sec bei 300 rpm inkubiert. An-

schließend werden je 11 µl des Transfektionsansatzes auf die Zellen pipettiert und die Platten 

für 4 h bei 37° C im Brutschrank gehalten. Bei der Durchführung eines Proliferationsversuchs 

(4.4.6) wird das Medium durch ein 1,5 %-iges DMEM-Mangelmedium (100 µl) ersetzt.  

2 Tage darauf erfolgt der Transfer der Überstände durch einen weiteren Roboter (HEROS) 

(4.5.1.4). 
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4.5.1.4 Auslesung der Versuchsergebnisse: High Efficiency Readout Station (HEROS) 

Durch den Readout-Roboters (HEROS) erfolgte neben der Messung der HUVEC-Platten auch 

die Aussaat sämtlicher Zellkulturplatten und der Transfer der HEK 293-Überstände auf die 

HUVECs. Am Tag vor der Transfektion werden zunächst die HEK 293-Zellen ausgesät. Um 

eine gleichmäßige Behandlung der Zellen zu erhalten, wird die Aussaat von 100 der 96 Well-

Platten pro Screen-Lauf in 3 Arbeitsschritten vorgenommen. Das Splitten der Zellen erfolgt 

wie beim Passagieren (4.4.3.1), und die Zellaussaatdichte beträgt 22.000 Zellen pro Well. Die 

Aussaat der HUVECs (4.4.3.3) erfolgt am Tag vor dem Überstands-Transfer. Hier werden pro 

Well 2.800 Zellen gegeben. Vor dem Übertrag wird dann zunächst das Medium bei den 

HUVECs gewechselt. Dies erfolgt durch Abnahme von 90 µl des Mediums, Waschen der 

Spitzen im Waschtisch mit PBS und der Zugabe von 200 µl frischen PBS auf die Zellen. Um-

gehend werden 200 µl von den Zellen entnommen, die Spitzen erneut gewaschen und dann je 

Well 75 µl frisches HUVEC-Mangelmedium (4.4.6) zugegeben. Nach dem Mediumwechsel 

bei allen HUVEC-Platten, beginnt der Überstands-Transfer. Hierzu werden zunächst vom 

HEROS je eine cDNAs-exprimierende HEK 293-Zell- und eine HUVEC-Zellplatte aus dem 

Brutschrank auf die Pipettierstation gestellt. Dann werden von den HEK 293-Zellen je Well  

25 µl Überstand entnommen und das Medium auf die HUVEC-Platte gegeben. Die Pipetten-

spitzen werden mit PBS gewaschen und die Zellplatten zurück in den Brutschrank gebracht. 

Nach einer Inkubation von 5 Tagen erfolgt eine Messung der HUVEC-Platten im Ala-

marBlue-Assay. Hierzu wird zunächst eine AlamarBlue-Lösung herstellt. Je zu messendem 

Well, werden 11µl AlamarBlue und 9 µl des HUVEC-Basalmediums (EBM®, Clonetics) ge-

mischt und ohne einen Mediumwechsel zu den HUVECs gegeben. Nach einer Inkubation von 

4 h im Brutschrank erfolgt das Auslesen im Fluoreszenz-Reader bei 530 nm/590 nm. Um 

Kontaminationen als Ursache für einen Hit ausschließen zu können, werden alle positiven 

Wells manuell am Mikroskop auf Verkeimungen überprüft.  

4.6 Online Datenbanken und Programme 

Basierend auf DNA- und Protein-Sequenzdaten wurden bioinformatische Analysen (in silico) 

auf verschiedenen WorldWideWeb-Servern sowie mit unterschiedlichen Computerprogram-

men durchgeführt. 

NCI (National Cancer Institute):     http://www.nci.nih.gov/

The CANCER GENOME ANATOMY PROJECT (CGAP)  

 in silico Expressionsanalysen mit EST-Datenbanken 

http://cgap.nci.nih.gov/
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NCBI (National Center for Biotechnology Information): 

 Literatursuche mit Pubmed: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) DNA- und Proteinsequenzvergleiche: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

 Genomorganisation: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html  

ExPASy Proteomics tools:      http://us.expasy.org/tools/  

 Berechnung von pI und MW (Compute pI/Mw): 

http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html 

 Vorhersage von Primärstrukturen, so genannter coiled-coil-Regionen („Coils“): 

http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html  

 Vorhersage von Sekundärstrukturen (SOPM (Self-optimized Prediction Method)): 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html  

 Vorhersage potentieller Proteinmodifikationsstellen I (Proscan Prositescan): 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html  

 Vorhersage potentieller Proteinmodifikationsstellen II (SMART (Simple Modular Archi-

tecture Research Tool)): 

http://smart.embl-heidelberg.de/  

 Vorhersage von Transmembrandomänen, hydrophober Regionen (TMpred): 

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html  

 

Alignment (Abgleich) von DNA- und Proteinsequenzen: 

Clone Manager 6, Align Plus 4, Version 4.10 

 

Erstellen des Literaturverzeichnisses: 

Reference Manager Professional Network Edition Version 9.5N (ISI ResearchSoft) 

 

52 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html
http://us.expasy.org/tools/
http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html
http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html


  5. Ergebnisse 

5 Ergebnisse 

5.1 Etablierung eines Hochdurchsatz-Screen-Systems 

Mit Hilfe eines vollautomatisierten Hochdurchsatz-Screens wurden sezernierte Proteine iden-

tifiziert, die einen pro-angiogenen Effekt bewirken.  

5.1.1 Das Screen-Prinzip 

Die Durchführung aller Zellkulturversuche im Screen erfolgte in Mikrotiterplatten mit  

96 Wells. Das Prinzip dabei war, dass konditionierte Medienüberstände (Überstände), die 

durch die Expression verschiedener cDNA-Expressionsplasmide generiert wurden, auf endo-

thelialen Zellen getestet wurden (Abb. 5.1).  
 

 
Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Screen-Ablaufs 

Zu diesem Zweck wurden einzelne cDNA-Expressionsplasmide aus Bakterienkulturen präpa-

riert und die gewonnenen cDNAs individuell in eine Zelllinie transfiziert. Nach einer defi-

nierten Expressionsdauer erfolgte der Transfer der Überstände auf Tester-Zellen und nach 

einer erneuten Inkubation die Ermittlung der Proliferationsraten. Überstieg ein Messwert ei-

nen definierten Schwellenwert, wurde die entsprechende cDNA als positives Signal (Hit) ge-

wertet. Die durch den Screen identifizierten Hits wurden nach einem einheitlichen Schema 

weiter bearbeitet (Abb. 5.2). 
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung für den Ablauf nach der Identifizierung eines Hits 

Der Identifizierung im Screen folgte die Bestätigung durch manuelle Proliferationsversuche. 

Zur Überprüfung, ob ein Hit eine Spezifität für Endothelzellen aufweist, wurden die entspre-

chenden Überstände außerdem in einem Proliferationsversuch mit nicht endothelialen Zellen 

getestet. Hierbei wurden primäre humane Fibroblasten (NHDF) (Shipley et al., 1989) verwen-

det, da bei anderen Zelllinien, wie beispielsweise Keratinozyten oder Epidermiszellen, selbst 

mit bekannten Wachstumsfaktoren keine Stimulation der Zellproliferation erreicht werden 

konnte (Daten nicht gezeigt). Weiter wurden die cDNA-Inserts der Hits-Expressionsplasmide 

vollständig sequenziert. Die erhaltenen Sequenzinformationen wurden dann mit den Daten-

banken des „National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) abgeglichen und bioin-

formatisch analysiert. 

5.2 Entwicklung des Screen-Protokolls  

Zur Etablierung des Screen-Protokolls wurde zuerst nach geeigneten Zellen gesucht. Dabei 

wurde eine Zelllinie ausgewählt, die eine effiziente Expression der cDNA-kodierten Proteine 

gewährleistete (5.2.1). Zudem erfolgte die Bestimmung endothelialer Tester-Zellen, die der 

Messung pro-angiogener Effekte diente (5.2.3). Die Protokolle wurden durch manuelle Ver-

suche etabliert und anschließend auf die Roboter-Plattform übertragen (5.2.11). Die folgende 

Abbildung zeigt eine Zusammenfassung der einzelnen Arbeitsschritte. 
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Abb. 5.3: Überblick über die einzelnen Arbeiten zur Etablierung des Screen-Protokolls 

Dieses Schema (Abb. 5.3) dient als Orientierungshilfe über den Entwicklungsstand des 

Screen-Protokolls. Der jeweils besprochene Arbeitsschritt wird schwarz hervorgehoben. 

5.2.1 Auswahl der cDNA-Expressions-Zelllinie 

Für die cDNA-Expression musste eine Zelllinie gefun-

den werden, die sich reproduzierbar und kostengünstig 

mit dem Transfektions-Roboter (HECTRA) transfizieren 

lässt. Mit CHO- (Puck, 1979), COS-7- (Gluzman, 1981) 

und HEK 293-Zellen (Graham et al., 1977) wurden drei 

gängige Zelllinien auf ihre Transfizierbarkeit getestet. 

Dies erfolgte mit Hilfe eines cDNA-Expressionsplas-

mids, welches das Grün Fluoreszierende Protein (GFP) 

kodierte (Chalfie et al., 1994). Zur Quantifizierung der produzierten Proteinmengen wurden 

48 h nach der Transfektion die Signalintensitäten des GFP-Proteins mit einem Fluoreszenz-

Messgerät (Labsystems) erfaßt. Bei den HEK 293-Zellen wurden die höchsten Werte gemes-

sen und somit die besten Transfektionseffizienzen. Eine optische Auszählung grün leuchten-

der Zellen ergab eine Effizienz von ca. 90 %. Dieses Resultat wurde mit der Kalziumphos-

phat-Methode sowohl manuell als auch mit dem HECTRA erreicht. Bei den CHO- und COS-

7-Zellen konnten in manuellen Tests mit Metafectene (Biontex) zwar ähnliche Ergebnisse er-

zielt werden, bei der Durchführung mit dem HECTRA jedoch nicht. Daher wurden die HEK 

293-Zellen zur cDNA-Expression ausgewählt. 
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5.2.2 Erzeugung konditionierter HEK 293-Überstände 

Eine weitere Bedingung an die Expressions-Zelllinie 

war, dass die cDNA-Expression eines endothelialen 

Wachstumsfaktors zu einem konditionierten Überstand 

führt, nach dessen Transfer auf endotheliale Tester-Zel-

len eine Proliferationssteigerung messbar ist. Die Proto-

kolletablierung wurde daher mit einem humanen VEGF-

cDNA-Expressionsplasmid durchgeführt. Nach der Ex-

pression von VEGF in HEK 293-Zellen wurde bereits 

gezeigt, dass es zur Sekretion eines aktiven endothelialen Proliferationsfaktors ins Medium 

kommt (Leung et al., 1989). Zur Quantifizierung der Proteinmengen wurde ein VEGF-ELISA 

durchgeführt (Abb.5.4). 
Abb. 5.4: VEGF-Nachweis im Überstand 
transfizierter HEK 293-Zellen  
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Der ELISA erfolgte mit dem PromoKine Kit 
(PromoCell) und wurde nach Herstelleranga-
ben durchgeführt. Die HEK 293-Zellen wur-
den nach der Transfektion in 1,5 %-igem 
DMEM-Mangelmedium kultiviert, 48 h dar-
auf je 96 Well 10 µl Überstand entnommen 
und in die Bestimmung eingesetzt. Die 
VEGF-Konzentration ist in ng/ml angegeben. 
 
 
 

 

Mittels ELISA wurden 48 h nach der Transfektion des VEGF-cDNA-Expressionsplasmids 

VEGF-Konzentrationen von ca. 60 ng/ml im Überstand gemessen. Dies entsprach einer ca.  

6-fachen Erhöhung gegenüber der Leervektorkontrolle. Diese Konzentration ist ausreichend 

für die Messung eines physiologischen Effekts von VEGF (Yoshida et al., 1996).

5.2.3 Auswahl der Tester-Zellen 

Im nächsten Schritt wurden endotheliale Tester-Zellen ausgewählt, die zum Nachweis prolife-

rativer Stimuli geeignet sind. Die Quantifizierung eines solchen Effekts erfolgte dabei zum 

einen durch eine Zellzahlbestimmung und zum anderen mittels eines Reportergen-Versuchs, 

mit dem die Aktivierung mitogener Gene gemessen wird. Zur Auswahl standen sowohl en-

dotheliale Zelllinien als auch primäre Endothelzellen. Für eine Zelllinie spricht, dass es sich 

um robuste Zellen mit einfacher Handhabung handelt, die in herkömmlichem Medium kulti-

viert und nahezu beliebig expandiert werden können. Weiter haben diese mit 18 - 24 h gegen-

über Primärzellen (42 - 66 h) relativ kurze Verdopplungszeiten, wodurch eine schnelle Mess-
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barkeit eines proliferativen Effekts zu erwarten war. Darüber hinaus können mit ihnen stabile 

Reportergen-Zelllinien generiert werden. Der Vorteil von Primärkulturen ist hingegen der 

Erhalt wesentlicher endothelialer Wachstumseigenschaften, weil diese weder transformiert 

noch immortalisiert sind. Die ausgewählten Primärzellen HUVECs sind human, die Zelllinien 

MS1- und bEnd3-Zellen sind dagegen murinen Ursprungs. Nachteile der Primärzellen sind 

ihre schwierige Handhabung, die Notwendigkeit eines teuren Spezialmediums und eine nur 

begrenzte Verwendbarkeit von 7 Passagen.  

5.2.4 Verwendung endothelialer Zelllinien im Proliferationsversuch 

Die MS1- (Arbiser et al., 1997) und bEnd3-Zellen 

(Montesano et al., 1990) wurden zunächst auf ihre Eig-

nung für einen Proliferationsversuch überprüft. Das 

erste Ziel war, ein möglichst minimal serumhaltiges 

Mangelmedium zu definieren, in dessen Gegenwart die 

Zellen weder absterben noch proliferieren. Hierzu er-

folgte die Inkubation in unterschiedlich serumhaltigen 

Mangelmedien und danach eine Zellzahlbestimmung 

mittels eines AlamarBlue-Assays. Dieser ermittelt die Zellzahl indirekt anhand einer Messung 

der metabolischen Aktivität. Beide Zelllinien zeigten keine signifikanten Unterschiede. Abb. 

5.5 zeigt das Ergebnis für bEnd3-Zellen. 
Abb. 5.5: Untersuchung verschiedener 
bEnd3-Mangelmedien  
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Die Zellaussaat erfolgte in einem Komplett-
medium. 24 h darauf wurde dieses durch 
unterschiedlich serumhaltige DMEM-Man-
gelmedien (0,2 % - 10 %) ersetzt. 5 Tage 
später folgte die Messung im AlamarBlue-
Assay. Die Messwerte wurden in relativen 
Fluoreszenzeinheiten (RFE) angegeben und 
Standardabweichungen ausgehend von der 
Grundgesamtheit berechnet. 
 

 

Nach Inkubation mit 10 %-igen gegenüber 0,2 %-igen Mangelmedium wurde eine 4-fach 

größere Zellzahl ermittelt. Lichtmikroskopisch zeigten sich mit zunehmendem Serumgehalt 

höhere Zelldichten. Eine Abschätzung ergab bei 0,2 % und 0,5 % Serum eine Konfluenz von 

ca. 30 % und bei 1 % ca. 60 %. Ab 2 % Serum waren die Zellen dicht gewachsen. Im nächs-

ten Schritt wurde getestet, ob die Zugabe rekombinanter Wachstumsfaktoren zum Mangelme-

dium eine Zellzahlsteigerung bewirkt. Ausgehend von einer VEGF-Konzentration über  

60 ng/ml, die nach Expression einer VEGF-cDNA in Überständen erreicht wird (Abb. 5.4), 
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wurden verschiedene Mengen rekombinanter Faktoren zu unterschiedlich serumhaltigen Man-

gelmedien beigesetzt. Die Inkubation und Messung erfolgte wie zuvor. Dabei diente VEGF 

und bFGF als Positivkontrolle und PBS, in dem die Faktoren gelöst vorlagen, als Negativ-

kontrolle. Bei unabhängigen Versuchen wurden zwar serumabhängige Zellzahlsteigerungen 

erreicht, im Gegensatz dazu konnte durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren kein zusätzli-

cher Effekt nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Für die Suche nach neuen Wachs-

tumsfaktoren ist der Assay mit diesen Zellen daher ungeeignet. 

5.2.5 Testung endothelialer Zelllinien im transienten Reportergen-Assay 

Die Durchführung der Reportergen-Versuche erfolgte mit einem induzierbaren Reportergen-

Konstrukt. Bei diesem steht das Firefly-Luziferasegen (Brasier and Ron, 1992) unter der Kon-

trolle eines im Promotorbereich befindlichen „Serum Response Element“ (SRE) (Treisman, 

1992). SRE ist ein wichtiges regulatorisches Transkriptionselement im c-fos Promotor, wel-

ches die Aktivierung von Proliferationsgenen kontrolliert. Der Einsatz dieses Reportergen-

Konstrukts ermöglicht die Messung früher mitogener Effekte während der Aktivierung von 

Proliferation, noch bevor eine Zellteilung stattfindet. Die Untersuchungen fanden mit beiden 

Zelllinien zunächst in transienten Expressionsversuchen statt. Ein Abgleich der Transfektions-

effizienz erfolgte durch gleichzeitige Transfektion eines konstitutiv aktiven Renilla-Luzife-

rase-cDNA-Expressionsplasmids. Die Stimulationsversuche wurden prinzipiell ähnlich wie 

zuvor die Proliferationsversuche (5.1.4) durchgeführt. Die Zugabe verschiedener Konzentra-

tionen rekombinanter Wachstumsfaktoren erfolgte ebenfalls in Gegenwart von Mangelmedien 

mit unterschiedlichem Serumgehalt. Die Test-Messung wurde hierbei bereits 2 Tage nach der 

Transfektion vorgenommen und bestand aus einer Aktivitäts-Messung beider Luziferasen.  

Bei den bEnd3-Zellen wurde durch Zugabe von 10 % gegenüber 0,2 % Serum eine 2,5-fache 

Steigerung der Reportergen-Aktivität ermittelt, bei den MS1-Zellen ergab sich eine 1,6-fache 

Steigerung. Die Wachstumsfaktorzugabe zeigte jedoch wiederum keine Wirkung, weshalb 

auch dieser Assay als ungeeignet ausschied. 

5.2.6 Erzeugung und Analyse stabiler SRE-Luziferase-Reportergen-Zelllinien 

Aufgrund ausbleibender Reportergenaktivierung durch rekombinante Faktoren in transienten 

Versuchen, wurden mit den MS1- und bEnd3-Zellen stabile Reportergen-Zelllinien generiert. 

Da dann der Transfektionsschritt wegfällt, wird ein stabileres Zellkultursystem erreicht, wäh-

rend eine Transfektion zu Zellschädigungen und Messwertschwankungen führt. Für beide 

Zelllinien wurden je 15 stabile SRE-Luziferase-Reportergen-Klone erzeugt, expandiert und 
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analysiert. Die Testung erfolgte wie zuvor mit verschiedenen Mangelmedien und anschlie-

ßend mit rekombinanten Faktoren. Da die erhaltenen Zell-Klone widerstandsfähiger waren, 

konnte ihre Kultivierung in serumfreien Mangelmedium stattfinden und die Inkubationsdauer 

auf 72 h verlängert werden. Zum Nachweis der exprimierenden Klone erfolgte die Induktion 

mit 10 % Serum (Daten nicht gezeigt). Hierbei wurden 6 MS1- und 5 bEnd3-Klone mit Luzi-

ferase-Aktivitäten über dem Hintergrund bestimmt. Die beste Induktion bei den MS1-Klonen 

lag bei einer 1,5-fachen Messwertsteigerung, bei den bEnd3-Klonen betrug diese 5,4-fach. Da 

die Induktionen der MS1-Klone schlechter waren als bei den transienten Versuchen (5.2.5), 

wurden Versuche mit rekombinanten Faktoren lediglich mit den bEnd3-Klonen durchgeführt. 
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Abb. 5.6: Testung eines stabilen bEnd3-Luziferase-Reportergen-Klons (Klon1)  
Die Zellen wurden für 66 h bei 0,5 % Serum kultiviert und anschließend für 18 h durch verschieden serumhaltige 
Mangelmedien induziert. Die Wachstumsfaktoren wurden in einer Konzentration von 50 ng/ml zugesetzt. Als 
Negativkontrolle diente jeweils die entsprechende Menge PBS (ohne Faktoren). Die Messung erfolgte im Lumi-
neszenz-Reader. Die Messwerte sind in relativen Lumineszenzeinheiten (RLE) angegeben. 

In Abb. 5.6 sind die Ergebnisse des bEnd3-Klon 1 dargestellt. Nach Zugabe von 10 % Serum 

konnten ca. 5,4-fach höhere Messerwerte als bei der Kontrolle ohne Serum (ohne Faktoren) 

erhalten werden. Die Ergänzung des Mangelmediums mit rekombinanten Faktoren bewirkte 

dagegen nur eine Induktion um das 1,2-fache durch bFGF und PDGF und das 1,1-fache bei 

VEGF. Diese Ergebnisse konnten aber weder gesteigert noch stetig reproduziert werden. 

Aufgrund insgesamt mangelnder Stimulierbarkeit durch endotheliale Wachstumsfaktoren be-

wiesen sich MS1- und bEnd3-Zellen für den Einsatz im Screen als ungeeignet.  
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5.2.7 Etablierung eines Proliferationsversuchs mit primären Endothelzellen 

Als primäre Endothelzellen wurden humane Nabel-

schnurvenen-Endothelzellen (HUVECs) ausgewählt. 

Die Protokolletablierung verlief analog zu den endothe-

lialen Zelllinien (5.2.4). Die Wachstumsmedien der en-

dothelialen Zelllinien und der HUVECs unterscheiden 

sich im Basalmedium und den einzelnen zugesetzten 

Komponenten. HUVECs benötigen ein teures Spezial-

Basalmedium, welches anstelle von Penicillin/Strepto-

mycin Gentamicin/Amphothericin B enthält, sowie den humanen epidermalen Wachstums-

faktor (hEGF) (Carpenter and Cohen, 1976), Rinderhirnextrakt (BBE) und Hydrocortison. 

Neben dem Serumgehalt wurde auch die BBE-Konzentration variiert. Da sich kein Einfluss 

auf das Wachstumsverhalten der HUVECs ausmachen ließ (Daten nicht gezeigt), wurde an-

schließend völlig auf BBE verzichtet. Außerdem wurde auch auf hEGF im Mangelmedium 

verzichtet. Für diesen epithelzellspezifischen Wachstumsfaktor wurde durch einen Prolifera-

tionsversuch gezeigt, dass er in diesem Assay keinen Einfluss auf die Stimulierbarkeit der 

HUVECs hat. Zur Definition eines geeigneten HUVEC-Mangelmediums wurden verschie-

dene Serumkonzentrationen getestet (Abb. 5.7). 
Abb. 5.7: Test verschieden serum-
haltiger HUVEC-Mangelmedien  
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Die Aussaat von 3.000 Zellen/Well 
erfolgte im Komplettmedium. 24 h 
darauf wurde dieses durch verschieden 
serumhaltige Mangelmedien (0 - 2 % 
Serum) ersetzt. Als Kontrolle diente 
Komplettmedium (KM). Die Zellzahl-
bestimmung erfolgte 5 Tage nach 
Zugabe durch AlamarBlue-Assay. Die 
Messwerte sind in relativen Fluores-
zenzeinheiten (RFE) angegeben.  

 

Erwartungsgemäß wurden bei geringerem Serumgehalt auch kleinere Messwerte erhalten. Die 

Signale reduzierten sich hierbei im 2 %-igen Medium auf 46 % und im serumfreien Medium 

auf 15 % gegenüber den Werten beim Komplettmedium (KM). Ferner wurde bei einer Licht-

mikroskopie die Beobachtung gemacht, dass ab einem Serumgehalt ≤ 0,5 % zunehmend ku-

gelige bzw. tote Zellen zu sehen waren. Im nächsten Schritt erfolgte die Stimulation durch 

rekombinante Faktoren in Gegenwart verschiedener Mangelmedien (Abb. 5.8). 
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Abb. 5.8: Stimulation von HUVECs durch 
rekombinante Faktoren  
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Die Durchführung erfolgte in Gegenwart 
verschiedener Mangelmedien (mit 0,1 %,  
0,5 % und 1 % Serum) und wurde mit je  
50 ng/ml bFGF (schwarz) oder VEGF (grau) 
erreicht. Als Negativkontrolle diente PBS. 
Die Zellzahlen wurden 5 Tage nach Zugabe 
durch AlamarBlue-Assay bestimmt. Die 
Messwerte sind in relativen Fluoreszenzein-
heiten (RFE) angegeben. 
 

 

In Gegenwart von 1 % Serum wurden durch VEGF eine um 2-fach und durch bFGF um  

3,2-fach höhere Zellzahl gegenüber der PBS-Kontrolle ermittelt. In 0,5 % Serum waren die 

Steigerungen mit den Faktoren bereits deutlich geringer, und bei 0,1 % Serum war kein Un-

terschied mehr gegenüber der PBS-Kontrolle zu sehen. Zur Beurteilung der Spanne des Kon-

zentrationsbereiches, in dem proliferative Effekte durch rekombinante Faktoren erhalten 

werden können, wurde am Beispiel VEGF eine Verdünnungsreihe getestet (Abb. 5.9). 
Abb. 5.9: Vergleich verschiedener VEGF-
Konzentrationen im HUVEC-Mangelmedium 
(1 % FBS)  
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PBS diente als Negativkontrolle, da VEGF in 
diesem gelöst vorlag. Die Zellzahlbestimmung 
erfolgte 5 Tage nach Zugabe durch den Ala-
marBlue-Assay. Die Messwerte sind in relativen 
Fluoreszenzeinheiten (RFE) angegeben. 
 

 

 

 

Mit zunehmender VEGF-Konzentration wurden höhere Stimulationen erhalten, wobei mit  

10 bis 50 ng/ml VEGF reproduzierbar eine 2 - 6-fache Steigerung erreicht wurde. Da ebensol-

che Konzentrationen nach Expression einer VEGF-cDNA in Überständen von HEK 293-Zel-

len ermittelt wurden (5.1.2), bestätigten sich HUVECs als geeignete Tester-Zellen für den 

Screen.  

5.2.8 Evaluierung des Screen-Protokolls mit HUVECs als Tester-Zellen und 

HEK 293-Zellen als Expressions-Zelllinie 

Zunächst wurde das Screen-Protokoll weiter mit manuellen Versuchen entwickelt. Dabei galt 

es, die Protokolle unter Einbeziehung der ausgewählten Zellen anhand von Parametern wie 

beispielsweise Medienzusammensetzungen, Aussaatdichten und Inkubationszeiten der Zellen 

zu optimieren. 
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5.2.8.1 Proteinproduktion der HEK 293-Zellen in DMEM- und HUVEC-Medium  

Nachdem HUVECs durch kommerzielles rekombinantes 

VEGF stimuliert werden konnten, wurde getestet, ob in 

HEK 293-Zellen produziertes VEGF ebenfalls funktio-

nell ist. Da HUVECs nicht wie HEK 293-Zellen in 

DMEM kultiviert werden, wurde zunächst überprüft, ob 

sie in Gegenwart von DMEM stimuliert werden können. 

Hierzu wurden HUVECs in Gegenwart von  

1 %-igem DMEM-Mangelmedium durch kommerzielles 

rekombinantes VEGF stimuliert. Gegenüber der 6-fachen Steigerung zuvor (Abb. 5.9), wur-

den mit 50 ng/ml VEGF lediglich eine 1,4-fache Steigerung erzielt. Daher wurde überprüft, 

ob HEK 293-Zellen nach der Transfektion anstelle von DMEM- auch in HUVEC-Mangelme-

dium kultiviert werden können. Zudem wurde im DMEM-Mangelmedium Penicillin gegen 

Gentamicin und Streptomycin gegen Amphotericin B ausgetauscht. Dies geschah, weil Tests 

zeigten, dass die Zugabe von Penicillin und Streptomycin zu HUVECs ein vermehrtes Ab-

sterben zur Folge hat. Außerdem wurde kontrolliert, ob HUVEC- oder DMEM-Mangelme-

dium sich unterschiedlich auf die Transfizierbarkeit der HEK 293-Zellen auswirkt. Dazu er-

folgten Versuche mit einem GFP-cDNA-Expressionsplasmid. 48 h nach Transfektion wurden 

die Signalintensitäten des GFP-Proteins gemessen, wobei sich in beiden Medien vergleich-

bare Intensitäten ergaben. Die Transfektionseffizienzen lagen bei ca. 80 % und waren nur 

geringfügig schlechter als im herkömmlichem HEK 293-Medium (90 %) (5.2.1). Außerdem 

wurden von beiden Medien verschiedene Überstandsmengen auf HUVECs transferiert.  

Abb. 5.10: Proteinproduktion mit 
HEK 293-Zellen in verschiedenen 
Mangelmedien  
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Die Proteinproduktion in HEK 293-
Zellen erfolgte für 48 h in DMEM- 
(grau) oder HUVEC-Mangelme-
dium (schwarz). 24 h nach Aussaat 
der HUVECs wurde das Medium 
entfernt und durch 4 verschiedene 
Mengen Überstand mit HUVEC-
Mangelmedium ad 100 µl ersetzt. 
Als Positivkontrollen dienten Über-
stände von VEGF oder bFGF, als 
Negativkontrolle Leervektor-Über-

stände. Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach 5 Tagen im AlamarBlue-Assay. Die Messwerte sind in relativen 
Fluoreszenzeinheiten (RFE) angegeben. 
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Dabei konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart beider Medien aktives VEGF und bFGF 

produziert wurde und durch Erhöhung der Menge des transferierten Überstandes zunehmend 
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geringere Messwerten erhalten werden. Dies trat unabhängig von der exprimierten cDNA und 

dem verwendetem Mangelmedium auf. Die besten Stimulationen wurden nach dem Transfer 

von 25 µl Überstand und Produktion in DMEM-Mangelmedium erreicht. Hierbei wurde mit 

VEGF eine 2,4-fache und mit bFGF eine 4,3-fache Stimulation erzielt. Aufgrund dieser Er-

gebnisse wurden HEK 293-Zellen fortan nach der Transfektion in 1,5 %-igen DMEM-Man-

gelmedium kultiviert und nach 48 h je 25 µl Überstand auf HUVECs in 75 µl HUVEC-Man-

gelmedium transferiert. 

5.2.8.2 Zellaussaat von HUVECs und HEK 293-Zellen 

Die Aussaat und Transfektion der HEK 293-Zellen wurde mit der Kalzium-Phosphat-Me-

thode durchgeführt (Grimm and Kachel, 2002). Mit einer Aussaatdichte von 21.000 Zellen 

pro 96 Well wurden reproduzierbare Transfektionseffizienzen zwischen 80 - 90 % erreicht. 

Von den HUVECs wurden 3.000 Zellen pro 96 Well ausgesät. 24 h nach Aussaat waren die 

Zellen zu ca. 20 % konfluent. Bei einer Lichtmikroskopie wurden keine morphologischen 

Auffälligkeiten beobachtet. 

5.2.8.3 Positionseffekte bei 96 Well-Platten 

Bei AlamarBlue-Assay Messungen zeigte sich die Auffälligkeit, dass die Messwerte der äuße-

ren Wells generell niedriger waren als die der inneren Wells einer 96-er Platte (Abb. 5.11). 
 

Abb. 5.11: Aufteilung in 36 äußere und 60 innere Wells einer Platte 

 

 

 
 

 

Durch einen Proliferationsversuch wurde dieser Positionseffekt quantifiziert. Hierzu wurden 

HUVECs in einer 96 Well-Platte ausgesät und 5 Tage darauf die Zellzahlen durch 

AlamarBlue-Messung bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden von den 

36 äußeren, den 60 inneren und der Gesamtheit aller 96 Wells berechnet. Ein Ergebnisver-

gleich zeigte, dass die Messwerte innerhalb der Gruppe mit den äußeren oder inneren Wells 

homogener waren, als die der gesamten Platte. Die Mittelwerte der inneren Wells waren 

durchschnittlich 12,5 % höher als die der äußeren. Die zugehörigen Standardabweichungen 

hingegen waren mit 4,26 und 4,30 für beide Gruppen nahezu identisch. Bei der Betrachung 

aller Wells der Platte ergab sich mit 6,99 eine deutlich höhere Standardabweichung. Weil die 

Standardabweichung für die Definition eines Hits eine wesentliche Rolle spielt (5.2.9), 
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machten diese Kalkulationen eine getrennte Auswertung der äußeren und inneren Wells er-

forderlich. Der Effekt lässt sich durch erhöhte Verdunstungsraten in den äußeren Wells erklä-

ren. Am Tag der Messung war zu sehen, dass die Mediummengen in den äußeren Wells ge-

ringer waren. Geänderte Pufferbedingungen führen hier vermutlich zu einem schlechteren 

Zellwachstum.  

5.2.9 Definition eines Hits 

Die Definition eines Hits erfolgte bei den Etablierungs-

arbeiten und dem Screen unterschiedlich. Bei den Etab-

lierungsarbeiten wurden die Messwerte der Positiv- mit 

den Negativkontrollen verglichen. Hierzu wurden zu-

nächst die Mittelwerte und Standardabweichungen der 

AlamarBlue-Assay Messwerte berechnet und anschlie-

ßend mit den Werten der Negativkontrollen ein 

Schwellenwert kalkuliert. Dieser errechnete sich durch 

Addition eines Vielfachen der Standardabweichung zum Mittelwert. Der Wert des Vielfachen 

musste dabei die Bedingung erfüllen, dass durch den Schwellenwert keine Positivkontrolle als 

negativ und keine Negativkontrolle als positiv (Hit) gewertet wurde. Im Folgenden wurden 

Messwerte, deren Mittelwert den berechneten Schwellenwert überstieg, als positives Signal 

bzw. als Hit definiert. Beim Screen werden die HEK 293-Zellplatten komplett mit cDNA-

Expressionsplasmiden der Kollektionssammlungen transfiziert und enthalten daher keine in-

ternen Negativkontrollen. Wegen des Positionseffektes (5.2.8.3) erfolgte die Auswertung der 

HUVEC-Platten geteilt in zwei Gruppen, die 36 äußeren und 60 inneren Wells. Ein Hit defi-

nierte sich dadurch, dass ein Messwert den Mittelwert seiner zugehörigen Gruppe um min-

destens die 2,5-fache Standardabweichung übersteigt. Eine weitere Bedingung an einen Hit 

war, dass dasselbe cDNA-Expressionsplasmid in einer unabhängigen Testung der gleichen 

Kollektionsplatte ebenfalls bestätigt wurde. Überdies erfolgte eine visuelle Kontrolle jeder 

Platte. Damit wurde sichergestellt, dass es sich nicht um ein falsch positives Signal durch eine 

bakterielle oder HEK 293-Zellen Kontamination handelte. In diesem Fall wurde ein Hit als 

falsch positiv deklariert und von der weiteren Bearbeitung ausgeschlossen. 

5.2.10 Statistische Signifikanz - Wiederfindungsrate und falsch Positive/Negative 

Für den Erfolg des Screens war ein reproduzierbarer und stabiler Versuchsaufbau wichtig. 

Dies gewährleistete hohe Trefferquoten und reduzierte die Anzahl falsch positiver oder nega-
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tiver Hits. Falsch Positive waren bei den manuellen Etablierungsarbeiten Negativkontrollen, 

die durch hohe Messwertschwankungen als Hit definiert wurden. Beim Screen hingegen wa-

ren es in der Regel Messwerterhöhungen, die durch Kontaminationen verursacht wurden. Bei 

falsch Negativen wurde eine Positivkontrolle nicht als Hit identifiziert. Die Tauglichkeit der 

Hit-Definition (5.2.9) wurde bei den manuellen Etablierungsarbeiten zu drei Zeitpunkten 

überprüft. Hierzu wurden bei drei Proliferationsversuchen jeweils die Wiederfindungsraten 

der Positivkontrollen und falsch negativen Ergebnisse bestimmt. Die erste Erfassung erfolgte 

bei der Stimulation von HUVECs durch kommerzielle rekombinante Wachstumsfaktoren 

(5.2.7, Abb. 5.9). Danach wurde ein Proliferationsversuch herangezogen, bei dem HEK 293-

Überstände getestet wurden (5.2.8.1, Abb. 5.10). Schließlich flossen Ergebnisse eines Expe-

rimentes ein, bei dem Aussaat und Mediumwechsel der HUVECs mit dem Roboter (HEROS) 

getätigt wurden. Anstelle von HEK 293-Überständen wurden in diesem Fall HUVEC-Man-

gelmedien mit oder ohne rekombinante (rek.) Wachstumsfaktoren (15 ng/ml) auf die 

HUVECs transferiert. Tab. 5.1 fasst die Ergebnisse zusammen und zeigt die Statistik des 

Screens. 
Tab. 5.1: Bestimmung der Wiederfindungsraten von Positivkontrollen zu drei Stadien der Assay-Etablie-
rung und dem Screen  
Bei der Durchführung mit Robotern wurden falsch negative Werte nicht erhoben. 
 

 1. manuelle 
Testung mit 

rek. Faktoren 

2. manuelle 
Transfektion 
& Übertrag 

3. Roboter-Aussaat 
und Übertrag 

mit rek. Faktoren 

4. Screen  
34.596 cDNAs 

(Origene/MGC) 
Falsch positiv 0 % ca. 1 % ca. 1 % < 1,6 % 
Falsch negativ 0 % ca. 1 % nicht erhoben nicht erhoben 
Positivkontrollen - 
Wiederfindungsrate 

100 % 100 % ca. 95 % > 94 % 

VEGF-Wiederfindungsrate 100 % ca. 98 % 100 % *nicht erhoben 
bFGF-Wiederfindungsrate  100 % 100 % 100 % *nicht erhoben 
aFGF-Wiederfindungsrate nicht erhoben nicht erhoben ca. 82 % *nicht erhoben 

* Positivkontrollen wurden in ihrer Gesamtheit betrachtet und nicht getrennt nach einzelnen Wachstumsfaktoren aufgeführt. 
 

Tab. 5.1 ist zu entnehmen, dass mit zunehmender Automatisierung der Versuche, der prozen-

tuale Anteil falsch positiver Ergebnisse zu- und die Wiederfindungsrate etwas abnimmt. Im 

vollautomatisierten Screen wurden ca. 2 % falsch Positive bestimmt und eine Wiederfin-

dungsrate von ca. 92 % der Positivkontrollen erzielt. Die Statistik für den Screen wurde an-

hand der Ergebnisse von vier Kontrollplatten (5.2.11.3, Abb. 5.15) erstellt. 
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5.2.11 Transfer des Proliferationsversuchs auf die Roboter-Plattform 

In manuellen Experimenten wurde die Funktionalität des 

Proliferationsversuchs mit HUVECs und HEK 293-

Überständen gezeigt. Im nächsten Schritt erfolgte der 

Transfer der Versuche auf die Roboter-Plattform. Da die 

Arbeitsflächen der Roboter nicht mit Sterilwerkbänken 

ausgestattet waren, bestand eine erhöhte Kontamina-

tionsgefahr. Aus diesem Grund wurden vorab Sterilitäts-

tests durchgeführt. Bei diesen wurden 96 Well-Platten 

mit Mangelmedium (5.2.8.1) befüllt und für 1 h ohne Deckel in verschiedenen Arbeitsbe-

reichen der Roboter aufgestellt und anschließend für 2 Tage bei 37° C inkubiert. Dabei wurde 

eine Vielzahl vorwiegend bakterieller Kontaminationen festgestellt. Entsprechende Befunde 

wurden ebenfalls bei ersten Testläufen mit den Robotern erhalten. Möglichkeiten die Konta-

minationsgefahr zu reduzieren, stellen die Verkürzung der Inkubationszeiten (5.2.11.1) oder 

die Erhöhung der Antibiotika- und Mykotikakonzentrationen in den Medien dar (5.2.11.2). 

Weiter wurden anfänglich beim Überstands-Transfer HEK 293-Zellen auf HUVECs ver-

schleppt. Dieses Problem ließ sich durch Reduzierung der Eintauchtiefen der 96-Kopf-

Dispensoren eliminieren. 

5.2.11.1 Testung verschiedener Inkubationszeiten der HUVECs 

Die bei Robotertestläufen auftretenden Kontaminationen wurden größtenteils bei HUVECs 

beobachtet. Grund hierfür ist das besonders nährstoffreiche Endothelzellmedium und die 

lange Inkubationsdauer von 5 Tagen während des Proliferationsversuchs. Mit zunehmender 

Zeit stieg die Kontaminationshäufigkeit stark an, nach 3 - 4 Tagen waren 30 - 50 % und nach 

5 Tagen 50 - 80 % der Wells betroffen. Es wurde daher überprüft, ob eine Verkürzung der 

Inkubationsdauer die zuvor erreichten Stimulationen verringerte (Abb. 5.12). 
Abb. 5.12: Vergleich verschiedener Inkubations-
dauern der HUVECs nach Transfer von HEK 
293-Überständen (SN)  
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Dabei dienten VEGF- und bFGF-Überstände als 
Positiv- und Leervektor als Negativkontrolle. Die 
Bestimmung der Zellzahlen erfolgte nach 2, 4 und  
5 Tagen durch AlamarBlue-Assay. Der Stimulation-
sindex wurde durch Division der Messwerte mit 
denen der entsprechenden Leervektor-Kontrolle er-
mittelt.  

 

Insgesamt fielen die Stimulationen mit zunehmender Reduzierung der Inkubationsdauer ge-

ringer aus. Die besten Ergebnisse wurden nach 5 Tagen ermittelt und betrugen das 2,3-fache 
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durch VEGF und das 4,2-fache durch bFGF. Da bereits durch Verkürzung auf 4 Tage die 

Stimulationen um durchschnittlich 20 % abnahmen, wurde eine Veränderung nicht in Be-

tracht gezogen. 

5.2.11.2 Anpassung der Antibiotika- und Mykotikakonzentration in den Medien 

Auch die Reinigung aller Arbeitsbereiche der Roboter mit 80 % Ethanol reduzierte die Kon-

taminationshäufigkeit nur auf 15 - 20 %, weshalb eine Erhöhung der Antibiotika- und Myko-

tikakonzentrationen in den verwendeten Medien erforderlich wurde. Die Durchführung im 

HUVEC-Mangelmedium war besonders kritisch, da hier am längsten inkubiert wird, und zu-

dem die HUVECs empfindlich auf Veränderungen der Mediumzusammensetzung reagieren. 

Beispielsweise führt der Austausch des Antibiotikums Gentamicin gegen Penicillin zum Ab-

sterben der Zellen. Daher wurde die Konzentration von Gentamicin im HUVEC-Mangelme-

dium erhöht. Das Beifügen eines zusätzlichen Mykotikums (Nystatin) erwies sich dagegen als 

unproblematisch. Zunächst wurde getestet, welche Einflüsse die Erhöhung einzelner Zusätze 

auf die Stimulierbarkeit der HUVECs durch rekombinante Wachstumsfaktoren hatten. Dabei 

wurden geringere Stimulationen durch Gentamicin ab 200 µg/ml, bei Amphotericin B ab  

1,25 µg/ml und bei Nystatin ab 30 µg/ml erhalten. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden 

im nächsten Schritt die Zusätze kombiniert (Abb. 5.13). 
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Abb. 5.13: Stimulation von HUVECs in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von Gentamicin (G), 
Amphotericin B (A) und Nystatin (N) im Mangelmedium  
Die Stimulation erfolgte mit VEGF- und bFGF-Überständen, der Leevektor-Überstand diente als Negativkon-
trolle. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte nach 5 Tagen Inkubation im AlamarBlue-Assay. Der Stimulati-
onsindex wurde durch die Division der Messwerte mit der entsprechenden Leervektor-Kontrolle ermittelt. 
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Dabei zeigte sich, dass die Konzentration von Gentamicin von 50 µg/ml auf 150 µg/ml und 

Amphotericin B von 0,5 µg/ml auf 1 µg/ml erhöht werden kann, ohne dass es zu Auswirkun-

gen kommt. Der Zusatz von Nystatin führte bei Konzentrationen von 20 µg/ml zum Rück-
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gang, ab 10 µg/ml war er ohne Einfluß. Diese Konzentrationen wurden fortan im Screen ein-

gesetzt und bewirkten eine Reduzierung der Kontaminationsrate auf unter 0,1 %. Dem 

HUVEC-Aussaatmedium wurde 100 µg/ml Gentamicin, 0,5 µg/ml Amphotericin B und  

10 µg/ml Nystatin zugesetzt. Bei den HEK 293-Zellen wurde nach der Transfektion Penicil-

lin/Streptomycin gegen 150 µg/ml Gentamicin und 0,5 µg/ml Amphotericin B ausgetauscht.  

5.2.11.3 Zeitliches Ablaufschema und Plattenanzahl eines „Screen-Laufes“ 

Abb. 5.14 zeigt das zeitliche Ablaufschema und grundlegende Protokolldetails. 
Abb. 5.14: Zeitliche Koordination der Arbeitschritte 
beim Screen  
Die Aussaat der HEK 293-Zellen markierte den Start bzw. 
Tag 1 eines Screens. Die Bezeichnung „Lauf“ umfasst eine 
komplette Durchführung aller Arbeitsschritte. 24 h nach 
Aussaat der HEK 293-Zellen erfolgte die Transfektion und  
2 Tage darauf der Transfer der Überstände auf HUVECs.  
5 Tage später wurden die Zellzahlen mittels AlamarBlue-
Assay bestimmt. 
 

 

Die Durchführung eines Laufes dauert 9 Tage. Dabei werden je 54 cDNA-Kollektionsplatten 

sowie 2 manuell- und 4 roboterpräparierte Kontrollplatten in HEK 293-Zellen transfiziert. Die 

Kontrollplatten sind in 16-facher Ausführung mit H2O und 5 verschiedenen cDNA-Expres-

sionsplasmiden befüllt. H2O, Leervektor (LV) und eine Transfektion-Kontrolle (TK) dienen 

als Negativ- und VEGF, bFGF und aFGF als Positivkontrolle. Die Anordnung einer Kontroll-

platte ist in Abb. 5.15 dargestellt. 
Abb. 5.15: Plattenbelegung einer HEDIS-Kontrollplatte beim 
Screen  
Die Platten waren jeweils mit 5 verschiedenen Kontroll-cDNA-
Expressionsplasmiden und H20 befüllt. Die Anordnung erfolgte 
jeweils in zwei nebeneinander liegenden senkrechten Reihen und 
unterschied sich auf jeder Kontrollplatte.  
 
 

 

Für eine von der Plattenposition unabhängige qualitative Beurteilung waren die Kontrollen 

auf jeder Platte unterschiedlich verteilt. Mit Hilfe der HEDIS-Kontrollplatten wurden je Lauf 

die Wiederfindungsraten der Positivkontrollen ermittelt (5.2.10). Die Platten wurden wie die 

Kollektionsplatten getrennt in die 36 äußeren und 60 inneren Wells ausgewertet (5.2.8.3). Zur 

Schwellenwertermittlung wurden alle Messwerte der Negativkontrollen zusammengefasst. 

Lag die Wiederfindungsrate unter 80 %, wurde der Lauf nicht ausgewertet. 
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5.3 Der Screen 

Nach Transfer der Protokolle auf die Roboter-Plattform wurde der Screen von zwei Kollekti-

onen mit insgesamt 34.596 cDNA-Expressionsplasmiden durchgeführt.  

5.3.1 Anzahl und Qualität der verwendeten cDNA-Klone 

Die cDNA-Kollektionssammlungen wurden von OriGene Technologies Inc. und dem deut-

schen Ressourcenzentrum für Genomforschung GmbH (RZPD) bezogen. Die Klonsammlung 

von OriGene umfasst 20.000 Expressionsplasmide, die jeweils komplette cDNA-Sequenzen 

kodieren. Die OriGene-Sammlung wurde durch Sequenzanalysen von 96 zufällig ausgewähl-

ten Expressionsplasmiden charakterisiert (Tab. 5.2). Beim Vergleich mit den Herstelleranga-

ben zeigte sich bei zwei Plasmiden ein falsches cDNA-Insert. Dies entsprach einer Fehler-

quote von ca. 2 %. Die durchschnittliche Insert-Größe wurde durch Restriktionsverdau er-

mittelt und betrug 2.800 Basenpaare. Die Sequenzen lagen für alle cDNAs vor und wurden 

mit der Datenbank des „National Center For Biotechnology Information“ (NCBI) abgegli-

chen. 

Tab. 5.2: Charakterisierung der verwendeten cDNA-Expressionsplasmid-Kollektionen 

 Einheit RZPD (MGC) OriGene 
Anzahl der cDNA Klone  13.444 human 

1.152 murin 
20.000 human 

Durchschnittliche Insert-Größe  [bp] 1.800 2.800 
Anteil an 5`/3` Sequenzierungen  [%] 100 100 
Komplette Sequenzierungen  [%] 48 100 
Anteil der volle Länge Klone  [%] 83 100 
Fehlerrate  [%] ca. 8 ca. 2 
Redundanz innerhalb der Kollektion  [%] 12 ca. 9 
Redundanz bei beiden Kollektionen  [%] 19,4 
Anteil der Artefakte [n] 3 0 
Expressionsvektoren  pCMVSport6-XL pCMV6-XL 

 

Die Klonsammlung vom RZPD wurde im Rahmen des „Mammalian Gene Collection“ 

(MGC) Projektes (Strausberg et al., 1999) erzeugt und beinhaltet 13.444 humane und  

1.152 murine cDNA-Expressionsplasmide. Zur Charakterisierung wurden von 58 zufällig 

ausgesuchten Klonen die cDNA-Inserts sequenziert. Dabei wiesen weniger als 5 % ein ande-

res, als das nach Herstellerangaben erwartete, cDNA-Insert auf. Bei 3 % wurden Artefakte ge-

funden, d.h. die Plasmide hatten entweder kein cDNA-Insert oder enthielten nichtfunktionelle 

Inserts. Die durchschnittlich ermittelte Insert-Größe betrug 1.800 Basenpaare. Der Anteil 

vollständig sequenzierter cDNA-Inserts lag bei 48 %. Bei den restlichen Klonen liegen nur 

die Ergebnisse der 5`/3`-Ansequenzierungen vor.  
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5.3.2 Screen nach sezernierten endothelialen Wachstumsfaktoren 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte der Screen von 34.596 cDNA-Expressionsplas-

miden nach sezernierten endothelialen Wachstumsfaktoren. Nach zwei unabhängigen Test-

ungen und manueller Verifikation erwiesen sich 13 Klone bzw. 0,038 % als Hits (Abb. 5.16). 

 

Abb. 5.16: Schematische Darstellung des Ablaufs beim Screen der 34.596 cDNA-Expressionsplasmide von 
OriGene und RZPD (Strausberg et al., 1999)  
Nach dem ersten Screen wurden 79 Klone als positiv gewertet. Beim zweiten Durchlauf wurden 13 davon bestä-
tigt. Alle positiven wurden durch manuelle Versuche verifiziert. Dabei bewirkten aFGF, bFGF, PDGF-D und Hit 
8 auch auf primären humanen Fibroblasten (NHDF) eine proliferative Stimulation. 7 der 13 gefundenen Hits 
wurden zum Schutz eines laufenden Patentierungsverfahrens nicht mit vollem Namen, sondern lediglich mit der 
Bezeichnung „Hit“ aufgeführt. Die Nummerierung entspricht hierbei Tab.5.3.  
 

Sämtliche verifizierten Hits wurden sequenziert und die Ergebnisse mit der Datenbank des 

NCBIs abgeglichen (Altschul et al., 1997). Die Resultate sind in Tab. 5.3 zusammengefasst. 
 

Tab. 5.3: Überblick über die 13 im Screen identifizierten Hits  
Dargestellt sind die zugehörigen Genbanknummern (NM_ oder XM_) bzw. die Xantos Biomedicine AG inter-
nen Nummern (XAN.) und eine kurze Klonbeschreibung. 
 

1. Gene mit einer bereits bekannten Funktion in der Angiogenese 

Hit Datenbanknummer Klonbeschreibung 
1         NM_033137 aFGF (acidic Fibroblast Growth Factor, FGF-1) (Jaye et al., 1986) 

2         NM_002006 bFGF (basic Fibroblast Growth Factor, FGF-2) (Abraham et al., 1986)  

3         NM_003376 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Leung et al., 1989) 

4         NM_025208 PDGF-D (Platelet Derived Growth Factor D) (Hamada et al., 2001) 
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2. Gene mit einer bereits bekannte Funktion, die bisher noch nicht in Zusammenhang mit  

    Angiogenese gebracht wurden 

Hit Datenbanknummern Klonbeschreibung 
5         XAN.625 Integrales Membranprotein Typ II 

6         XAN.3438 Intrazelluläre Kinase, zytosolisches Protein 

7         XAN.58573 Immun- und Entzündungs-Reaktionen, Intrazelluläres Adapterprotein 

8         XAN.4895 Funktion bei Morphogenese, zytosolisches Protein 

3. Bereits bekannte Gene, deren Funktion jedoch noch weitestgehend unklar ist 

Hit Datenbanknummern Klonbeschreibung 
9         XAN.55483 Mehrere Zink Finger Domänen vorhergesagt, vermutlich nukleäres Protein 

10         XAN.10692 Hypothetisches Protein - murine RZPD-Kollektion, Lokalisation unbekannt 

11         XAN.59601 Bisher kein Protein beschrieben - humane RZPD-Kollektion  

12         XAN.53341 

        NM_144888 

Mus musculus RIKEN cDNA D430028G21 

(Bonaldo et al., 1996) 

13         XAN.53661 

        XM_045472 

        NM_020746 

KIAA1271 Protein,  

mRNA (Strausberg et al., 1999) 16.07.2001 

(Matsuda et al., 2003) ab 22.02.2004 
 
Bei den Proteinen der Hits 1 - 4 handelt es sich um bereits beschriebene sezernierte endothe-

liale Wachstumsfaktoren. Für die Proteine der Hits 5 - 8 sind verschiedene Funktionen be-

kannt, jedoch keine Zusammenhänge zur Angiogenese. Nach Datenbankanalysen handelt es 

sich um vier zytosolische Proteine. Das Protein des Hits 9 hingegen ist vermutlich im Kern 

lokalisiert. Die Funktion ist größtenteils noch unbekannt. Die Hits 10 und 12 stammten aus 

der murinen Kollektion und kodieren für hypothetische Proteine unbekannter Funktion. Au-

ßerdem wurde von der Hit-cDNA 12 ein humanes Homolog (Hit 13) im Screen identifiziert. 

Der erste Eintrag der Hit-cDNA 12 in die NCBI-Datenbank erfolgte am 10.04.2003 und 

wurde am 23.09.2003 aktualisiert. Auch der Eintrag der Hit-cDNA 13 wurde zum Zeitpunkt 

der Identifizierung unter einer anderen NCBI-Datenbank-Nummer geführt und am 22.02.2004 

durch einen neuen Eintrag ersetzt.  

Im Anschluss an den Screen wurde eine weitere Charakterisierung der cDNA des Hits 13 

vorgenommen. Auswahlkriterium hierfür war die Identifizierung einer Reihe homologer Pro-

teine in anderen Säugern (5.4.1.1). Außerdem wurden nach Expression dieser cDNA die 

Überstände mit den stärksten Stimulationen nach den Positivkontrollen erhalten. Schließlich 

bewirkten weder das humane, noch das murine Protein eine Stimulation primärer humaner 

Fibroblasten (Shipley et al., 1989) (Abb. 5.17, rechts), was ein Hinweis auf eine Endothel-

zellspezifität lieferte.  
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Abb. 5.17: Endothelzellspezifität ausgewählter Hits  
Die Testung hierzu erfolgte über Proliferationsversuche, bei dem HEK 293-Überstände sowohl auf HUVECs 
(links), als auch auf primäre humane Fibroblasten (NHDFs) (rechts) transferiert wurden. Getestet wurden die  
Hits 12 (RIKEN cDNA D430028G21) und 13 (KIAA1271 Protein). Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte bei 
den HUVECs nach 5 Tagen und bei NHDFs nach 3 Tagen durch AlamarBlue-Assay. Die Messwerte sind in 
relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) angegeben. 
 

Aus den genannten Gründen wurde für eine weitere Charakterisierung die Hit cDNA 13 aus-

gewählt. Diese kodiert ein Protein mit bis dato unbekannter Funktion und trägt die Bezeich-

nung KIAA1271. Aufgrund der gefundenen Funktion wurde diesem Protein der Name hSEP 

(human Stimulator of Endothelial Proliferation) gegeben.  
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5.4 Charakterisierung von hSEP als Stimulator endothelialer Proliferation 

5.4.1 Bioinformatische Analyse von hSEP 

5.4.1.1 Homologe Proteine von hSEP  

Im Screen wurde neben hSEP auch ein murines Homolog identifiziert. Durch Protein-Protein 

BLAST-Analysen in der Datenbank des NCBIs (Altschul et al., 1997) wurden zahlreiche 

homologe Sequenzen vergleichbarer oder geringerer Proteinlänge gefunden. Proteine mit E-

Werten ≤ e-10 wurden gegen hSEP abgeglichen (Abb. 5.18). 

 

 

Abb. 5.18: Abgleich (Alignment) sechs verschiedener homologer Proteine gegen das humane SEP-Protein 
Angegeben sind die Gattungsnamen aus denen die homologen Proteine stammen. Die markierten Aminosäuren 
zeigen eine Übereinstimmung mit dem hSEP-Protein an. Die Analyse wurde mit dem Programm CloneManga-
ger 6 durchgeführt (Blosum 62).  

Die größte Sequenzidentität wurde mit 55 % bei einem Protein (XP_525410) aus Schimpan-

sen (Pan troglodytes, 6e-133) gefunden. Dabei stimmten 302 Aminosäuren (AS) von 360 AS 

mit dem hSEP überein. Bei einem Protein (XP_542912) aus dem Hund (Canis familiaris,  

1e-100) betrug die Homologie 52 % bzw. 293 AS. In der Maus (Mus musculus, 4e-93) wurde 

ein Protein (NP_659137) mit einer Homologie von 274 Aminosäuren (AS) bzw. 50 % ge-

funden. Eine ähnliche Homologie von 48 % bzw. 266 AS ergab sich für ein Protein 

(AAH81869) aus der Wanderratte (Rattus norvegicus, 6e-90). Untereinander besaßen das 

Maus- und Rattenprotein eine Homologie von 79 %. Ein Protein (NP_001012911) des Banki-

vahuhnes (Gallus gallus, 7e-14) wies eine Homologie von 24 % bzw. 161 AS auf und bei ei-

nem Homolog (XP_691326) aus dem Zebrafisch (Danio rerio, 5e-11) betrug die Homologie  

19 % bzw. 103 AS. Generell gilt, je niedriger der E-Wert, umso größer die Homologie zu 
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hSEP. Bei den BLAST-Analysen wurden überdies 5 humane homologe Proteinsequenzen ge-

funden. DNA-Sequenzen dieser Einträge beinhalteten jedoch weder Poly-A noch Stopcodon-

Sequenzen. Ob es sich hierbei um Isoformen von hSEP oder unkomplette Sequenzierergeb-

nisse handelte, ließ sich dadurch nicht beantworten.  

5.4.1.2 Analyse der Primärsequenz von hSEP 

Der offene Leserahmen des hSEP-Gens kodiert für ein 540 Aminosäuren langes Protein. An-

hand der Primärsequenz konnte durch das Programm „Compute pI/Mw“ ein Molekularge-

wicht von 56,59 kDa und ein theoretischer isoelektrischer Punkt von 5,37 kalkuliert werden 

(Bjellqvist et al., 1993). 

5.4.1.3 Analyse der Sekundärstruktur von hSEP 

Aus der räumlichen Anordnung der Aminosäuren eines Proteins ergeben sich verschiedene 

mögliche Sekundärstrukturen. Für die Struktur des hSEP-Proteins wird mit Hilfe des Pro-

gramms „Self-optimized Prediction Method“ (SOPM) (Combet et al., 2000) mit 66,5 % ein 

hoher Anteil an unstrukturierten und zufällig gewundenen Bereichen vorhergesagt. Der Anteil 

an Alpha Helices liegt bei 17 %, der für Beta-Faltblattstrukturen bei 5,7 % und der für ausge-

dehnte Einzelstrangabschnitte bei 10,8 %. Die Abb. 5.19 zeigt eine Übersicht der Verteilung 

einzelner Strukturabschnitte innerhalb des hSEP-Proteins. 
 

 
 

Abb. 5.19: Kalkulierte Struktureigenschaften des hSEP-Proteins  
Die farbigen Bereiche markieren die potentiellen Strukturen, die mit Hilfe des SOPM Programmes vorhergesagt 
wurden. Blaue Bereiche markieren potentielle Alpha Helices, rote Bereiche bezeichnen ausgedehnte Einzel-
strangabschnitte, violette unstrukturierte und zufällig gewundene und grüne Bereiche Beta-Faltblattstrukturen. 
 

Weitere Analysen mit dem Programm COILS (Lupas et al., 1991) (Parry, 1982) erbrachten 

keine Hinweise auf die Ausbildung von so genannten „Coiled Coils“. 

5.4.1.4 Signalsequenzen für eine posttranslative Modifikation 

Modifikationen haben einen wesentlichen Einfluss auf die Bindungs- und Funktionseigen-

schaften eines Proteins. Die Information über Art und Häufigkeit ihres Vorkommens liegt in 

der Aminosäuresequenz und erfolgt nach der Translation. Durch einen Abgleich mit der Da-

tendank von PROSITE (Bairoch et al., 1997; Combet et al., 2000) wurde für hSEP eine Viel-

zahl von verschiedenen Proteinmodifikationssignalen vorausgesagt (Abb. 5.20). 
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5.4.1.5 Vorhersage potentieller Transmembrandomänen und Signalpeptide 

Die Hydrophobizität eines Proteinabschnittes lässt Vorhersagen zu, ob dieser theoretisch in 

eine Membran eingebettet sein kann. Mit Hilfe des Programm TMpred (K.Hofmann & 

W.Stoffel, 2004) wurde zwischen den Aminosäuren 517 und 535 eine potentielle Trans-

membrandomäne mit einer Score-Zahl von 2843 ermittelt. Signifikante Aussagen können ab 

Werten ≥ 500 getroffen werden. Mit einer Score-Zahl von 1897 wird ein entsprechender Be-

reich in dem murinen Homolog identifiziert (as 478 - as 496). In beiden Proteinen endet die 

potentielle Transmembrandomäne 5 bzw. 6 Aminosäuren vor dem C-terminalen Ende der 

Proteine. Auf Aminosäureebene beträgt die Sequenzübereinstimmung 45 %. Mit dem Pro-

gramm „Simple Modular Architecture Research Tool“ (SMART) (Letunic et al., 2004; 

Schultz et al., 1998) werden beide Domänen bis auf einzelne Aminosäurepositionen bestätigt. 

Bei hSEP befindet sich diese zwischen den Aminosäuren 513 und 535 (Abb. 5.20) und bei 

dem murinen SEP-Protein zwischen Aminosäure 479 und 496. Aussagen bezüglich der Ori-

entierung, mit der die Proteine in der Membran verankert sein könnten, konnten von beiden 

Programmen nicht getroffen werden.  

5.4.1.6 Hypothese der hSEP-Struktur 

Weiter wird hierbei ein N-terminales Signalpeptid für den Aminosäurebereich 1 - 17 postu-

liert und 4 Regionen innerhalb von hSEP definiert, die geringe Komplexitäten (Low Comple-

xity) aufwiesen. Anhand dieser Informationen wurde ein hypothetisches Strukturmodell von 

hSEP abgeleitet (Abb. 5.20). Für 3 der 4 repetitiven Sequenzen („Low Complexity Region“) 

wird eine überdurchschnittlich hohe Konservierung gegenüber dem murinen SEP-Homolog 

festgestellt. Dies legt die Vermutung nahe, dass diese Sequenzabschnitte für die Struktur oder 

Funktion bedeutend sein könnten. Einer möglichen Membranständigkeit von hSEP aufgrund 

der postulierten Transmembrandomäne (Engelman et al., 1986) steht die Tatsache gegenüber, 

dass die stimulierende Wirkung von hSEP durch Transfer von Überständen identifiziert 

wurde. Die Aktivität muss somit durch ein lösliches Protein vermittelt werden. Die Frage, ob 

es sich dabei um prozessiertes, lösliches SEP (sSEP) und/oder um andere sekundäre Faktoren 

handelt, stand daher bei verschiedenen molekularbiologischen Analysen im Mittelpunkt. 
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Abb. 5.20: Hypothetisches Struk-
turmodell von hSEP nach 
PROSITE, SMART und TMpred 
Angegeben ist die komplette hSEP-
Proteinsequenz von N- (NH2) bis zum 
C-Terminus (COOH). Unter Angabe 
der  Aminosäurepositionen (as) sind 
die vier vorhergesagten „Low Com-
plexity“ Regionen (Region 1 - 4), 
potentielle Sequenzen eines Signal-
peptids und einer Transmembrando-
mäne, sowie zwei theoretische N-Gly-
kosylierungsstellen (*) eingezeichnet. 
Nicht abgebildet wurden weitere von 
PROSITE theoretisch vorausgesagte 
Proteinmodifaktionsstellen. Demnach 
sind potentiell in der SEP Sequenz 
eine Tyrosinkinase, neun Protein-
kinase C und neun Caseinkinase II 
Phosphorylierungsstellen sowie 16 N-
Myristoylierungsstellen enthalten. 
Weil über die Orientierung der 
Membranverankerung keine Aussage 
getroffen werden konnte, wurde auf 
die Bezeichnung Membraninnen- und 
-außenseiten verzichtet. 

 
 
 

5.4.1.7 Genomische Organisation des hSEP-Gens 

Durch das Genom-BLAST-Programm des NCBI wurden Genlokalisierung und Exon-Intron-

Organisation des hSEP-Gens analysiert (Cummings et al., 2002). Dabei erfolgte die Lokalisie-

rung auf dem kurzen Arm des Chromosom 20p13. Die mRNA setzt sich aus 7 Exons zusam-

men, wobei Exon 1 das kürzeste (39 bp) und Exon 7 das längste (1645 bp) ist (Abb. 5.21). 
 

  

 

 

 

 

 
 

Abb. 5.21: Schematische Darstellung der Organisation des hSEP-Gens (KIAA1271)  
Die Lokalisierung befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 20, Region 20p13 im Bereich (M) 3,75 - 
3,77. Der graue Pfeil markiert den gesamten Genabschnitt. Außerdem sind Exons blau einzeichnet und numme-
riert. Die Angaben stammen von Analysen mit dem Genom-BLAST Programm des NCBI (Cummings et al., 
2002). 
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Das Gen des murinen Homolog zu hSEP liegt auf Chromosom 2 F22 F1 und besteht aus  

16 Exons mit einer Größe von 11 bp - 533 bp. 

5.4.1.8 Expressionsstudien von hSEP 

Anhand von Sequenzierungen gewebsspezifischer cDNAs können Rückschlüsse gezogen 

werden, in welchen Geweben bestimmte Gene transkribiert werden. Die Sequenzdaten wer-

den u.a. als so genannte „Expressed Sequence Tags“ (ESTs) gesammelt (Schmitt et al., 1999). 

Im Rahmen des „Cancer Genome Anatomy Project“ (CGAP) werden ESTs und cDNAs mit 

Sequenzüberlappungen zusammengefasst. Die Datenbank des National Cancer Institut (NCI) 

„UniGene build Hs.175+“ (Lal et al., 1999) stellt diese Information für Expressionsanalysen 

einer cDNA bzw. eines Gens zur Verfügung. Dabei werden in 9 von 24 untersuchten Normal-

geweben (Tab. 5.4) hSEP-Gen-Transkripte detektiert. Außerdem kann in 9 von 11 Tumorge-

weben eine gesteigerte Expression von hSEP gegenüber entsprechenden Normalgeweben ge-

funden werden (Tab. 5.5). 
 

Tab. 5.4: Zusammenfassung aller Gewebe, von denen ausreichend Sequenzen vorliegen 
Die Daten stammen aus Datenbankanalysen von CGAP „UniGene build Hs.175+“. Die Zugangsnummer von 
hSEP lautet Hs.528657. Die Tabellen wurden aus exportierten CGAP EST-Daten (08.02.2005) erstellt. Aufge-
listet sind nur Gewebe, von denen insgesamt mindestens 5.000 Sequenzen vorliegen. Des Weiteren wurden Ge-
webe mit ≤ 1.000 Sequenzen nicht berücksichtigt. Die Normierung (Norm) der ESTs erfolgte auf 200.000 Se-
quenzen. 
 

Normal  
Gewebeherkunft Sequenzen ESTs Norm 

Normal  
Gewebeherkunft Sequenzen ESTs Norm 

Lymphoretikulär 
Gewebe  33.135 4 24,1 

Milz 19.897 2 20,1 

Nervensystem 14.731 1 13,6 

Bauchspeicheldrüse 94.820 5 10,5 

Plazenta 209.290 7 6,7 

Auge 80.064 2 5,0 

Muskel 90.044 2 4,4 

Leber 71.273 1 2,8 

Niere 72.835 1 2,7 

Gehirn 217.255 0 0 

Lunge 108.061 0 0 

Hoden 98.727 0 0 

Lymphknoten 95.365 0 0 

Prostata 62.064 0 0 

Kopf und Nacken 48.478 0 0 

Haut 47.410 0 0 

Gebärmutter 34.842 0 0 

Brustdrüse 24.832 0 0 

Knochenmark 18.768 0 0 

Magen 14.645 0 0 

Eierstock 9.786 0 0 

Dickdarm 9.713 0 0 

Knochen 6536 0 0 

Pankreas 6.378 0 0 

Normal  
Gewebeherkunft Sequenzen ESTs Norm 

Normal  
Gewebeherkunft Sequenzen ESTs Norm 

Lymphoretikulär 
Gewebe  33.135 4 24,1 

Milz 19.897 2 20,1 

Nervensystem 14.731 1 13,6 

Bauchspeicheldrüse 94.820 5 10,5 

Plazenta 209.290 7 6,7 

Auge 80.064 2 5,0 

Muskel 90.044 2 4,4 

Leber 71.273 1 2,8 

Niere 72.835 1 2,7 

Gehirn 217.255 0 0 

Lunge 108.061 0 0 

Hoden 98.727 0 0 

Lymphknoten 95.365 0 0 

Prostata 62.064 0 0 

Kopf und Nacken 48.478 0 0 

Haut 47.410 0 0 

Gebärmutter 34.842 0 0 

Brustdrüse 24.832 0 0 

Knochenmark 18.768 0 0 

Magen 14.645 0 0 

Eierstock 9.786 0 0 

Dickdarm 9.713 0 0 

Knochen 6536 0 0 

Pankreas 6.378 0 0 

 
Aufgrund großer Variationen bei den Stichprobenanzahlen (von 6.378 bis zu 217.255) aus 

den verschiedenen Geweben, können allerdings hierdurch nur grobe Aussagen und keine 
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quantitative Bewertungen über die Expressionsmengen gemacht werden. Den CGAP-Daten 

zufolge werden hSEP-Transkripte in ca. 38 % der Normalgeweben gefunden. Die höchsten 

Expressionsraten zeigen sich in lymphoretikulären Gewebe, Milz, Nervensystem, Bauchspei-

cheldrüse und Plazenta (Norm ≥ 5) (Tab. 5.4). 

Im Gegensatz dazu werden in 9 von 11 Krebsgeweben bei der Bewertung der relativen Ex-

pression gegenüber Normalgeweben erhöhte Expressionsraten von hSEP ermittelt. Vermin-

derte Raten wurden dagegen nur bei Krebsgeweben aus Plazenta und lymphoretikulären Ge-

weben erhalten.  
 

Tab. 5.5: Relative Expression von hSEP im Krebs- versus Normalgewebe  
Die Daten stammen aus Datenbankanalysen von CGAP „UniGene build Hs.175+“. Die Zugangsnummer von 
hSEP lautete Hs.528657. Zur Erstellung der Tabelle wurden die CGAP EST-Daten (08.02.2005) importiert, 
SAGE wurden ausgenommen. Weiter wurden Einträge nur herangezogen, wenn ≥ 5.000 Sequenzen sowohl aus 
Normal- als auch Tumorgewebe vorlagen und ≥ 3 ESTs in einem der Gewebe identifiziert wurden. Einzelein-
träge mit ≤ 1.000 Sequenzen wurden nicht berücksichtigt. Die Normierung (Norm) der ESTs erfolgte auf 
200.000 Sequenzen. Die grauen Felder markieren Expressionsnachweise in Normal-, die roten in 
Tumorgeweben. Die Gewebe sind absteigend nach ihrer relativen Expressionshäufigkeit von Krebs- versus 
Normalgewebe sortiert. 
 

Normalgewebe Krebsgewebe  
 
Gewebeherkunft Sequenzen ESTs Norm Sequenzen ESTs Norm 

Krebs-  versus 
Normalgewebe 

Hoden 98.727 0 0 41.650 3 14,4 > 14,4 

Pankreas 6.378 0 0 83.760 5 11,9 > 11,9 

Lymphknoten 95.365 0 0 51.187 3 11,7 > 11,7 

Magen 14.645 0 0 107.123 5 9,3 > 9,3 

Dickdarm 9.713 0 0 112.138 5 9 > 9,0 

Haut 47.410 0 0 135.963 5 7,4 > 7,4 
Muskel 90.044 2 4,4 34.636 5 28,9 6,6 

Niere 72.835 1 2,7 76.633 5 13,0 4,8 

Gehirn 217.255 0 0 176.347 3 3,4 > 3,4 

Plazenta 209.290 7 6,7 43.296 1 4,6 -0,7 

Lymphoretikulär 
Gewebe  33.135 4 24,1 80.736 7 17,3 -0,7 

 

5.4.2 Biologische Aktivität von hSEP 

Die transiente Expression der hSEP-cDNA (SEP) in HEK 293-Zellen führt zu einem kondi-

tionierten Überstand, der auf HUVECs eine stimulierende Wirkung hat. Um zu überprüfen, 

ob die beobachtete Aktivität, auf die im Screen verwendeten HEK 293-Zellen oder HUVECs 

beschränkt ist, wurden weitere Proliferationsversuche mit sowohl alternativen Expressions-

Zelllinien, als auch mit weiteren Tester-Zellen durchgeführt.  
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5.4.2.1 Aktivität von SEP in Überständen verschiedener Expressions-Zelllinien 

Zur Überprüfung, ob die Expression von SEP generell zu einem konditionierten Überstand 

führt oder dieses Phänomen spezifisch für die HEK 293-Zellen ist, wurden alternative Expres-

sions-Zelllinien getestet. Hierfür wurde ein Proliferationsversuch gemacht, bei dem neben den 

HEK 293- auch HeLa- (Scherer et al., 1953) und MCF-7-Zellen (Soule et al., 1973) als 

cDNA-Expressions-Zelllinien verwendet wurden (Abb. 5.22). 
 

Abb. 5.22: Testung verschiedener Zelllinien 
zur SEP-Expression  
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Die Zelllinien wurden mit Leervektor-, SEP- 
(weiß), bFGF- (grau) und VEGF-cDNA-Expres-
sionsplasmiden (schwarz) transfiziert, und die 
Überstände nach 48 h auf HUVECs transferiert. 
Die Expression mit HEK 293- und den HeLa-
Zellen erfolgte in Medium mit 1,5 % Serum und 
die der MCF-7-Zellen in Medium mit 0,1 % Se-
rum. 5 Tage nach dem Transfer folgte die Mes-
sung im AlamarBlue-Assay. Der Stimulationsin-
dex wurde durch Division der Messwerte mit der 
Leervektor-Kontrolle ermittelt. 

 

Hierbei zeigte sich, dass auch mit alternativen Zelllinien konditionierte, HUVECs stimulie-

rende Überstände durch die Expression von SEP erhalten werden.  

5.4.2.2 Aktivität von SEP auf verschiedenen Endothelzellen 

Im Screen erfolgte die Identifizierung von SEP als Stimulator endothelialer Zellproliferation 

mit HUVECs der Firma PromoCell GmbH. Um zu testen, ob es sich hierbei um eine endo-

thelzellspezifische Aktivität handelt, erfolgten weitere Proliferationsversuche mit alternativen 

endothelialen Primärkulturen (Abb. 5.23). Zum Einsatz kamen hierbei HUVECs (Watson et 

al., 1995) und (Human Microvascular Endothelial Cell) (HMVECs) (Carley et al., 1992) der 

Firma Cambrex Bio Science. Die Protokolle entsprachen dem Screenprotokoll. 

Abb. 5.23: Proliferationsversuch mit verschie-
denen endothelialen Primärkulturen Die Sti-
mulation erfolgte mit HEK 293-Überständen von 
VEGF und SEP. Diese wurden auf HMVECs, 
HUVECs (HUVEC I) der Firma Cambrex und 
HUVECs der Firma PromoCell (HUVEC II) 
transferiert. Als Negativkontrolle diente Leer-
vektor-Überstand. Die Durchführung erfolgte 
nach dem Screenprotokoll. Nach dem Ala-
marBlue-Assay wurden die Stimulationsindexe 
durch Division der Messwerte mit der Leervek-
tor-Kontrolle ermittelt. 0,00
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Mit HUVECs der Firma Cambrex Bio Science werden mit einer 2,9-fachen durch SEP- und 

einer 4,9-fachen durch VEGF-Überstände die besten Stimulationen erzielt. Bei den alternati-

ven Endothelzellen fielen die Stimulationen geringer aus. Daher wurden für weitere Experi-

mente HUVECs der Firma Cambrex Bio Science verwendet. Für den Einsatz im Screen wa-

ren diese zuvor nicht geeignet, weil ihre Zellkulturgefäße mit Gelatine beschichtet werden 

müssen. Dies hätte weitere Arbeitsschritte und eine zusätzliche Kontaminationsgefahr bedeu-

tet. 

5.4.3 Erzeugung und Expression verschiedener SEP-Proteinfragmente 

Nach Sequenzanalysen war zu erwarten, dass SEP aufgrund der potentiellen Transmembran-

domäne (5.3.1.5) primär membranständig sein würde und nicht direkt sezerniert wird. Da die 

stimulierende Wirkung von SEP auf HUVECs durch transferierte HEK 293-Überstände nach-

gewiesen wurde, muss es sich auf jeden Fall um ein lösliches aktives Protein handeln. Eine 

Erklärungsmöglichkeit wäre eine Prozessierung des SEP-Proteins, bei der eine löslich aktive 

Form freigesetzt wird. Um darüber eine Aussage machen zu können, wurden verschiedene 

molekularbiologische Analysen durchgeführt. 

5.4.3.1 SEP als potentiell prozessierter, löslicher Faktor 

Um zu überprüfen, ob SEP nach der Expression in HEK 293-Zellen in den Überstand sezer-

niert wird, wurden Westernblot-Analysen (Abb. 5.24) durchgeführt. Hierbei wurde außerdem 

ein verkürztes SEP-Konstrukt erzeugt, bei dem die potentielle Transmembrandomäne entfernt 

wurde (SEP1-510). Dieses Konstrukt diente der Überprüfung, ob durch die Deletion eine lös-

liche Form von SEP (sSEP) entsteht. Die Deletion wurde nach der Aminosäureposition 510 

von SEP und somit in unmittelbarer Nähe der potentiellen Transmembrandomäne vorgenom-

men. An dieser Stelle wurde eine potentielle Arginin-C-Proteinase-Schnittstelle identifiziert 

(Keil, 1992). Zusätzlich wurden zwei weitere Konstrukte mit größeren C-terminalen 

Verkürzungen erzeugt. Die Schnittstellen dieser stellen ebenfalls potentielle Arginin-C-Pro-

teinase-Schnittstellen dar. Eines umfasst den Bereich bis kurz vor der konservierten Region 2 

nach Arginin 167 (SEP1-167), das andere enthält auch den weiter N-terminal gelegenen Be-

reich bis nach Arginin 236 (SEP1-236) (Abb. 5.20). Um die Proteine nachweisen zu können, 

wurde sowohl den verkürzten Konstrukten, als auch dem komplettem SEP-Protein ein C-ter-

minales V5/His-Fusionsprotein angehängt (Southern et al., 1991). Dies ermöglicht die Detek-

tion durch einen kommerziellen V5-Antikörper (Invitrogen) (Abb. 5.24). Um zu zeigen, dass 

die Fusion keinen Einfluss auf die Proteinfunktion hat, wurden alle Konstrukte auch jeweils 

ohne Fusionsprotein erstellt und in einem Proliferationsversuch getestet (Abb. 5.25). 
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Abb. 5.24: Expressionsnachweis der SEP1-167- (167-V5), SEP1-236- (236-V5), SEP1-510- (510-V5) und 
SEP-V5/His-Fusionsproteine (SEP-V5) durch Westernblot-Analyse  
Der Nachweis erfolgte 48 h nach der Transfektion im Zelllysat und Überstand der HEK 293-Zellen. Auf das 
Proteingel wurden je 7 µl der Zelllysate und 25 µl der Überstände aufgetragen. Der Leervektor (LV) diente als 
Negativkontrolle. Der Nachweis erfolgte auf einer Nylonmembran durch eine Farbreaktion der Alkalischen 
Phosphatase. Der Proteinstandardmarker zeigt die Proteingrößen in Kilo Dalton (kDa) an. 
 

Die Proben des Leervektors lieferten keine unspezifischen Proteinbanden. Die SEP-Kon-

strukte wurden jeweils im Zelllysat und Überstand nachgewiesen, wobei SEP1-510 in beiden 

Präparationen höhere Signalintensitäten als SEP ergab. Die Anzahl der erhaltenen Protein-

banden im Zelllysat war mit bis zu 8 Banden höher als im Überstand, dort waren maximal  

4 Banden detektiert worden. Weil der Proteinnachweis über das C-terminale V5-Fusionspro-

tein erfolgte, handelte es sich entweder um N-terminal prozessierte oder modifizierte Protein-

formen. Die jeweils größte Proteinbande stimmte in den Präparationen überein und lag für 

SEP bei ca. 77 kDa, für SEP1-510 bei ca. 72 kDa. Diese Werte standen jedoch in Diskrepanz 

mit den theoretisch vorhergesagten Größen. Hiernach wurde für SEP-V5 ein 59,0 kDa und für 

SEP1-510-V5 ein 55,8 kDa großes Protein erwartet. Weiter fielen bei der 77 kDa SEP-Bande 

Unterschiede in den Signalintensitäten auf. Im Überstand stellte diese Bande den Hauptanteil 

des Proteins dar, im Lysat indes war sie kaum sichtbar und gegenüber anderen Banden unter-

repräsentiert. Bei SEP1-510 hingegen wurde jeweils bei der höchsten Proteinbande die größte 

Proteinmenge nachgewiesen. Hier unterschieden sich jedoch Anzahl und Intensität der übri-

gen Proteinabbaubanden. Die kürzeren SEP-Konstrukte SEP1-167 und SEP1-236 wurden im 

Zelllysat und im Überstand detektiert (Abb. 5.24). Hierbei wurde im Überstand deutlich we-

niger Protein als im Zelllysat nachgewiesen. Entgegen theoretischen 21,4 kDa für SEP1-167 

und 28,4 kDa für SEP1-236 wurden durch einen Vergleich mit Standardmarker Proteingrößen 

von ca. 32,0 kDa bzw. 45,0 kDa ermittelt. Im Lysat von SEP1-236 wurde außerdem eine 

weitere Proteinbande detektiert. Bei dieser dürfte es sich um ein N-terminales Abbauprodukt 

handeln. Wäre eine Proteinmodifizierung die Ursache, so müsste auch SEP1-167 eine weitere 

Bande aufweisen. Beide Proteine unterscheiden sich nicht in der Anzahl ihrer potentiellen 

Glykosylierungs- und Phosphorylierungsstellen (Abb. 5.20). Inwieweit die Anwesenheit der 

Konstrukte im Überstand, mit einer Stimulation von HUVECs korrelierte, wurde durch Proli-
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ferationsversuche untersucht. Dabei erfolgte außerdem die Testung der Konstrukte ohne V5-

Fusionsprotein (Abb. 5.25). 
Abb. 5.25: Testung verschiedener SEP-
Konstrukte im Proliferationsversuch  
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Nach Erzeugung der HEK 293-Überstände 
wurden diese auf HUVECs transferiert. Die 
Testung der SEP-Proteinfragmente erfolgte 
jeweils mit (grau) und ohne V5-Fusionsprotein 
(schwarz). Als Negativkontrolle diente der 
Leervektor. Die Messung erfolgte durch Ala-
marBlue-Assay 5 Tage nach Transfer. Der 
Stimulationsindex wurde durch Division der 
Messwerte mit der Leervektor-Kontrolle er-
mittelt. 

 

Eine stimulierende Wirkung gegenüber der Leervektorkontrolle wurde nur für SEP1-510- und 

SEP-Überstände gefunden. Die C-terminale Fusion zeigte keinen signifikanten Effekt auf die 

Funktionalität der Proteine. Die C-terminale Verkürzung hingegen bewirkt einen deutlichen 

Funktionsverlust. Die Entfernung der letzten 30 Aminosäuren (SEP1-510) führte gegenüber 

SEP zu einer durchschnittlichen Stimulationsverminderung auf 83 %. SEP1-167 und  

SEP1-237 zeigten keine Stimulation mehr (Abb. 5.25).  

Zuvor wurde für SEP1-510 eine Aktivität von 83 % gegenüber SEP bestimmt. Dies fand je-

doch ohne Berücksichtung der Proteinmenge statt. Im Westernblot werden bei SEP1-510 

deutlich stärkere Signale als bei SEP erhalten (Abb. 5.24). Um die spezifische Aktivität von 

SEP1-510 nach Proteinmengen normiert zu bestimmen, erfolgte zunächst mittels Westernblot 

eine Abschätzung der relativen Proteinmengen beider Konstrukte (Abb. 5.26). 
 

Abb. 5.26: Abschätzung relativer Proteinmen-
gen von SEP1-510-V5 gegenüber SEP-V5  
Es wurden verschiedene Mengen Überstand von 
SEP1-510-V5 und SEP-V5 auf ein Proteingel 
aufgetragen. Der Proteinnachweis erfolgte auf 
einer Nylonmembran durch V5-Westernblot. 
Detektiert wurde der Farbniederschlag einer 
Alkalischen Phosphatase Reaktion. Der Marker 
zeigt Proteingrößen in Kilo Dalton (kDa) an. 

 
Eine Mengenabschätzung erfolgte mit Hilfe des Signals bei 25 µl SEP-Überstand. Die Signal-

intensität entspricht etwa einer Stärke zwischen 2,5 µl und 5 µl des Überstandes von SEP1-

510. Für SEP1-510 wurde daher eine 5 - 10-fache größere Proteinmenge gegenüber SEP an-

genommen. Unter Einbeziehung dieses Mengenverhältnisses errechnet sich für SEP1-510 

gegenüber SEP eine spezifische Aktivität von ca. 8 - 17 %.  

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob das potentielle N-terminale Signalpeptid (5.4.1.5) 

essentiell für die Prozessierung und Sekretion von SEP ist. Ausgehend von SEP1-510 wurde 
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ein weiteres Konstrukt erzeugt, bei dem zusätzlich die ersten 36 Aminosäuren, und somit das 

potentielle Signalpeptid entfernt wurde (SEP37-510). In Abb. 5.27 ist dieses Konstrukt und 

alle weiteren schematisch dargestellt.  
 

Abb. 5.27: Zusam-
menfassung aller SEP 
Konstrukte  
Sämtliche bisher er-
zeugten und getesteten 
SEP-Konstrukte wur-
den hier schematisch 
dargestellt. Alle wur-
den sowohl mit als 
auch ohne V5-Fusions-
protein hergestellt und 
ihre Aktivität gegen-
über SEP (100 %-
Wert) bestimmt.  
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Für einen Westernblotnachweis wurde das SEP37-510-Konstrukt außerdem mit C-terminalem 

V5-Fusionspeptid hergestellt (Abb. 5.28). 
Abb. 5.28: Nachweis von SEP37-510-V5 (37-510) durch 
Westernblot-Analyse  
Der Nachweis erfolgte 48 h nach der Transfektion im Zell-
lysat und Überstand der HEK 293-Zellen. Auf das Protein-
gel wurden 7 µl Zelllysat und 25 µl Überstand aufgetragen. 
Der Leervektor (LV) diente als Negativ- und SEP1-510-V5 
(510) als Positivkontrolle. Der Nachweis erfolgte auf einer 
Nylonmembran durch Farbreaktion der Alkalischen Phos-
phatase. Aus technischen Gründen musste die Membran ge-
teilt werden. Der Proteinstandardmarker zeigt Proteingrößen 
in Kilo Dalton (kDa) an. 

 

Beide Konstrukte wurden sowohl im Zelllysat als auch im Überstand mit annähernd gleicher 

Proteinbandenanzahl und Proteinmengen nachgewiesen. Im Zelllysat entsprach die größte 

auch stets der stärksten Bande. Überdies waren je 4 weitere schwache Abbaubanden zu sehen. 

Im Überstand hingegen werden nur zwei Banden detektiert, wovon eine der größten aus dem 

83 
 



  5. Ergebnisse 

Zelllysat entsprach. Die andere Bande ist wesentlich schwächer und liegt auf Höhe der ge-

ringsten Abbaubanden aus dem Lysat. Aufgrund der geringeren Proteinlänge zeigt sich die 

größte Proteinbande von SEP37-510 erwartungsgemäß unter der von SEP1-510. Die Banden 

geringerer Proteingröße liegen auf derselben Höhe, was für einen identischen Proteinabbau 

vom N-Terminus her spricht. SEP37-510 wurde ebenfalls auf stimulierende Aktivität unter-

sucht (Abb. 5.29). 
Abb. 5.29: Testung des N-termi-
nal verkürzten SEP-Proteins 
(SEP37-510) im Proliferations-
versuch  
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Zur Durchführung wurden HEK 
293-Überstände gewonnen und auf 
HUVECs transferiert. Alle getes-
teten SEP-Konstrukte enthielten 
das V5-Fusionsprotein. Als Nega-
tivkontrolle diente der Leervektor. 
5 Tage nach dem Überstands-
Transfer wurden die Zellzahlen 
mittels AlamarBlue-Assay be-

stimmt. Der Stimulationsindex wurde durch Division der Messwerte mit der Leervektor-Kontrolle ermittelt. 
 

Die N-terminale Verkürzung (SEP37-510) von SEP1-510 führt zur einer weiteren Aktivitäts-

verminderung auf 56 % gegenüber SEP. Zusammenfassend lässt sich die Aussage treffen, 

dass mit zunehmender Verkürzung ein fortschreitender Aktivitätsverlust einhergeht. 

5.4.3.2 Lokalisierung von SEP1-510 und SEP 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass SEP1-510 und SEP exprimiert und sezerniert werden, 

wurden Lokalisationsstudien durchgeführt. Hierfür wurde von beiden Proteinen je ein Kon-

strukt mit C-terminaler GFP-Fusion hergestellt. Für die neuen Konstrukte wurde zunächst 

durch Proliferationsversuche nachgewiesen, dass die Fusion keinen Einfluss auf die Funktio-

nalität hat (Daten nicht gezeigt). Durch das GFP-Fusionsprotein konnten beide Konstrukte in 

anschließenden Fluoreszenzmikroskopien sichtbar gemacht werden. Um die Lokalisation 

zuordnen zu können, wurden zusätzlich Immunfluoreszenzfärbungen der Zellkerne, des 

Golgi-Apparates und des Endoplasmatischen Retikulums (ER) vorgenommen. Zum Aus-

schluss unspezifischer Antikörperbindungen und Färbungen wurden verschiedene Kontrollen 

durchgeführt. Hierzu wurden untransfizierte und mit Leervektor- oder GFP-cDNA-Expres-

sionsplasmid transfizierte Zellen entsprechend angefärbt. Die Experimente erfolgten in  

HEK 293- und HeLa-Zellen (Scherer et al., 1953), wobei identische Resultate erhalten wur-

den. Bilder werden lediglich von HeLa-Zellen abgebildet, da diese etwa viermal größer als 

HEK 293-Zellen sind und bessere Aufnahmen ermöglichten (Abb. 5.30 A-C). 
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Abb. 5.30 A - C: Bestimmung der subzellulären Lokalisation mittels Immunfluoreszenzmikroskopie 
Abgebildet sind HeLa-Zellen, die entweder mit den beiden SEP-GFP-Konstrukten oder zur Kontrolle mit Leer-
vektor- (LV) und dem zur Klonierung verwendeten GFP-cDNA-Expressionsplasmids (PCR-GFP) transfiziert 
wurden. Die Färbungen wurden 48 h nach der Transfektion durchgeführt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (A), 
das ER mittels ER-Tracker (B) und der Golgi-Apparat mit einem Anti-hu-Golgin 97 und einem sekundären Cy3-
konjugierten Antikörper (C) angefärbt. Die Mikroskopie erfolgte mit fixierten Zellen auf Glasobjektträgern bei 
1.000-facher Vergrößerung (Öl). Die roten Pfeile heben die Verteilungen der jeweiligen Proteine hervor. 
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Abbildung 5.30 A verdeutlicht, dass beide exprimierten SEP-GFP-Fusionproteine nicht im 

Kern lokalisiert sind. Die grüne Fluoreszenz des PCR-GFP-Proteins war im Vergleich we-

sentlich stärker, hier war eine starke zytoplasmatische Färbung zu sehen. SEP1-510-GFP war 

ebenfalls im Zytoplasma zu finden, wies aber zudem kreisförmige Proteinansammlungen auf 

(Abb. 5.30 A, rote Pfeile). Bei SEP-GFP zeigt sich eine Konzentrierung an ausgeprägten 

Strukturen in Umgebung des Zellkerns (Abb. 5.30 A, roter Pfeil). Insgesamt waren bei SEP-

GFP schwächere Signale als bei SEP1-510-GFP zu sehen. Die Lokalisierung betreffend, 

brachten die ER- und Golgi-Färbung weiteren Aufschluss. Hiernach konnte SEP vorwiegend 

dem Golgi-Apparat (Abb. 5.30 C) und vereinzelt dem ER (Abb. 5.30 B) zugeordnet werden. 

SEP1-510 zeigte hingegen eine ubiquitäre Verteilung und war teilweise im ER, selten im 

Golgi-Apparat und überwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Effekte durch überstrahlende Fär-

bungen wurden bei den Kontrollen lediglich bei der Golgi-Färbung mit Cy3-Antikörpern beo-

bachtet. Deutlich ist dies beim Leervektor zu sehen, hier zeigt sich im GFP-Fluoreszenz-Ka-

nal ein grün-gelbes Signal (Abb. 5.30 C). Insgesamt kann hiernach nur für SEP eine Golgi-

Lokalisierung angenommen werden. Für PCR- und SEP1-510-GFP kann dies ausgeschlossen 

werden. Weitere Kontrollen, bei denen untransfizierte Zellen gefärbt oder transfizierte Zellen 

nur mit dem sekundären Cy3-Antikörper inkubiert wurden, bewiesen die Spezifität der Fär-

bungen.  

5.4.3.3 Abreicherung von SEP-Protein aus aktiven Überständen 

Um zu klären, ob SEP der löslich aktive Faktor in den Überständen ist, wurde ein weiterer 

Ansatz verfolgt. Dabei wurde mit Hilfe eines V5-Antikörpers und Protein-G-Sepharose eine 

spezifische Abreicherung von SEP1-510- und SEP-V5-Protein aus aktiven Überständen vor-

genommen. Nachdem die Abreicherungseffizienz mittels Westernblot (Abb. 5.31) überprüft 

worden war, wurden nach Proliferationsversuchen die Stimulationen von unbehandelten und 

behandelten Überständen verglichen (Abb. 5.31). 
Abb. 5.31: Ermittlung der Abreicherungseffi-
zienz von SEP1-510-V5-Überständen durch 
Westernblot-Analyse  
Die Abreicherung erfolgte durch Inkubation der 
Überstände mit V5-Antikörper, einer weiteren Inku-
bation mit Protein-G-Sepharose und anschließend 
der Trennung der Überstände (depletierter bzw. 
behandelter Überstand) von der Protein-G-Sepha-
rose (Pellet). Analysiert wurden je 1/80 der Fraktio-
nen. Der Nachweis erfolgte mit V5-Antikörper und 
Phosphatasereaktion. Als Negativkontrolle dienten 

Leervektor-Überstände, die analog behandelt wurden und eine Kontrolle, bei der bis auf die Zugabe von V5-
Antikörper die gleiche Prozedur (behandelter Überstand) ohne Antikörper erfolgte. Der Marker zeigt die Prote-
ingrößen in Kilo Dalton (kDa) an. 

86 
 



  5. Ergebnisse 

Der Proteinnachweis zeigt, dass SEP1-510 fast vollständig an die Sepharose gebunden ist und 

im Überstand nur noch eine schwache Bande nach der Abreicherung zu sehen ist. Die gleiche 

Abreicherungsprozedur wurde außerdem mit SEP-V5-, Leervektor- und VEGF-Überständen 

durchgeführt. Ein Proteinnachweis von SEP-V5 konnte vermutlich aufgrund zu geringer Pro-

teinmengen nicht erfolgen. VEGF wurde als Positivkontrolle für einen Überstand benutzt, der 

unabhängig von V5-Fusionsproteinen aktiv war.  
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Abb. 5.32: Testung verschiedener Überstände nach Behandlung mit V5-Antikörper/Protein-G-Sepharose  
Linke Abbildung: Im Proliferationsversuch wurden je 25 µl der unabgereicherten Überstände („ohne Antikör-
per“) und 25 µl der abgereicherten Überstände („mit Antikörper“) zu HUVECs gegeben. 5 Tage später erfolgte 
die Messung durch AlamarBlue-Assay. Der Stimulationsindex wurde durch Division der Messwerte mit der 
Leervektor-Kontrolle ermittelt.  
Rechte Abbildung: Außerdem wurde der Quotient der Stimulationen von den Ansätzen „mit Antikörper“ und 
„ohne Antikörper“ ermittelt und als relatives Verhältnis dargestellt. 
 

Die Abreicherung mit V5-Antikörper hatte im Vergleich zur Negativkontrolle bei allen ge-

testeten Überständen ungefähr eine Halbierung der Stimulationen zur Folge. Da dies mit 

VEGF-Überstand ebenfalls beobachtet wird, ist von einem unspezifischen Effekt durch V5-

Antikörper Zugabe auszugehen. Die Quotientenbildung der Stimulationen (Abb. 5.32, rechts) 

verdeutlicht die einheitliche Reduktion. Überdies erfolgte der Transfer verschiedener Mengen 

der abgereicherten Überstände auf HUVECs, aber auch hierbei konnte keine Korrelation zwi-

schen Abreicherung von SEP1-510 und der Stimulation von HUVECs gezeigt werden. 

5.4.4 Hemmung der stimulierenden Wirkung von SEP-Überständen 

Ein wesentlicher Vorteil der Hemmung löslicher Proteine ist, dass inhibitorische Substanzen 

um zu wirken keine Zellmembranen überwinden müssen. Mögliche Strategien stellen hierbei 

u.a. der Einsatz spezifischer, neutralisierender Antikörper oder dominant negativer Wachs-

tumsfaktormutanten dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hemmung aktiver SEP-Über-

stände durch zwei SEP-spezifische Antikörper untersucht (5.4.4.1). Eine mögliche Wirkung 

hierbei ist die Bindung an lösliches SEP-Protein, so dass die Andockung an einen potentiellen 

Rezeptor beispielsweise durch eine sterische Hinderung geblockt wird. Andererseits wurden 
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zwei Peptidgemische von repetitiven und besonders konservierten Sequenzbereichen synthe-

tisch hergestellt und getestet. Durch Zugabe eines Peptid-Überschusses zu SEP-Überständen 

wäre ein kompetitiver Hemmeffekt denkbar (5.4.4.2). Die ausgewählten Peptidsequenzberei-

che sind in Abb. 5.33 dargestellt. 
 

Abb. 5.33: Schematische 
Darstellung von SEP  
Angegeben sind die zur 
Erzeugung zweier SEP-
spezifischer Antikörper 
(A126 und A125) verwen-
deten Aminosäurebereiche 
und die für die Herstellung 
synthetischer SEP-Peptide. 
Das „wobble“-Peptid be-
steht aus einem Gemisch der 
Einzel-Peptide 1 - 4 und das 
„dimer“-Peptid aus dem Se-
quenzabschnitt von Peptid 3 
und 4. Die Aminosäure-
positionen (as) sind angege-
ben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.4.4.1 Generierung und Testung SEP-spezifischer Antikörper 
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Die Generierung zweier SEP-spezifischer Antikörper erfolgte durch die Firma Eurogentec 

(Belgien). Hierzu wurden 2 Kaninchen mit 2 unterschiedlichen SEP-Peptiden, die je 14 Ami-

nosäuren lang waren, immunisiert (Abb. 5.33). Ein Peptid umfasste die Aminosäuren 146 - 

160 (Antikörper A126), das andere die Aminosäuren 486 - 500 (Antikörper A125). Nach der 

Immunisierung wurde den Tieren monatlich 2 ml Serum entnommen und dieses durch 

Westernblot-Analyse auf Nachweis von SEP getestet. Hierfür wurde V5-markiertes SEP-

Protein eingesetzt, um durch einen parallelen V5-Westernblot eine Positivkontrolle zu haben. 

Dabei lieferte das polyklonale Anti-SEP-Seren (SA3090) vergleichbare Proteinbanden wie 

der V5-Antikörper. Mit dem zweiten Serum (SA3091) ergaben sich hingegen nur unspezifi-

sche Banden (Abb. 5.34). Daher diente als Ausgangsmaterial für die Aufreinigung der Anti-

körper A125 und A126 später das Serum SA3090. Die Affinitätschromatographie erfolgte mit 
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Hilfe der zur Immunisierung verwendeten Peptide. Anschließend wurden die polyklonalen 

Seren und die gereinigten Antikörper in einem Westernblot mit dem V5-Antikörper vergli-

chen (Abb. 5.34). 

 
Abb. 5.34: Testung der polyklonalen Seren (S) und gereinigten Antikörper (AK) im Westernblot  
Zur Durchführung wurden je 7 µl zytosolisches Lysat von HEK 293-Zellen, die mit Leervektor- (LV), SEP1-
510-V5- (510) und SEP-V5-Expressionsplasmiden (SEP) transfiziert worden waren, auf ein Proteingel aufgetra-
gen. Der Proteinnachweis erfolgte mit V5-Antikörper (1:7.500), den polyklonalen SEP-Seren SA3090 und 
SA3091 (1:2.000) und den gereinigten SEP-Antikörpern A125 und A126 (1:5.000). Als Sekundär-Antikörper 
wurde ein Anti-Kaninchen-Antikörper mit einer gekoppelten Alkalischen Phosphatase verwendet und der Nach-
weis durch einen Farbumschlag auf der Nylonmembran sichtbar gemacht. Der Proteinstandardmarker zeigt die 
Größen in Kilo Dalton (kDa) an. Die Pfeile markieren schwache Banden von SEP. 
 

Mit dem polyklonalen Serum SA3090 wurden im Lysat von SEP1-510 entsprechende Pro-

teinbanden wie mit dem V5-Antikörper detektiert. Bei Nachweis mit dem Serum zeigten sich 

schwächere Signale, beim Leervektor kamen unspezifische Hintergrundsignale hinzu und 

SEP-Protein lieferte keine Banden. Mit dem zweitem Serum (SA3091) wurden bei allen Pro-

ben nur Hintergrundsignale bei ca. 65 kDa erhalten. Mit den gereinigten Antikörpern zeigte 

sich im Lysat von SEP1-510 eine starke SEP-spezifische Bande bei ca. 79 kDa. Im Gegensatz 

zu SA3090 waren hier keine Hintergrundsignale zu sehen. Das erhaltene Bandenmuster wich 

gegenüber dem vom V5-Antikörper und SA3090 etwas ab. Hier war jeweils eine Bande be-

sonders prominent und die weiteren wesentlich schwächer. Außerdem wurden keine Doppel-

banden bei ca. 60 kDa erhalten. Diese zeigte sich charakteristisch bei Verwendung des V5-

Antikörpers und SA3090. Im Lysat von SEP konnte außer mit V5-Antikörper nur mit Anti-

körper A126 eine schwache Bande bei ca. 60 kDa detektiert werden. Im Westernblot erfolgt 

der Nachweis von denaturiertem Protein (Abb. 5.34).  

Daher wurde im nächsten Schritt mittels ELISA überprüft, ob sich das Serum SA3090 und die 

SEP-Antikörper ebenso zum Nachweis von nativem SEP eignen (Abb. 5.35). Dies war eine 

grundlegende Vorraussetzung, um die Antikörper für eine Neutralisation bzw. Hemmung von 

SEP-Überständen einsetzen zu können.  
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Abb. 5.35: Nachweis von nativen SEP1-510-V5-Fusionprotein im Überstand 
Linke Abb.: Der Nachweis erfolgte durch einen ELISA. Dabei wurden die Platten mit V5-Antikörpern be-
schichtet und dann mit je 100 µl Leervektor- (LV) oder SEP1-510-V5-Überstand inkubiert. Danach wurden po-
lyklonales Immunserum (SA3090, 1:2.000) und die aufgereinigten Antikörper (A125 und A126, je 1:5.000) 
zugegeben. Der Nachweis geschah mit einem Anti-Kaninchen-Antikörper, an den die Peroxidase gekoppelt war. 
Die Messung des Substratumsatzes wurde mit einem ELISA-Reader durchgeführt. Angegeben sind die Absorp-
tionswerte bei 492 nm. 
Rechte Abb.: Die Durchführung erfolgte wie zuvor, jedoch wurden zusätzlich SEP-V5-Überstände verwendet 
und anstelle der gereinigten Antikörper das Prä-Immunserum (1:2.000) getestet. 
 

Der beste Nachweis von nativem SEP-Protein gelang mit dem Serum SA3090. Bei diesem 

waren die Messwerte der Negativkontrolle am niedrigsten und die von SEP1-510-Überstän-

den am höchsten (Abb. 5.34, links). Dies entsprach einer 12-fachen Signalsteigerung durch 

SEP1-510. Die gereinigten SEP-Antikörper wiesen höhere Hintergrundsignale beim Leer-

vektor auf und lieferten nur ca. 1/3 der Signale beim Überstand von SEP1-510 (Abb. 5.35, 

links). Ein weiterer ELISA belegt, dass das Prä-Immunserum des Kaninchens keine unspezi-

fische Reaktion mit SEP-Protein eingeht. Überdies gelang mit dem Serum SA3090 der 

Nachweis von SEP-V5-Protein (Abb. 5.35, rechts). Die Signalsteigerung hier betrug jedoch 

nur etwa 1/3 der mit SEP1-510-V5-Protein erreichten.  

Aufgrund dieser Resultate wurden Hemmversuche von SEP-Überständen mit dem Serum 

SA3090 durchgeführt. Hierzu wurden mehrere Proliferationsversuche mit verschiedenen 

HEK 293-Überständen durchgeführt, die vor dem Transfer auf HUVECs mit Serum inkubiert 

wurden. Dadurch sollten SEP-Proteine durch Bindung an SEP-Antikörper neutralisiert wer-

den. Als Negativkontrolle wurden entsprechende Ansätze mit Prä-Immunserum pipettiert 

(Abb. 5.36).  
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Abb. 5.36: Neutralisation verschiedener Überstände mit polyklonalen Anti-SEP-Serum (SA3090)  
HEK 293-Überstände vom Leervektor (LV), SEP1-510, SEP und VEGF wurden vor dem Transfer auf HUVECs 
für 3 h mit SA3090 (1:50) inkubiert. Als Negativkontrolle diente das Prä-Immunserum (1:50). Nach Übertrag 
von je 25 µl und 5 Tagen Inkubation wurden die Zellzahlen mittels AlamarBlue-Assay bestimmt. Die Graphik 
zeigt drei unabhängige Tests, die jeweils durch ein Symbol gekennzeichnet sind (Kreis, Kreuz oder Dreieck). 
 

Die Vorinkubation der Überstände mit SA3090 bewirkte in allen Fällen im Vergleich mit den 

jeweiligen Ansätzen mit Prä-Immunserum eine Verminderung der Zellzahlen. Dieser Effekt 

war gleichermaßen und unabhängig von der exprimierten cDNA bei allen Überständen zu 

sehen. Anschließende Experimente, bei denen verschiedene Serummengen und die gereinig-

ten SEP-Antikörper (A125 und A126) getestet wurden, ergaben ein vergleichbares Ergebnis. 

5.4.4.2 Hemmung mit synthetischen SEP-Peptiden 

Ausgehend von der Hypothese, dass SEP ein löslicher Faktor ist, wird seine Funktion ver-

mutlich über einen bisher unbekannten Rezeptor vermittelt. Eine Aktivitätshemmung von 

SEP wäre daher prinzipiell über einen kompetitiven Mechanismus möglich. Folglich wurden 

verschiedene kurze Peptide von SEP synthetisiert (Metabion, Planegg) und auf ihre Eignung 

für eine Hemmung aktiver Überstände getestet. Hierbei fiel die Wahl auf repetitive Sequenz-

abschnitte von SEP, die gegenüber dem homologen Protein aus Maus und Ratte einen hohen 

Konservierungsgrad aufwiesen (5.4.1.1). Diese Bereiche liegen im zentralen Bereich des 

SEP-Proteins (Abb. 5.33) und könnten eine wichtige Rolle bei der Rezeptorbindung und 

Funktion des Proteins spielen. Dabei wurde ein Peptidgemisch aus 4 verschiedenen und je  

6 Aminosäure langen Einzelpeptiden („Wobble“-Peptid) und ein 21 Aminosäuren langes 

Peptid („Dimer“-Peptid) aus zwei dicht hintereinander liegenden repetitiven Sequenzab-

schnitten hergestellt. Die Testung der Peptide erfolgte durch Proliferationsversuche (Abb. 

5.37). 
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Abb. 5.37: Kompetitiver Hemmversuch verschiedener Überstände mit synthetischen SEP-Peptiden 
(„Wobble“ und „Dimer“)  
24 h nach der Aussaat wurden HUVECs für 6 h mit 75 µl HUVEC-Mangelmedium und je 34 µM (1 µl) von den 
synthetischen SEP-Peptiden kultiviert. Als Negativkontrolle diente 0,1 %-ige TFA-Lösung (1 µl), in der die 
Peptide gelöst vorlagen. Anschließend erfolgte der Transfer von je 25 µl Überstand. Nach 5 Tagen Inkubation 
wurden die Zellzahlen mittels AlamarBlue-Assay bestimmt. Die Graphik enthält die Ergebnisse von 3 unabhän-
gigen Experimenten. Jedes ist durch ein Symbol (Kreis, Kreuz oder Dreieck) dargestellt. 
 

Die Zugabe des „Wobble“-Peptidgemisches führte im Vergleich zur Negativkontrolle (0,1 % 

TFA) bei zwei Versuchen zur einer Zellzahlverminderung (Abb. 5.37, Kreuze und Kreise). 

Dieser Effekt trat unabhängig von dem transferierten Überstand auf. Da hier teilweise starke 

Hemmeffekte beobachtet wurden, schlossen sich weitere Analysen an. Hierbei wurden die 

vier im Wobble-Peptidgemisches vorkommenden Einzelpeptide (Abb. 5.33) synthetisiert und 

getestet. Durch Zugabe des Einzelpeptides p3061 (Abb. 5.33, as 322 - 328) reduzierten sich 

die Zellzahlen auf durchschnittlich 80 % der Werte der Kontrolle mit 0,1 % TFA. Die anderen 

Einzelpeptide zeigten hingegen keine signifikante Auswirkung auf HUVECs. Aufgrund die-

ses Resultats erfolgte für weitere Hemmversuche die Klonierung von 4 SEP-Konstrukten. 

Diese umfassten die Aminosäuren 283 - 373 und repräsentierten somit den gesamten Bereich 

der repetitiven Peptidsequenzen. Die Klonierung erfolgte mit und ohne V5/His-Fusionspro-

tein (5.4.3.1) (Southern et al., 1991) und außerdem mit und ohne einem künstlichen Ig-Kappa-

Leader. Letzterer sollte sicherstellen, dass trotz der starken N- und C-terminalen Verkürzun-

gen die Peptide noch sezerniert werden (Coloma et al., 1992). Die Konstrukte wurden in HEK 

293-Zellen exprimiert und die Sekretion aller 4 Konstrukte durch einen Westernblot bestätigt. 

In verschiedenen voneinander unabhängigen Proliferationsversuchen wurden verschiedene 

Überstandsmengen dieser Konstrukte mit Überständen von SEP, Leervektor oder VEGF ge-

mischt und auf HUVECs getestet. Hierbei konnte jedoch kein Effekt auf die Stimulationen 

beobachtet werden. 
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5.4.5 Aufreinigung von SEP-Protein aus HEK 293-, E. coli- und Insekten-Zellen 

Um klären zu können, ob die von SEP vermittelte Stimulation auf einem direkten Effekt auf 

HUVECs beruht, wurde SEP rekombinant hergestellt, aufgereinigt und getestet. Hierzu er-

folgte die Expression von SEP1-510-V5/His-Fusionsprotein in HEK 293- (5.4.5.1), E. coli- 

(5.4.5.2) und SF-21-Insekten-Zellen (5.4.5.3). Die Proteinaufreinigung wurde stets über 

Nickel-NTA-Affinitätschromatographie vorgenommen. Die Proteingewinnung aus E. coli- 

und Insekten-Zellen wurde von der Gruppe von Frau Dr. Irene Boche (Xantos AG) durchge-

führt. 

5.4.5.1 Anionen-Austauschchromatographie von SEP aus HEK 293-Zellen 

Für die Anionen-Austauschchromatographie wurde SEP in HEK 293-Zellen exprimiert und 

die Proben durch Nickel-NTA-Affinitätschromatographie gewonnen. Dabei zeigte sich eine 

Anreicherung von SEP in den Eluaten und eine Abreicherung in den Durchläufen (DL) der 

Nickelsäule (Abb. 5.39). Zur Entfernung des Imidazols aus dem Elutionspuffer wurden die 

NTA-Eluate vor der Anionen-Austauschchromatographie gegen einen Niedrig-Salzpuffer 

dialysiert. Bei der Auftrennung wurden je Probe 28 Fraktionen gesammelt und der Gesamt-

proteingehalt (OD 280 nm), die NaCl-Konzentration (mM) sowie die Anwesenheit von SEP-

Protein (V5-Westernblot) als auch die proliferative Aktivität bestimmt (Abb. 5.38 - 5.40).  
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Abb. 5.38: Elutionsprofile der Anionen-Austauschchromatographie der Eluate von Leervektor, SEP1-510- 
und SEP-V5/His  
Es wurden jeweils 2 ml dialysiertes Nickel-NTA-Eluate aufgetragen. Die Elution von der Matrix des Anionen-
Austauschers erfolgte durch einen Salz-Gradienten (0 - 400 mM NaCl). Dieser erstreckte sich über ein Volumen 
von 10 ml. Von jedem Lauf wurden 27 Fraktionen gesammelt, wobei die ersten beiden ein Volumen von 1 ml 
hatten und die restlichen Fraktionen von 0,5 ml. Für jeden Lauf wurde ein Elutionsprofil erstellt, in dem die 
optische Dichte bei 280 nm, die Fraktionsnummer [#] und die NaCl-Konzentration [mM] der einzelnen Fraktio-
nen angegeben wurde.  
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Die Fraktionen 1 und 2 wurden verworfen, da diese nur den Puffer des Schlauchvolumens 

enthielten, der durch den Probenauftrag rausgespült wurde. Die Fraktionen 3 - 6 stellten den 

Durchlauf der Proben dar und wurden daher vereinigt. Anhand steigender NaCl-Konzentra-

tionen lässt sich der Start des Salz-Gradienten ab Fraktion 8 erkennen (Abb. 5.38). Die Mes-

sung der optischen Dichten bei 280 nm dient zur Bestimmung der Proteinmengen. Hierdurch 

zeigt sich, dass in den Fraktionen von SEP1-510 und SEP insgesamt höhere Proteinkonzen-

trationen vorlagen als beim Leervektor. Ferner waren bei SEP1-510 und SEP ähnliche Kur-

venverläufe zu sehen, die jeweils zwei vergleichbare Protein-Peaks aufwiesen. Der erste lag 

übereinstimmend in Fraktion 16 (181 mM) und der zweite bei SEP in Fraktion 25 (352 mM) 

und bei SEP1-510 in Fraktion 26 (368 mM). Der Proteingehalt beim Leervektor ist insgesamt 

deutlich niedriger und lässt nur einen schwachen Protein-Peak in Fraktion 17 erkennen. Um 

nachzuweisen, welche Fraktionen SEP enthalten, wurde eine Westernblot-Analyse durchge-

führt (Abb. 5.39). Als Negativkontrolle dienten die Fraktionen des Leervektors. Hierbei wur-

den keine Signale erhalten. Ebenfalls keine Banden wurden in den Proben von SEP-V5/His 

erhalten, was wiederum auf ein Detektionsproblem zurückzuführen ist. 
 

 

Abb. 5.39: Westernblot-Analyse der SEP1-510-V5-Fraktionen der Anionen-Austauschchromatographie 
Von den Fraktionen 9 bis 27 wurden je 20 µl auf das Proteingel geladen. Als Kontrolle dienten 20 µl der Über-
stände direkt (293), 5 µl Nickelsäulen-Eluat (E) und 20 µl Durchlauf von der Nickel-NTA-Agarose-Aufreini-
gung (DL). Der Nachweis erfolgte auf einer Nylonmembran mit V5-Antikörper und einem sekundären Antikör-
per mit einer konjugierten Peroxidase. Der Proteinstandardmarker zeigt die Größen in Kilo Dalton (kDa) an. 

Die Westernblot-Analyse bestätigt die Effizienz der Nickelsäulen-Aufreinigung von SEP1-

510-V5/His und zeigt die Verteilung innerhalb des Gradienten an. Hierbei werden im Eluat 

(E) vergleichbare Proteinmengen wie im Überstand (293) nachgewiesen. Unter Berücksichti-

gung der auf das Gel aufgetragenen Volumina ergibt sich hieraus eine ca. 4-fache Anreiche-

rung. Auffällig war, dass bei dem Eluat zwei weitere, deutlich niedermolekularere Proteinab-

baubanden bei ca. 30 kDA und 17 kDa hinzukamen. SEP1-510 konnte in den Fraktionen 17 - 

20 und 24 - 26 nachgewiesen werden. Hierbei wird stets eine Proteinbande knapp über  
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72 kDa detektiert. Die niedermolekularen Banden, wie sie zuvor im Eluat zu sehen waren, 

wurden in den Fraktionen nicht nachgewiesen. Anhand dieser Verteilung von SEP1-510 

innerhalb der Fraktionen lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass es sich beim Protein-

Peak in der Fraktion 16 (Abb. 5.38) nicht um SEP handeln kann. Für die Fraktion 26 zeigte 

sich hingegen durch den Westernblot eine Deckung. Ob hier jedoch außer SEP1-510 auch 

noch weitere Proteine enthalten sind, konnte aufgrund der beobachteten Diskrepanz bezüglich 

Fraktion 16 jedoch nicht geklärt werden. Alle Fraktionen wurden durch einen Prolifera-

tionsversuch weiter analysiert (Abb. 5.40). 

 
Abb. 5.40: Testung der SEP1-510-V5-Fraktionen im Proliferationsversuch  
Von den Fraktionen wurden je 25 µl zu 75 µl HUVEC-Mangelmedium gegeben. Weiterhin erfolgte auch eine 
Testung der Proben der Nickelsäulen-Aufreinigung (Nickel-NTA). Von SEP1-510-V5/His (SEP1-510-V5), 
SEP-V5/His (SEP-V5) und Leervektor (LV) wurden je 25 µl der HEK 293-Überstände direkt (293), 10 µl dialy-
siertes Eluat (E) und 25 µl der Nickelsäulendurchläufe (DL) auf HUVECs übertragen. Die Messung erfolgten 
nach 5 Tagen durch den AlamarBlue-Assay. Die Messwerte sind in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) ange-
ben. Zur besseren Übersicht wurden nur die Bereiche von 55 bis 145 RFE dargestellt. 
 

Für die HEK 293-Überstände, dem Ausgangsmaterial der Nickel-NTA und Anionen-

Austauschchromatographie, wurden mit SEP1-510-V5 eine 1,4-fache und mit SEP-V5 eine 

1,6-fache Stimulation gegenüber der Leervektorkontrolle erreicht. Obwohl mit den Nickel-

NTA-Eluaten insgesamt höhere Messwerte erhalten wurden, fielen die Stimulationen mit ei-

ner 1,3-fachen für SEP1-510-V5 und einer 1,5-fachen Erhöhung für SEP-V5 etwas geringer 

aus. Grund hierfür war, dass vor allem die Werte der Leervektorkontrolle höher lag als bei 

den Überständen (293) (Abb. 5.40). Die Zellzahlen nach Inkubation mit den Durchläufen 

(DL) der Nickel-NTA (DL) unterschieden sich bei allen drei Proben nicht. Bei der Analyse 

der Fraktionen konnte durch Abgleich der Messwerte von SEP1-510-V5, mit denen des Leer-

vektors, in keiner Fraktion eine Stimulation ermittelt werden. Nach Fraktionierung von SEP-
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V5 hingegen konnte in zwei Fraktionen eine Stimulation erhalten werden. Diese betrug bei 

der Fraktion 20 eine 1,1-fache und für Fraktion 25 eine 1,3-fache Erhöhung. Ob die Stimula-

tion hierbei durch fraktioniertes SEP-V5-Protein vermittelt wird, kann wegen des fehlenden 

Proteinnachweises nicht beurteilt werden. 

Insgesamt konnte keine Korrelation zwischen Proliferation und fraktioniertem SEP1-510 ge-

funden werden. Obwohl die Expression zu proliferativen Überständen führt, konnte durch 

diese Analyse nicht belegt werden, dass SEP direkt aktiv ist. Vielmehr deutet einiges darauf-

hin, dass SEP eher endogen oder autokrin wirkt, wodurch sekundär Proliferationsfaktoren 

freigesetzt werden. Dessen ungeachtet, gelang ausgehend von SEP-Überständen die Gewin-

nung einer aufgereinigten und fraktionierten Proteinlösung (Fraktion 25), die eine stimulie-

rende Wirkung auf HUVECs zeigte.  

5.4.5.2 Rekombinantes SEP1-510-Protein aus E. coli-Inclusionbodies 

Die Expression von SEP1-510-V5/His-Protein in E. coli-Zellen (Arakawa et al., 2002) und 

anschließende Nickel-NTA-Aufreinigung aus Inclusionbodies (Panda, 2003) erfolgte durch 

die Arbeitsgruppe von Dr. Irene Boche (Xantos AG). Nach der Dialyse (PBS) des NTA-Elu-

ates wurde zur Bestimmung des Reinheitsgrades eine Probe auf ein Proteingel geladen und 

elektrophoretisch aufgetrennt. Daran schlossen sich eine Westernblot-Analyse zum Nachweis 

von SEP und eine unspezifische Proteinfärbung mit Coomassie an (Abb. 5.41). 
 

Abb. 5.41: Überprüfung des Reinheitsgrades von rekombinanten SEP1-510-V5/His-
Protein  
Die Aufreinigung erfolgte aus den Inclusionbodies von E. coli-Zellen durch Nickel-
NTA-Affinitätschromatographie. Auf das Proteingel wurden 2 µg SEP1-510-Protein 
aufgetragen und das Gel nach der Elektrophorese mit Coomassie gefärbt. An den mit 
Pfeilen markierte Stellen sind im Original schwache Verunreinigungen zu sehen gewe-
sen. Der Proteinstandardmarker zeigt die Proteingrößen in Kilo Dalton (kDa) an. 
 

 

 

 

 

Durch Coomassie-Färbung wird im Wesentlichen nur eine starke Proteinbande bei ca. 72 kDa 

sichtbar. Dass es sich hierbei um SEP1-510-V5/His handelt, bestätigt ein Anti-His-

Westernblot (Daten nicht gezeigt). Die beiden schwarzen Pfeile markieren Positionen, an de-

nen im Original schwache Verunreinigungen zu erkennen waren. Eine stimulierende Wirkung 

des gereinigten SEP1-510-Proteins auf HUVECs konnte durch Proliferationsversuche auch 

nach Testung verschiedener Konzentrationen nicht ermittelt werden (Abb. 5.42).  
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Abb. 5.42: Testung von rekombinan-
ten SEP1-510-Protein aus E. coli-Inc-
lusionbodies  
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Die Aufreinigung erfolgte über Nickel-
NTA. Die Zugabe 6 verschiedener Pro-
teinkonzentrationen zu 75 µl HUVEC-
Mangelmedium erfolgte in 25 µl Volu-
men, wobei mit serumfreien DMEM 
verdünnt wurde. Der Bindungs-Puffer 
der Nickel-NTA-Aufreinigung diente als 
Negativkontrolle. Die Messung erfolgte 
5 Tage später durch AlamarBlue-Assay. 
Die Messwerte sind in relativen Fluores-
zenzeinheiten (RFE) im Bereich 20 - 40 
RFE angeben.  

5.4.5.3 Rekombinantes SEP1-510 aus Überständen infizierter Insekten-Zellen 

Des Weiteren wurde rekombinantes SEP1-510-V5/His-Protein von Baculo-Virus infizierten 

Insekten-Zellen (SF-21) (Law and Wells, 1989; Wickham et al., 1992) durch die Gruppe von 

Dr. Irene Boche hergestellt. Die Aufreinigung erfolgte durch Nickel-NTA aus Insektenzell-

überständen. Durch Coomassie-Färbung und His-Westernblot-Analyse wurde ein vergleich-

barer Reinheitsgrad wie bei dem Protein aus E. coli-Zellen nachgewiesen (Abb. 5.41). Bei 

den anschließenden Proliferationsversuchen wurden neben SEP1-510 drei weitere Eluate der 

Nickel-NTA-Aufreinigung als Kontrolle verwendet. Diese stammten von uninfizierten und 

zwei infizierten Insekten-Zellen (Abb. 5.43). Letztere exprimierten ein sezerniertes Protein, 

welches an sich keine Stimulation von HUVECs bewirkt und eine zytosolische Kinase, durch 

deren Expression kein Protein im Überstand zu erwarten war.  
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Abb. 5.43: Testung von SEP1-510-Protein aus Insekten-Zellen (SF-21) im Proliferationsversuch  
Die Zugabe drei verschiedener Proteinmengen zu 75 µl frischem HUVEC-Mangelmedium erfolgte in 25 µl 
Volumen. Dabei wurde mit serumfreien DMEM-Medium aufgefüllt. Als Negativkontrolle dienten Eluate einer 
Aufreinigung von uninfizierten Insektenzellüberständen und ein Eluat eines sezernierten, aber auf HUVECs 
inaktiven Proteins und ein Eluat eines zytosolischen Proteins. 5 Tage nach Übertrag wurden die HUVEC-Zell-
zahlen mittels AlamarBlue-Assay bestimmt. Der Stimulationsindex wurde durch Division der Messwerte mit der 
Negativkontrolle ermittelt. 
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Rekombinantes SEP1-510-Protein bewirkte eine 1,7-fache Stimulation gegenüber dem Eluat 

von uninfizierten Insektenzellüberständen. Unerwartet war hingegen, dass durch die Eluate 

der beiden anderen rekombinanten Proteine vergleichbare oder teilweise größere Stimulatio-

nen erhalten wurden. Nach diesen Ergebnissen ließ sich keine gesicherte Aussage darüber 

machen, ob die Stimulation von rekombinanten SEP-Protein oder anderen Proteinen ausgeht.  

5.4.6 Funktionsanalyse von SEP durch Migrationsversuch 

Die Fähigkeit zur Migration ist eine wichtige Eigenschaft von Endothelzellen und stellt neben 

Proliferation und Differenzierung eine grundlegende Vorrausetzung für die Bildung neuer 

Gefäße dar (Carmeliet, 2000). Im Anschluss an eine erfolgreiche Protokolletablierung mit 

rekombinanten VEGF und bFGF (Azizkhan et al., 1980) wurde ein Migrationsversuch mit 

SEP-Protein aus HEK 293- und Insekten-Zellen-Überständen durchgeführt (Abb. 5.44).  
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Abb. 5.44: Migrationsversuch mit rekombinantem SEP1-510-Protein aus Insekten-Zellen- (SF-21) und 
SEP aus HEK 293-Überständen 
Die Durchführung erfolgt mit 8 µm Inserts (Falcon). Es wurden je Ansatz doppelt Bestimmungen erhoben. Da-
bei wurden von je von fünf Gesichtsfeldern im Mikroskop bei einer 400-fachen Vergrößerung Bilder gemacht 
und anschließend die Zellen gezählt. Der Migrationsindex wurde durch Division mit der jeweiligen Negativkon-
trolle errechnet. Bei kommerziellem VEGF (40 ng/ml) war dies 0,1 %-iges BSA-Mangelmedium (MM) mit 
PBS, bei den rekombinanten Proteinen aus Insekten-Zellen (SF-21) das Eluat von uninfizierten SF-21 und bei 
HEK 293-Überständen der Leervektor-Überstand. 
 

Durch die Kontrollen VEGF und bFGF wurde die Funktionsfähigkeit dieses Versuches bestä-

tigt. Dies galt sowohl für kommerzielles als auch für das in HEK 293-Zellen produzierte, re-

kombinante Protein. Dagegen zeigten beide SEP-Proteine keine Stimulation der Migration. 
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6 Diskussion 
Ziel des Screens war die Identifizierung von cDNAs, deren Expression konditionierte Me-

dienüberstände erzeugen, welche Endothelzellen stimulieren können. Bei der Bildung neuer 

Blutgefäße spielt die Proliferation von Endothelzellen eine zentrale Bedeutung. Aus diesem 

Grund wurde ein Proliferationsversuch mit Endothelzellen als Messmethode für einen pro-

angiogenen Effekt ausgewählt. Da das Hauptinteresse sezernierten Proteinen galt, wurden die 

cDNAs in einer Zelllinie exprimiert und anschließend die konditionierten Überstände auf 

Tester-Zellen transferiert und getestet. Das etablierte Screen-Protokoll erwies sich insgesamt 

als funktionell und stabil. Aus den cDNA-Kollektionen wurden sämtliche zur Etablierung des 

Systems verwendeten cDNAs wieder gefunden und überdies vier bekannte und fünf unbe-

kannte Gene identifiziert, für die bislang kein Bezug zur Angiogenese bekannt war. Angioge-

nese spielt sowohl in physiologischen als auch in pathophysiologischen Situationen eine Rolle 

(Cines et al., 1998). Die Identifizierung neuer endothelialer Wachstumsfaktoren könnte daher 

neue Ansatzpunkte zur Behandlung von Erkrankungen eröffnen, für die eine aberrante Angi-

ogenese verursachend ist (Folkman, 1995). Der wesentliche Vorteil von löslichen Faktoren ist 

das therapeutische Potential und die Möglichkeit zu der direkten Suche nach einem Inhibitor. 

Eine Hemmung von Proteinen, die im Blut zirkulieren ist einfacher als bei intrazellulären 

Proteinen, da hier u.a. keine Zellmembranen von dem Wirkstoff überwunden werden müssen. 

Außerdem dürfte auch hier, wie bereits bei zahlreichen Krebstherapien, die Zukunft in der 

Kombination verschiedener Wirksubstanzen liegen.  

6.1 Das Screen-System  

Bei der Entwicklung des Screen-Protokolls diente die Proliferation von Endothelzellen zur 

Bestimmung eines pro-angiogenen Effekts. Hierzu wurde ein Proliferationsversuch durch 

manuelle Vorarbeiten an die ausgewählten Zellen angepasst und anschließend auf die Robo-

ter-Plattform übertragen. Die Durchführung des Proliferationsversuchs bewies sich sowohl 

bei der Etablierung als auch beim Screen als geeignet und für den Hochdurchsatz tauglich. 

Dies zeichnete sich durch hohe Wiederfindungsraten (> 94 %) und die niedrige Anzahl falsch 

Positiver (< 1,6 %) aus (vgl. 5.2.10, Tab. 5.1., 4. Screen).  

6.1.1 Etablierung eines Proliferationsversuchs zum Nachweis von Angiogenese 

Die Auswahl der Tester-Zellen war an eine Reihe von Bedingungen geknüpft. Die Zellen soll-

ten endothelialen Ursprungs sein, repräsentativ für Angiogenese und eine hohe Sensitivität 
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gewährleisten. Zu Beginn wurden mit bEnd3-Zellen (Montesano et al., 1990) und MS1-Zellen 

(Arbiser et al., 1997) zwei murine endotheliale Zelllinien getestet. Zur Quantifizierung eines 

proliferativen Effekts einer exprimierten cDNA wurden zwei verschiedene Prinzipien ver-

folgt. Einerseits wurde ein Proliferationsversuch durchgeführt, bei dem die Auswertung durch 

eine Zellzahlbestimmung mittels AlamarBlue-Assays erfolgte (Ahmed et al., 1994). Hierbei 

konnte ein Proliferationsversuch etabliert werden, bei dem eine serumabhängige Zellzahlstei-

gerung gelang. Im Gegensatz dazu wurde aber kein Effekt durch rekombinante Wachstums-

faktoren erhalten, weshalb dieser Assay für die Identifizierung unbekannter Proliferations-

faktoren ausschied (vgl. 5.2.2.4). Andererseits wurden Reportergenversuche durchgeführt, bei 

denen die Aktivitätsbestimmung eines transient oder stabil exprimierten SRE-Luziferase-Re-

portergens als Messmethode herangezogen wurde (Treisman, 1992). Jedoch konnte kein Ef-

fekt in Abhängigkeit von rekombinanten Faktoren ermittelt werden (vgl. 5.2.2.5 - 5.2.2.6). 

Insgesamt erwiesen sich daher diese beiden Zelllinien als ungeeignet für den Screen.  

Parallel erfolgte die Testung primärer Endothelzellen. Primärkulturen waren aufgrund we-

sentlich aufwendigerer Kultivierungsbedingungen und höherer Kosten für spezielles Medium 

zunächst nicht die erste Wahl gewesen. Zudem ist die Bereitstellung ausreichender Zellmen-

gen wegen der doppelt so langen Teilungsraten schwieriger und eine Kultivierung kann stets 

nur für etwa 5 - 7 Passagen erfolgen. Das macht ein häufiges Auftauen von Zellen nötig und 

birgt daher die Gefahr, in Abhängigkeit von verschiedenen Zell-Chargen, Messwertschwan-

kungen zu erhalten. Der Vorteil von Primärkulturen ist, dass diese nicht transformiert sind 

und daher die wesentlichen endothelialen Wachstumseigenschaften beibehalten. Überdies 

sind die getesteten Zellen humanen Ursprungs. Die Festlegung auf HUVECs (PromoCell 

GmbH) als endotheliale Tester-Zellen erfolgte durch manuelle Vorversuche. HUVECs sind 

primäre Endothelzellen, die aus der Nabelschnur-Vene von Neugeborenen gewonnen werden. 

Bei Etablierungsarbeiten gelang es neben der Stimulation mit Serum auch durch die Zugabe 

der endothelialen Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF eine reproduzierbare Proliferati-

onsstimulation zu erhalten (vgl. 5.2.2.7). Ebenfalls getestete mikrovasuläre Endothelzellen 

HMVECs zeigten zwar ähnliche Resultate, wiesen aber im Vergleich zu HUVECs durchweg 

geringere Stimulationen auf (vgl. 5.4.2.2).  

Da sich HUVECs und HMVECs bezüglich ihrer immunologischen und metabolischen Eigen-

schaften geringfügig unterscheiden, wäre es möglich, mit diesen Zellen etwas abweichende 

Hits durch den Screen zu erhalten (Kumar et al., 1987). Unterschiede bestehen beispielsweise 

bei der Antwort auf das pro-angiogene Chemokin Interleukin 8 (IL-8) (Salcedo et al., 2000). 

Ursache hierfür sind unterschiedliche Expressionslevel der IL-8-Rezeptoren CXCR1 - 4. 
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HUVECs weisen im Vergleich zu HMVECs nur geringe mRNA-Mengen dieser Rezeptoren 

auf und reagieren daher vergleichsweise schwach auf die Zugabe von IL-8 (Salcedo et al., 

2000). Zudem unterscheiden sich diese Zellen hinsichtlich der intrazellulären Signaltrans-

duktion bei der durch VEGF vermittelten Aktivierung der MAP-Kinasen. Dieser Prozess läuft 

bei HUVECs vorwiegend über die Proteinkinase C (PKC), bei HMVECs dagegen überwie-

gend über Ras ab (Yashima et al., 2001). Eine zweite Screen-Kampagne mit HMVECs wäre 

daher für die Generierung zusätzlicher Hits durchaus sinnvoll.  

Überdies lag der Schwerpunkt des Interesses hauptsächlich auf der Tumorangiogenese. Einige 

Hinweise sprechen dafür, dass in der Umgebung eines Tumors neu gebildete Endothelzellen 

im Bezug auf die exprimierten Gene und Rezeptoren eher EPCs als HUVECs oder HMVECs 

entsprechen (Bagley et al., 2003). Tumore sezernieren Faktoren, die zur Rekrutierung von im 

Blut zirkulierenden EPCs führen und diese dadurch am Aufbau der Gefäße beteiligt werden 

(Hristov and Weber, 2004). Für eine gezielte Suche nach weiteren unbekannten Faktoren, die 

bei der Tumorangiogenese eine Rolle spielen, wären es daher sinnvoll, EPCs als Tester-Zellen 

auszuprobieren und gegebenenfalls zu verwenden.  

Allgemein gesehen stellen in vitro Modelle mit Zellkulturen nur annähernd die Situation  

in vivo bzw. in situ dar. Forschungsergebnisse belegen, dass in einem Organismus weitere 

Faktoren bei der Stimulation von Endothelzellen, wie beispielsweise Zell-Zellkontakte ein 

Rolle spielen (Unger et al., 2004). Weiter weisen Endothelzellen keinen stabilen Phänotyp auf 

und können als isolierte Primärzellen unter Umständen ihre charakteristischen Eigenschaften 

verlieren (Borsum et al., 1982). Dennoch haben die vergangenen Jahre gezeigt, dass mit Hilfe 

verschiedener in vitro-, in vivo- und in situ-Modelle zahlreiche an der Angiogenese beteiligte 

Faktoren identifiziert werden konnten. 

 

Entscheidend bei der Auswahl der cDNA-Expressions-Zelllinie war neben der Handhabung 

durch die Roboter auch, dass die Zellen eine ordnungsgemäße Faltung und Modifizierung der 

exprimierten Proteine gewährleisten. Daher wurden Säuger-Zelllinien getestet, von denen 

funktionsfähige exprimierte Proteine und keine spezies-bedingten Unterschiede bei der Pro-

tein-Modifikation zu erwarten sind (Bendig, 1988). In E. coli-Zellen (Thomas et al., 1997) 

beispielsweise findet keine Glykosylierung und in Hefe-Zellen (Moir and Mao, 1990) eine im 

Vergleich zu Säuger-Zellen abweichende Glykosylierung statt. Gerade dieser Modifikations-

art kommt eine wichtige Funktion bei sezernierten Proteinen zu (Helenius and Aebi, 2001). 

Überdies treten bei E. coli-, Hefe- und Säuger-Zellen diverse Unterschiede bezüglich der 
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Proteinfaltung auf. Dies ist ebenfalls wichtig für die Funktion von Proteinen (Ellgaard and 

Helenius, 2003).  

Für den Screen wurden schließlich HEK 293-Zellen als cDNA-Expressions-Zelllinie gewählt. 

Diese Zellen bewährten sich am Besten bezüglich der Handhabung durch die Roboter und 

ließen sich zudem kostengünstig mit der Kalziumphosphat-Methode transfizieren. Überdies 

wurde mit einer reproduzierbaren Transfektionseffizienz von ca. 90 % insgesamt das beste 

Ergebnis im Vergleich mit den anderen Zellen erzielt.  

Nach der Identifizierung im Screen wurden die Hit-cDNAs in weiteren Säuger-Zelllinien wie 

beispielsweise HeLa-, PC-3 und MCF-7-Zellen exprimiert und die Überstände in einem Proli-

ferationsversuch mit HUVECs getestet. Dabei zeigte sich, dass abgesehen von ein paar weni-

gen Ausnahmen, die meisten cDNAs nicht nur nach der Expression in HEK 293-Zellen, son-

dern auch nach der Expression in anderen Säuger-Zellen zur Bildung HUVECs stimulierender 

Überstände führten (Daten nicht gezeigt). In einzelnen Fällen konnten jedoch nach der Ex-

pression in manchen Zelllinien keine HUVECs stimulierenden Überstände erhalten werden. 

Grund hierfür ist vermutlich, dass der Bildung aktiver Überstände prinzipiell unterschiedliche 

Ursachen zugrunde liegen können. Hierbei kommen zwei Möglichkeiten in Betracht. Erstens, 

die exprimierten Proteine werden von den Säuger-Zellen unmittelbar sezerniert und bewirken 

wie beispielsweise VEGF direkt die Stimulation von HUVECs. Zweitens kann die Bildung 

HUVECs stimulierender Überstände auch dadurch zustande kommen, dass die cDNA-Expres-

sion in den Säuger-Zellen zur Produktion und Sekretion pro-angiogener Faktoren führt. Da 

die Induktion sezernierter Proteine in Abhängigkeit von verschiedenen Signaltransduktionen 

erfolgen kann, sind hierbei in unterschiedlichen Zellen durchaus Differenzen zu erwarten.  

6.1.2 Technische Durchführung des Screens  

Weil Vorversuche zeigten, dass sich HUVECs in Gegenwart des HEK 293-DMEM-Mediums 

kaum stimulieren lassen, wurde anfangs getestet, ob die Kultivierung der HEK 293-Zellen 

nach der Transfektion in HUVEC-Mangelmedium erfolgen kann. Die Adaption jedoch konnte 

umgangen werden, indem statt des kompletten HEK 293-Überstandes eines Wells (100 µl) 

nur 25 µl auf HUVECs transferiert wurden. In Gegenwart dieser DMEM-Menge ließen sich 

HUVECs sowohl durch kommerzielles rekombinantes VEGF als auch durch VEGF-Über-

stände reproduzierbar stimulieren. Auffällig war jedoch, dass nach Transfer dieser DMEM-

Menge zwar deutlich bessere Stimulationen als nach der Protein-Expression in HUVEC-Me-

dium erhalten wurden. Die Messwerte an sich fielen aber insgesamt geringer aus (vgl. 5.2.8.1, 

Abb.5.10). Die Ursache dafür, dass in Gegenwart von DMEM-Medium höhere Stimulations-
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raten erhalten wurden, lag in der Berechnungsmethode bzw. an den Werten des Referenz-

wertes. Der hierbei herangezogene Messwert des Leervektor-Überstandes fiel im Vergleich zu 

den VEGF-Überständen im DMEM-Medium deutlich geringer aus, als es im HUVEC-Me-

dium der Fall war. Dadurch errechneten sich entsprechend höhere Stimulationen beim 

DMEM-Medium. Zusätzlich war auffällig, dass nach dem Transfer größerer Überstandsmen-

gen als 25 µl die Stimulationen durch VEGF-Überstände (DMEM-Medium) abnahmen. Grö-

ßere Überstandsmengen entsprechen gleichzeitig höheren VEGF-Konzentrationen auf den 

HUVECs. Nach dem Wissen um die VEGF-Konzentrationen im Überstand wären bessere 

Stimulationen zu erwarten gewesen (vgl. 5.2.2). Demzufolge betrug die VEGF-Konzentration 

nach dem Transfer von 25 µl Überstand ca. 15 ng/ml. Versuche mit rekombinantem VEGF 

zeigten, dass bei 15 ng/ml nur etwa halb so hohe Stimulationen erreicht werden, wie man sie 

durch den Einsatz von 60 ng/ml erhält. Daher ist davon auszugehen, dass die transferierten 

Überstände bzw. das DMEM-Medium ab einer bestimmten Menge einen hemmenden Effekt 

auf HUVECs ausübt. Zudem wäre auch denkbar, dass die Adaptionszeit der HUVECs an das 

veränderte Medium zu kurz war und sich dadurch der Hemmeffekt erklärt. Generell haben 

sich HUVECs als Primärzellen gegenüber Zelllinien als vergleichsweise sensibel gegenüber 

Veränderungen der Kultivierungsbedingungen gezeigt. 

Ein weiterer Punkt, der zu einer Steigerung der erhaltenen Stimulationen beitrug, war die Re-

duktion des Serumgehaltes in den Medien. Der Serumgehalt sollte insgesamt möglichst nied-

rig gehalten werden, da Vorversuche zeigten, dass bereits geringe Serummengen ausreichen, 

um eine Proliferation zu bewirken. Wenn beispielsweise beim Transfer der Überstände grö-

ßere Serummengen auf HUVECs gebracht werden, würden die Effekte einzelner Faktoren 

nicht signifikant zum Vorschein kommen. Wirkungen von potentiell schwächeren Faktoren 

könnten daher aufgrund des Serumeffektes nicht gefunden werden. Andererseits besteht bei 

einer geringen Serumkonzentration die Gefahr, unbekannte Faktoren, die für ihre Wirkung auf 

die Anwesenheit im Serum befindlicher Ko-Faktoren angewiesen sind, nicht identifizieren zu 

können. Dieses Risiko wurde jedoch in Kauf genommen, da vorrangig starke und einzeln 

wirkende Faktoren identifiziert werden sollten.  

Das wesentliche Problem beim Assay-Transfer auf die Roboter-Plattform lag darin, dass im 

Gegensatz zu den manuellen Arbeiten einige Abläufe unter unsterilen Bedingungen erfolgen. 

Weil bei den ersten Testläufen mit den Robotern zahlreiche bakterielle Kontaminationen auf-

traten, war eine Erhöhung der Antibiotika-Konzentrationen in den Medien unumgänglich. 

Durch Testung verschiedener Konzentrationen der Zusätze wurden geeignete Medien defi-

niert, bei denen die Anzahl bakterieller Kontaminationen unter 1 ‰ gehalten wurde und 
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gleichzeitig kein Effekt auf die Stimulierbarkeit der HUVECs auftrat (vgl. 5.2.11.2). Da diese 

Arbeiten mit den hochpotenten Faktoren bFGF und VEGF durchgeführt wurden, musste al-

lerdings das Risiko in Kauf genommen werden, potentiell schwächere Faktoren in den neu 

definierten Medien nicht zu finden.  

Damit eine cDNA als Hit galt, musste diese in zwei voneinander unabhängigen Screens iden-

tifiziert werden, weshalb sämtliche cDNAs doppelt getestet wurden. Dabei bestand jedoch die 

Gefahr einen potentiellen Hit nicht zu finden, wenn in einer der beiden Screens eine Konta-

mination auftrat. Die betreffende cDNA wurde dadurch von der weiteren Bewertung ausge-

schlossen. Andererseits wäre ansonsten die Anzahl falsch Positiver um ein Vielfaches höher 

gewesen. Überdies kann auch ein fehlerhafter Schwellenwert zu falsch positiven oder falsch 

negativen Hits führen. Ein solcher Fall tritt ein, wenn sich auf einer Platte ein starker Hit oder 

eine Kontamination befindet, in Folge dessen sich der Mittelwert der Platte und die Standard-

abweichung erhöhen. Die Chancen einen schwachen Hit auf der betreffenden Platte zu finden, 

sind durch den erhöhten Schwellenwert deutlich geringer. 

Des Weiteren kann bei der Testung nur einer Proteinkonzentration der exprimierten cDNA 

nicht davon ausgegangen werden, dass durch diese Menge ein wirksamer Konzentrationsbe-

reich für eine HUVEC-Stimulation erreicht wird. Dabei ist sowohl denkbar, zu niedrige oder 

zu hohe Proteinkonzentrationen für einen messbaren proliferativen Effekt zu erhalten. Be-

kannte Wachstumsfaktoren zeigen eine klassische Dosis-Wirkungsbeziehung. Unter einem 

gewissen Schwellenwert werden keine Wirkungen erzielt und beim Überschreiten eines Kon-

zentrationsoptimums können gegenläufige Effekte auftreten. Unter den gegebenen Screen-

Bedingungen war daher zu erwarten, dass vorwiegend Gene identifiziert werden, die in ähnli-

cher Konzentration wie VEGF und bFGF wirken und zudem vergleichbare Kinetiken in der 

Aktivität aufweisen. Die Gefahr auf diese Weise potentielle Hits zu verlieren, wurde durch 

Festlegung eines geringen Schwellenwertes und eine Nachtestung reduziert. Für zukünftige 

Screen-Kampagnen wäre es sinnvoll, die Protokolle auch für die Testung anderer Über-

standsmengen anzupassen, um so eventuell zusätzliche Hits identifizieren zu können.  

 

Mit Hilfe von Screen-Kontrollplatten wurden die Positivkontrollen mit einer durchschnittli-

chen Wiederfindungsraten von über 94 % identifiziert. Die Anzahl falsch positiver Hits lag 

unter 1,6 % (vgl. Tab. 5.1). Verglichen mit den Ergebnissen bei den manuellen Testungen 

waren diese Werte nur geringfügig schlechter und bestätigten die gute Qualität des Screens.  
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6.2 Identifizierung verschiedener Hits 

In zwei voneinander unabhängigen Screen-Kampagnen wurden jeweils 34.596 cDNA-Ex-

pressionsplasmide einzeln getestet. Von dabei 79 gefundenen Hits, konnten 13 durch die 

Nachtestungen bestätigt werden. Für 9 dieser Gene war bisher kein Zusammenhang mit der 

Angiogenese bekannt. Wenn man bedenkt, wie wenige angiogene Proteine bisher identifiziert 

wurden (vgl. Tab. 1.1), war dieser Screen-Ansatz sehr erfolgreich. 

Obwohl der Screen auf die gezielte Suche nach sezernierten Proteinen ausgerichtet war, wur-

den im Verlauf auch cDNAs identifiziert, die ein zytosolisch, nukleär oder membranständig 

lokalisiertes Protein kodieren. Diese Proteine werden sehr wahrscheinlich nicht in den Über-

stand sezerniert. Vielmehr führt die Expression dieser cDNAs vermutlich dazu, dass die HEK 

293-Zellen Proliferationsfaktoren bilden und in den Überstand sezernieren. Bei 4 der 13 veri-

fizierten Hits handelt es sich um bekannte pro-angiogene Faktoren, die teilweise auch zur 

Protokolletablierung verwendet wurden. Bei diesen handelt es sich ausschließlich um sezer-

nierte Faktoren. Hierbei wurden insgesamt alle 13, in den Kollektionssammlungen vorkom-

mende cDNA-Expressionsplasmide von bFGF, VEGF, aFGF und PDGF, als Hit gefunden. 

Von den 9 weiteren Hits stellen 5 bereits beschriebene Proteine dar, für die entweder eine 

zytosolische oder nukleäre Lokalisierung beschrieben wurde. Für 4 Proteine ist bisher sowohl 

die Zelllokalisation als auch die Funktion vollends unbekannt. Gerade diese stellen interes-

sante Kandidaten für eine weitere Charakterisierung dar.  

6.2.1 Identifizierung zytosolischer Proteine als Hit 

Durch den Screen wurden neben bekannten sezernierten Faktoren auch Proteine identifiziert, 

die nicht sezerniert werden, deren Expression aber dennoch zu HUVEC stimulierenden Über-

ständen führt. Beispielsweise wurde eine intrazelluläre Kinase als Hit identifiziert. Die Ex-

pression dieses Proteins muss daher die Bildung und Sekretion anderer pro-angiogener Fakto-

ren bewirken. Bei den bislang unbekannten Proteinen kam für die Beurteilung einer mögli-

chen Wirkungsweise erschwerend hinzu, dass keine Informationen über ihre zelluläre Lokali-

sierung vorlagen. Daher war es zunächst wichtig, die Sekretion des betreffenden Proteins zu 

belegen bzw. die subzelluläre Lokalisation zu bestimmen. Konnte dies mittels bioinformati-

scher Prognosen nicht eindeutig vorhergesagt werden, erfolgte ein Proteinnachweis durch 

Westernblot-Analysen. Allerdings reicht der Nachweis, dass ein Protein sezerniert wird, allein 

nicht aus, um mit Sicherheit sagen zu können, dass dieses gleichzeitig der löslich aktive Fak-

tor ist, der die HUVECs direkt stimuliert. Auch in diesem Fall wäre eine Bildung sekundärer 

löslicher Proliferationsfaktoren möglich, die entweder durch einen auto- oder parakrinen 
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Mechanismus auf die HEK 293-Zellen erfolgen könnte. Generell muss die Sekretion des 

exprimierten Proteins nicht unbedingt in einem direkten Zusammenhang mit der Stimulation 

der HUVECs stehen. Sämtliche cDNAs werden mit Hilfe eines CMV-Promoters exprimiert, 

wodurch hohe Expressionsraten erhalten werden (Rotondaro et al., 1996). In Abhängigkeit 

von dem exprimierten Protein kann es dabei zu einer intrazellulären Überladung kommen. 

Dies kann die Zellen mehr oder weniger schädigen, in Folge dessen Anti-Stress-Gene akti-

viert werden. Bekannte Stress-Proteine sind VEGF und verschiedene Zytokine wie beispiels-

weise IL-8 und RANTES (Seematter et al., 2004). Für viele dieser Proteine ist ein direkter 

oder indirekter pro-angiogener Effekt bekannt, wodurch sich die Aktivität der entsprechenden 

Überstände erklären würde. Dass diese Problematik nicht das gesamte Screen-System in 

Frage stellt, liegt im Wesentlichen daran, dass die Überexpressions-Effekte bei allen expri-

mierten cDNAs auftreten und somit in gewissem Maße auch als Hintergrundsignal betrachtet 

werden können. Ein endgültiger Beweis dafür, dass es sich bei einer identifizierten cDNA 

tatsächlich um den löslich aktiven Faktor in den Überständen handelt, muss letztendlich durch 

Experimente mit rekombinant produziertem und aufgereinigtem Protein erbracht werden.  

6.3 Charakterisierung von hSEP 

Für eine Charakterisierung wurde ein bislang unbekanntes Gen ausgewählt, wobei die Wahl 

auf das Gen mit der Datenbanknummer NM_020746 fiel. Es kodiert ein 56,6 kDa großes 

Protein, das aufgrund erster Funktionshinweise den Namen hSEP (human Stimulator of En-

dothelial Proliferation) erhielt. Neben den bekannten endothelialen Wachstumsfaktoren 

konnte mit dem Überstand von hSEP die beste Stimulation von HUVECs erreicht werden. 

Überdies wurde im Screen ein murines Homolog ebenfalls als Hit identifiziert und durch 

bioinformatorische BLAST-Analysen eine Reihe weiterer homologer Proteine in anderen 

Wirbeltieren gefunden (vgl. 5.4.1.1). Bezüglich der Lokalisierung und Funktion lag zum Zeit-

punkt der Identifizierung im Screen weder von SEP noch von den homologen Proteinen eine 

Information vor.  

Die Expression von SEP-cDNA in HEK 293-, sowie in anderen Säugetierzellen, führt zu kon-

ditionierten Überständen, die HUVECs in einem Proliferationsversuch stimulieren. Die Sti-

mulationsintensitäten der SEP-Überstände liegen durchschnittlich bei einer Verdopplung bzw. 

einer 100 %-igen Zellzahlsteigerung gegenüber der Leervektor-Kontrolle. SEP erreicht im 

Mittel ca. 80 % der Aktivität von VEGF und ca. 50 % der von bFGF. Im Gegensatz zu VEGF 

und bFGF handelt es sich bei SEP wahrscheinlich nicht um einen klassischen Wachstums-

faktor. Dagegen spricht einerseits die vergleichsweise große Proteingröße von 56,6 kDa ge-

106 
 



 6. Diskussion 

genüber den Proteinen der VEGF- (34 - 42 kDa) (Senger et al., 1993) und bFGF-Familien  

(17 kDa - 34 kDa) (Ornitz and Itoh, 2001). Andererseits ist das Vorhandensein einer 

potentiellen Transmembrandomäne im C-Terminus von SEP (aa 513 - 535) ungewöhnlich. 

Überdies legen bioinformatische Analysen auch eine hypothetische Signalpeptidsequenz 

nahe. Diese umfasst die 17 N-terminalen Aminosäuren von SEP und ist durch mehrere hydro-

phobe Aminosäuren gekennzeichnet. N-terminale Signalpeptide binden während der Protein-

synthese an einen RNA/Protein-Komplex (SRP) (Walter and Johnson, 1994) und führen zur 

Anlagerung des aktiven Ribosoms an das Endoplasmatische Reticulum (ER) (Walter et al., 

1984). Die Fertigstellung der Peptidkette erfolgt dann ins Lumen des ERs. Nach der Synthese 

gelangt das Protein zum Golgi-Komplex und von dort zum seinem endgültigen Bestim-

mungsort (Dalbey and Von Heijne, 1992). Proteine, die auf diese Weise synthetisiert werden, 

durchlaufen den klassischen Sekretions-Signalweg. Auf diese Weise werden sezernierte Pro-

teine, aber auch solche des ERs, des Golgis und der Lysomen, sowie zahlreiche Plasma-

membranproteine synthetisiert (Hong, 1998). Folglich kann bei SEP allein aufgrund des 

vorhergesagten potentiellen Signalpeptids nicht sicher von einer Sekretion in das extrazel-

luläre Milieu ausgegangen werden. Es war zunächst wichtig zu klären, ob SEP von den HEK 

293-Zellen sezerniert wird und ob die stimulierende Aktivität der Überstände lediglich mit der 

Anwesenheit von SEP korreliert. Der Nachweis von SEP in den Überständen erfolgte denatu-

riert durch Westernblot-Analysen und nativ mittels ELISA. Für diese Immunnachweisreaktio-

nen wurde an SEP ein C-terminales V5/His-Peptid fusioniert (Southern et al., 1991). Da 

Proliferationsversuche belegten, dass das Fusionspeptid keinen Einfluss auf die SEP vermit-

telte Stimulation hat, wurden die weiteren Experimente mit dem Fusions-Konstrukt gemacht. 

Dadurch konnte stets die Expression und Anwesenheit von SEP überprüft werden. Allerdings 

ließen sich nach der Expression von SEP in HEK 293-Zellen im Überstand meist nur schwa-

che oder keine Proteinbanden nachweisen. Im Gegensatz dazu werden im Zelllysat durchweg 

stärkere Signalintensitäten erhalten, wobei durchschnittlich 5 - 10 x größere Proteinmengen 

detektiert wurden. Das Auftreten dieser Differenz kann verschiedene Gründe haben. Eine 

mögliche Ursache liegt eventuell in der unterschiedlichen Probenaufbereitung. Zwar werden 

beide Fraktionen vor der Gelelektrophorese im gleichen Probenpuffer aufgenommen, das 

Zelllysat wird jedoch zuvor unter Verwendung eines weiteren Denaturierungspuffers gewon-

nen. Einerseits unterscheiden sich die Denaturierungsbedingungen der beiden SEP-Fraktionen 

und dadurch wahrscheinlich die Antikörperzugänglichkeiten. Andererseits wäre es auch 

denkbar, dass im Zelllysat durch eine rasche Denaturierung der Proteasen ein Proteinabbau 

von SEP verhindert wird, wohingegen die Proteine im Überstand abgebaut werden. Zudem ist 
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das Zellinnere nicht nur Syntheseort von Proteinen, sondern kann auch der Speicherung die-

nen. Je nachdem wie schnell und durch welchen Mechanismus ein Protein von den Zellen 

sezerniert wird, lassen sich die größeren Mengen im Lysat auch auf diese Weise erklären.  

 

Eine wesentliche Auffälligkeit zeigte sich bei Experimenten, die dazu dienten die Anwesen-

heit von SEP im Überstand mit der Stimulation von HUVECs zu korrelieren. In voneinander 

unabhängigen Proliferationsversuchen wurden durch SEP-Überstände konstant 2-fache Sti-

mulationen gegenüber der Kontrolle erhalten. Die jeweils bestimmten Proteinmengen von 

SEP im Überstand wiesen hingegen deutliche Schwankungen auf. So wurden in Proliferati-

onsversuchen, bei denen verschiedene SEP-Überstände mit unterschiedlichen SEP-Protein-

mengen getestet wurden, trotzdem gleiche Stimulationen erhalten. Die Aktivität der SEP-

Überstände konnte also nicht direkt mit den erhaltenen Proteinmengen von SEP korreliert 

werden.  

Insgesamt konnte nach diesen Resultaten keine Aussage darüber getroffen werden, ob die 

Sekretion von SEP direkt im Zusammenhang mit der Stimulation von HUVECs steht und ob 

der Effekt von SEP direkt auf HUVECs ausgeübt wird. Weiter legen die Ergebnisse nahe, 

dass es sich bei SEP um eine spezifische Sekretion handeln dürfte. Eine unspezifische Sekre-

tion von SEP, wie beispielsweise durch die Freisetzung aus zerstörten oder absterbenden 

Zellen, wurde durch einen Anti-GAPDH-Westernblot ausgeschlossen. Bei der GAPDH han-

delt es sich um ein zytosolisches Haushaltsprotein, das bei einer unspezifischen Lyse eben-

falls in den Überständen zu erwarten wäre. Dieses Protein wurde jedoch nur im Lysat, nicht 

aber in den Überständen nachgewiesen. Dadurch ist bei SEP nicht von einer unspezifischen 

Sekretion auszugehen.  

6.3.1 Lokalisierung von SEP 

Eine alternative Strategie, um Hinweise für eine Sekretion von SEP zu erhalten, wurde durch 

Lokalisierungsstudien verfolgt. Hierbei wurden jedoch insgesamt nur bedingt aussagekräftige 

Ergebnisse erhalten, da Experimente mit entsprechenden Kontrollen von bekanntermaßen 

sezernierten Faktoren, wie beispielsweise die Immunfluoreszenzfärbung von VEGF, nicht 

gelang. Zur Durchführung dieser Arbeiten wurde ein neues Konstrukt generiert, in dem SEP 

C-terminal mit GFP fusioniert wurde (Chalfie et al., 1994). Durch dieses Fusionspeptid kann 

die Expression und Lokalisierung von SEP, ohne aufwendige Färbungen, direkt durch Fluo-

reszenzmikroskopie untersucht werden. Wie zuvor, konnte auch für dieses Konstrukt durch 

einen Proliferationsversuch gezeigt werden, dass es wie SEP zur Stimulation von HUVECs 
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führt. Überdies kann es in vergleichbaren Mengen im Überstand nachgewiesen werden. Der 

Nachweis erfolgte hierbei mittels eines polyklonalen Kaninchenserums gegen SEP (SA3090). 

Der Grund dafür, dass die Lokalisierungsstudien dennoch mit dem GFP-Fusions-Konstrukt 

durchgeführt wurden, lag darin, dass im Westernblot mit SA3090 unspezifische Proteinban-

den erhalten werden. Dadurch sollte die Gefahr unspezifischer Signale ausgeschlossen wer-

den. Immunfluoreszenz-Experimente wurden sowohl in HEK 293- als auch HeLa-Zellen ge-

macht, wobei in beiden Fällen das Fusionsprotein nachgewiesen werden konnte. Um bei der 

Fluoreszenzmikroskopie die gefundenen GFP-Signale zuordnen zu können, wurden parallele 

Anfärbungen des Zellkernes, des ERs und Golgis vorgenommen. Durch einen Vergleich der 

Signale konnte für SEP mit großer Wahrscheinlichkeit eine Golgi-Lokalisierung bestimmt 

werden (vgl. 5.4.3.2, Abb. 5. 30 C). Auch wenn eine Lokalisierung im Golgi nicht zwangsläu-

fig bedeutet, dass SEP sezerniert wird, ist dies dennoch ein Hinweis darauf, dass die Sekretion 

von SEP über den klassischen Weg erfolgt. Aufgrund der potentiellen Transmembrandomäne 

könnte SEP auch im Lumen oder der Membran des Golgis lokalisiert sein (Hong, 1998). 

6.3.2 Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen von SEP 

Bioinformatische Analysen von SEP ergaben zwischen den Aminosäuren 517 - 535 eine po-

tentielle Transmembrandomäne (vgl. 5.4.1.5). Die Existenz dieser hypothetischen Membran-

verankerung steht zwar nicht direkt im Widerspruch mit einer Serzernierung von SEP, hat 

aber Konsequenzen für die Erklärung einer möglichen Wirkungsweise von SEP. Drei denk-

bare Erklärungsansätze sind hierbei:  
 

(1) Die vorhergesagte Transmembrandomäne ist funktionslos und SEP wird direkt sezerniert 

(2) SEP ist primär membranständig und kommt zudem als lösliche Form vor, die durch eine   

     Prozessierung erhalten wird (sSEP) 

(3) SEP wird über (1) oder (2) in den Überstand sezerniert und bewirkt die Stimulation von   

     Endothelzellen nicht direkt, sondern indirekt über die Induktion eines oder mehrerer pro- 

     angiogener Faktoren, die dann in den Überstand sezerniert werden 
 

Bei bioinformatischen Analysen handelt es sich um theoretische Vorrausagen, die durchaus 

mit Fehlern belastet sein können. Es ist also erstens (1) nicht gesagt, dass die vorhergesagte 

Transmembrandomäne auch tatsächlich in vivo zu einer Membranverankerung von SEP führt. 

Der zweite Erklärungsansatz (2) beruht auf Beispielen aus der Literatur, in denen primär 

membranständige Proteine beschrieben werden, die ihren angiogenen Effekt erst durch eine 

prozessierte lösliche Form bewirken. Dazu zählen u.a. bFGF und VEGF. bFGF liegt zunächst 
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assoziiert mit der extrazellulären Matrix und den Heparansulfat-Proteoglykanen der Zellober-

fläche vor und wird auf der Basalmembran präsentiert (Folkman et al., 1988). Eine lösliche 

aktive Form von bFGF entsteht dann durch Prozessierung mittels Heparanasen oder Proteasen 

(Ishai-Michaeli et al., 1990). Weiter kann es sich bei freigesetzten Proteinfragmenten auch um 

lösliche Formen von Rezeptoren oder Adhäsionsmolekülen handeln. Beispiele hierfür sind 

der IL-4-Rezeptor (Fanslow et al., 1990) und die Adhäsionsproteine ICAM-1 und E-Selectin 

(Fassbender et al., 1998). Die Wirkung löslicher angiogener Proteine kann entweder direkt 

über eine spezifische Rezeptorbindung auf Endothelzellen erfolgen oder indirekt dadurch, 

dass Endothelzellen oder andere Zielzellen zur Produktion und Sekretion angiogener Proteine 

angeregt werden (Distler et al., 2003).  

Aber auch bei anti-angiogen wirkenden Proteinen ist das Vorkommen inaktiver Vorläufer-

proteine bekannt (Distler et al., 2003). Prominente Beispiele sind das Angiostatin, das als 

internes Fragment durch die Proteolyse von Plasminogen entsteht und das aus dem Kollagen 

Typ XVIII gebildete Endostatin (O'Reilly et al., 1997; O'Reilly et al., 1994). 

Insgesamt stellt das Prinzip von Vorläuferproteinen einen weit verbreiteten und effektiven 

Mechanismus zur Kontrolle der Proteinverfügbarkeit dar (Taipale and Keski-Oja, 1997). Es 

ist daher denkbar, dass SEP ebenso primär membranständig in der Zelle vorliegt und durch 

eine Prozessierung eine löslich aktive Form (sSEP) gebildet wird.  

Bei der dritten Erklärungsmöglichkeit (3) wird angenommen, dass die Stimulation der 

HUVECs indirekt erfolgt, indem SEP die Expressions-Zellen zur Produktion und Sekretion 

löslicher pro-angiogener Faktoren anregt. Diese Induktion könnte entweder durch eine Akti-

vierung intrazellulärer Signalwege oder durch freigesetzte Proteine erfolgen. Verschiedene 

Zytokine kämen hierbei in Frage. Von diesen ist bekannt, dass sie über auto- oder parakrine 

Mechanismen auf die Expressions-Zelllinie oder die Endothelzellen wirken können, in Folge 

dessen dann entweder weitere pro-angiogene Faktoren induziert werden oder der angiogene 

Effekt direkt auf die Endothelzellen ausgeübt wird (Mantovani et al., 1992).  

Insgesamt liegen diesen 3 Erklärungsansätzen verschiedene Prinzipien zugrunde, bei denen 

die Sekretion von SEP unterschiedliche Rollen spielt. Aus diesem Grund wurde durch bio-

chemische und molekularbiologische Analysen nachfolgend die Bedeutung der Sekretion und 

Golgi-Lokalisierung von SEP im Zusammenhang mit der Aktivität untersucht. Hierzu wurde 

überprüft, ob die bioinformatisch vorhergesagte potentielle C-terminale Transmembrando-

mäne und das N-terminale Signalpeptid tatsächlich von Bedeutung für die Lokalisierung bzw. 

die Funktion von SEP sind. Hierzu wurden weitere Konstrukte von SEP mit unterschiedlich 

großen Peptid-Deletionen generiert. Zur Analyse des Signalpeptids wurden die ersten  
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36 Aminosäuren deletiert (SEP37-510 bzw. SEP37-540) und für die Untersuchung der poten-

tiellen Transmembrandomäne die Aminosäuren nach dem Arginin 509 (SEP1-510). Alle 

Konstrukte wurden durch Proliferationsversuche, Lokalisationsstudien und Westernblot-

Analysen charakterisiert.  

 

Die wesentlichsten Auswirkungen zeigte die Deletion der potentiellen Transmembrandomäne 

(SEP1-510). Dies betraf sowohl die Lokalisierung als auch die Sekretion und Funktion der  

C-terminal verkürzten Konstrukte. Durch Westernblot-Analysen von HEK 293-Überständen 

wurde gezeigt, dass die Konstrukte ohne die potentielle Transmembrandomäne im Vergleich 

zu SEP in 5 - 10 x größeren Mengen in den Überstand sezerniert werden (vgl. 5.4.3.1). Die 

Deletion des N-terminalen Signalpeptids hatte hingegen keinen Einfluss auf die Sekretion. 

SEP und SEP37-540 wurden in vergleichbaren Mengen sezerniert und konnten insgesamt in 

nur geringen Proteinmengen im Überstand detektiert werden. Betreffend der Lokalisierung 

wurde nach der Deletion der potentiellen Transmembrandomäne von SEP nunmehr eine 

überwiegend diffuse intrazelluläre Verteilung gefunden (vgl. 5.4.3.2). Färbungen des ERs 

waren nur noch vereinzelt, die des Golgis hingegen überhaupt nicht mehr zu sehen. Auch hier 

hatte im Gegensatz zur Entfernung des C-Terminus die Deletion des N-Terminus keine Aus-

wirkung auf die Lokalisierung. Anders verhält es sich mit der Aktivität der verschiedenen 

Konstrukte. Hierbei wurden sowohl durch eine C- als auch eine N-terminale Deletion ein 

Funktionsverlust bzw. geringere Stimulationen erhalten. Nach Abschluss der Testung ver-

schiedener SEP-Konstrukte konnten zwei wesentliche Aussagen getroffen werden:  

Erstens hat die Deletion des potentiellen N-terminalen Signalpeptids keine Auswirkung auf 

die Lokalisierung und Sekretion von SEP. Daher kann davon ausgegangen werden, dass diese 

Sequenz keine essentielle Rolle bei der Translokation zum ER spielt. Diese Funktion muss 

vielmehr über eine andere Sequenz erfolgen. Hierbei kommt u.a. auch die potentielle Trans-

membrandomäne in Frage, da es nach ihrer Entfernung zu einer Delokalisierung von SEP 

kommt. Die Transmembrandomäne besteht wie das potentielle N-terminale Signalpeptid aus 

einer Reihe hydrophober Aminosäuren und kann ebenfalls als ER-Translokationssignal von 

Proteinen dienen (Lecomte et al., 2003). Proteine mit einer Transmembrandomäne werden 

während oder nach der Proteinsynthese in die ER-Membran verankert, wo sie entweder ver-

weilen oder weitere Reifungsschritte durchlaufen und von dort aus zu ihrem endgültigen Be-

stimmungsort transportiert werden (Mothes et al., 1997). Membranproteine ohne Signalse-

quenz können entweder eine Typ I Orientierung (C-Terminus im Zytosol) oder eine Typ II 

Orientierung besitzen (N-Terminus im Zytosol) (Lecomte et al., 2003). Die Orientierung wird 
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dabei außerdem durch die Ladung der die Transmembrandomäne umgebenden Aminosäuren 

bestimmt. Die Sequenzen mit dem größeren Anteil an positiven Aminosäuren befinden sich 

meist im Zytosol. Bei SEP liegt mit 3 Argininen und 1 Histidin das Schwergewicht auf der  

C-terminalen Seite der Transmembrandomäne. Dies legt nahe, dass SEP ein Typ I Membran-

protein sein könnte (Lecomte et al., 2003).  

Es besteht allerdings auch die Möglichkeit, dass die Translokation von SEP zum ER und die 

Sekretion über eine bisher unbekannte Signalsequenz erfolgt, die durch die bioinformatischen 

Analysen nicht vorhergesagt wurde. Für eine Überprüfung dieser Vermutungen wären weitere 

Analysen wie beispielsweise FACS-Färbungen oder Immunfluoreszenzen mit Konfokal-

mikroskopie nötig. Zumindest spricht die gefundene ER- bzw. Golgi-Lokalisierung dafür, 

dass es sich bei SEP um ein zum klassischen Sekretionsweg zugehöriges Protein handeln 

könnte. Nach der Immunfluoreszenz zu urteilen, scheint eine Membranverankerung von SEP 

wahrscheinlicher zu sein als eine Lokalisierung im Lumen dieser beiden Kompartimente.  

 

Dass die Delokalisierung von SEP1-510 nicht im Widerspruch mit der gleichzeitig gesteiger-

ten Sekretion steht, lässt sich durch verschiedene Gründe erklären. Normalerweise wäre da-

von auszugehen, dass die mangelnde ER-Translokation zu einer verminderten Sekretion von 

SEP1-510 führt, da keine Sekretion über den klassischen Sekretionsweg erfolgen könnte. Es 

wäre jedoch auch denkbar, dass die potentielle Transmembrandomäne nicht essentiell für die 

ER-Translokation ist, sondern anderen, weiter in der Proteinmitte gelegene Sequenzen diese 

Funktion zukommt. Dort befinden sich weitere hydrophobe Aminosäurebereiche, die bei den 

bioinformatischen Vorhersagen eine geringe Wahrscheinlichkeit für eine potentielle Domäne 

liefern. Die vorwiegende zytoplasmatische Lokalisierung muss auch nicht bedeuten, dass 

SEP1-510 nicht mehr zum ER gelangt, sondern kann aussagen, dass es rasch wieder aus dem 

ER entfernt wird. Mögliche Ursache hierfür könnte eine unkorrekte Faltung oder Struktur 

sein. Eukaryotische Zellen verfügen über komplexe Degradationsmechanismen, durch die 

fehlgefaltete Protein vom ER ins Zytosol überführt und dort durch das Proteasom abgebaut 

werden (Plemper and Wolf, 1999). Dies könnte sowohl die gefundene zytoplasmatische Fär-

bung als auch die gesteigerte Sekretion von SEP1-510 erklären. Die bessere Sekretion könnte 

durch die fehlende Membranverankerung begründet sein und die Abnahme der Aktivität 

durch fehlerhaft gefaltetes Protein.  
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6.3.3 Spezifität der Aktivität von SEP 

In Proliferationsversuchen mit SEP1-510 wird mit 83 % der Aktivität von SEP scheinbar nur 

eine geringe Reduzierung der HUVEC-Stimulation erhalten. Nach Einbezug der Tatsache, 

dass SEP1-510 in 5 - 10 x höheren Konzentrationen auf den HUVECs vorliegt, errechnet sich 

eine spezifische Aktivität von nur 8 - 17 %. Dies entspricht einem drastischen Funktionsver-

lust und ist ein Indiz dafür, dass es sich bei SEP1-510 mit großer Wahrscheinlichkeit nicht um 

eine natürlich vorkommende löslich aktive Form von SEP handelt. Ansonsten wäre eine hö-

here Aktivität von SEP1-510 oder zumindest kein Aktivitätsverlust zu erwarten gewesen. 

Dass die Signale aufgrund zu hoher Konzentrationen von SEP1-510 zurückgingen, wurde 

durch verschiedene Verdünnungen ausgeschlossen. Diese Beobachtung wird bei vielen be-

kannten Faktoren gemacht. Beispielsweile bewirken TNF-α und TGF-β in geringen Konzent-

rationen einen pro-angiogenen Effekt, wohingegen nach Überschreiten eines Konzentrations-

optimums ein anti-angiogener Effekt von ihnen bewirkt wird (Distler et al., 2003). Vergleich-

bare Tests mit rekombinantem SEP-Protein konnten nicht durchgeführt werden, da die Proben 

von SEP nicht rein und konzentriert genug hierfür waren. Mit SEP-Überständen wurde keine 

SEP-Konzentration identifiziert, bei der sich ein anti-angiogener Effekt zeigte. Die Durchfüh-

rung des Proliferationsversuchs mit HEK 293-Überständen wies jedoch mit 25 µl Überstand 

eine Obergrenze auf. Beim Transfer größerer Mengen auf HUVECs wird vermutlich durch 

das DMEM-Medium ein inhibierender Effekt erhalten. Experimente mit rekombinantem SEP-

Protein aus Insekten-Zellen, bei denen große Menge sauberes Protein erhalten wurde, führten 

in keinem Fall zu einer Stimulation von HUVECs.  

6.3.4 Produktion von rekombinantem SEP in verschiedenen Systemen 

Aufgrund der Entdeckung, dass die Expression von SEP die Bildung anderer pro-angiogener 

Faktoren induziert, wurde überprüft, ob SEP direkt bzw. alleine eine Wirkung auf HUVECs 

besitzt. Zu diesem Zweck wurde V5/His-Peptid-markiertes SEP und SEP1-510 in größeren 

Mengen exprimiert und durch verschiedene Methoden angereichert und aufgereinigt. Die Ex-

pression erfolgte zusätzlich zu HEK 293- auch in E. coli- und Insekten-Zellen. Besonders 

durch die letzten beiden Expressions-Systeme wurden saubere Proben von SEP1-510 gewon-

nen. Die Expression von vollständigem SEP gelang hingegen in diesen Zellen nicht. Gründe 

hierfür könnten im Zusammenhang mit der potentiellen Transmembrandomäne stehen. Mögli-

cherweise verhindert diese sowohl in E. coli- als auch in Insekten-Zellen die Freisetzung des 

SEP-Proteins. In HEK 293-Zellen, einer Säuger-Zelllinie könnte SEP durch spezielle Protea-

sen freigesetzt werden, welche in E. coli- und den SF-21-Insekten-Zellen nicht vorkommen. 
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SEP1-510 ließ sich hingegen nach der Expression relativ sauber in Proteinmengen bis zu 

mehreren Milligramm aufreinigen und nachweisen (vgl. 5.4.5.2 und 5.4.5.3). Dennoch führte 

die Zugabe dieser Proben zu keiner spezifischen Stimulation von HUVECs. Zwar wurde mit 

SEP1-510 aus Insekten-Zellen eine Stimulation gemessen, diese trat jedoch auch bei Negativ-

kontrollen auf. Die Infektion der Insekten-Zellen mit dem Baculo-Virus scheint per se zu ei-

ner Induktion weiterer Proteine zu führen, die dann unspezifisch bei der Aufreinigung von 

SEP1-510 mit angereichert werden. Denkbar wäre, dass es sich bei den induzierten Proteinen 

in Insekten-Zellen um Histidin reiche Proteine handelt. Histidine kommen gehäuft in immun-

regulatorischen Proteinen vor und für zahlreiche solcher Proteine ist ein pro-angiogener Ef-

fekt bekannt (Mantovani et al., 1992).  

 

Um speziesspezifische Unterschiede bei der Proteinproduktion durch das Expressionssystem 

ausschließen zu können, wurde bei einem weiteren Aufreinigungsschritt mittels Anionen-

Austauschchromatographie rekombinantes SEP aus HEK 293-Überständen verwendet. Die 

Durchführung erfolgte dabei mit Proben, die zuvor über NTA-Agarose aufgereinigt wurden. 

Der Gradient sollte dazu dienen, möglichst saubere Fraktionen mit SEP zu erhalten, um eine 

direkte Wirkung von SEP nachweisen zu können oder eine Trennung von Aktivität und SEP 

zu erreichen. Die Durchführung der Anionen-Austauschchromatographie erfolgte mit  

SEP1-510- und SEP-V5/His-Fusionsprotein und Leervektor als Negativkontrolle. Die an-

schließenden Analysen zeigten, dass die Kurven der Gesamtproteinmengen von SEP1-510 

und SEP einen übereinstimmenden Protein-Peak in der Fraktion 16 aufwiesen und einen wei-

teren, nicht identischen Peak in der Fraktion 25 (SEP) bzw. Fraktion 26 (SEP1-510). Im Ge-

gensatz zu diesen Peaks ließ sich SEP1-510 in den Fraktionen 17 - 20, 25 und 26 nachweisen 

(vgl. 5.4.5.1, Abb. 5.39). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass der Peak in Fraktion 16 nicht 

SEP1-510-Protein repräsentieren kann. Insgesamt kann dadurch keine Aussage getroffen 

werden, ob die anderen Protein-Peak-Fraktionen tatsächlich SEP1-510-Protein widerspiegeln 

oder Kontaminationen durch andere Proteine sind. Gleiches gilt für SEP; aufgrund vermutli-

cher Detektionsprobleme konnte SEP in keiner Fraktion nachwiesen werden.  

Mit der Fraktion 25 konnte zwar eine SEP1-510-haltige Fraktion ausgemacht werden, die eine 

Aktivität aufwies. Ob dies in einem direkten Zusammenhang steht, kann allerdings aufgrund 

vermeintlicher Kontaminationen mit anderen Proteinen nicht beurteilt werden. Gegen eine 

direkte Aktivität von SEP1-510 spricht, dass die Aktivität im Wesentlichen auf die Fraktion 

25 beschränkt ist, in der Fraktion 26 aber ähnliche Proteinmengen von SEP1-510 nachge-

114 
 



 6. Diskussion 

wiesen wurden. Bei einer direkten Aktivität von SEP1-510 wäre auch von dieser Fraktion 

eine Aktivität zu erwarten gewesen.  

6.3.5 Hemmung der spezifischen Aktivität von SEP 

In weiterführenden Experimenten wurden mehrere verschiedene Strategien verfolgt, um wei-

tere Indizien für oder gegen eine direkte Wirkung von SEP auf HUVECs zu erlangen. Das 

Grundprinzip bestand darin, auf Aktivität getestete SEP HEK 293-Überstände auf unter-

schiedliche Weise gezielt zu inhibieren, um dadurch Rückschlüsse auf die Wirkungsweise 

von SEP machen zu können. Bei dieser Fragestellung wurde versucht, die Anwesenheit von 

SEP und die Aktivität der Überstände zu trennen. Dabei wurden drei verschiedene Möglich-

keiten zur Inhibition von SEP angewendet: 

Erstens wurde aus den Überständen, durch eine Immunfällung mit V5-Antikörper und Pro-

tein-G-Sepharose, SEP-V5/His-Fusionprotein vollständig abgereichert (vgl. 5.4.3.3).  

Zweitens wurden die Überstände mit zwei verschiedenen SEP-spezifischen Antikörpern so-

wie einem polyklonalen Anti-SEP-Kaninchen Serum vorinkubiert, um auf diese Weise freies 

SEP-Protein zu binden und somit eine potentielle Rezeptorbindung von SEP zu inhibieren 

(vgl. 5.4.4.1).  

Drittens erfolgte die Inkubation der Überstände mit verschiedenen, synthetisch erzeugten 

kurzen SEP-Peptidsequenzen, um eine potentielle Rezeptorbindung durch einen kompetitiven 

Mechanismus zu hemmen (vgl. 5.4.4.2).  

 

Bei dem ersten Ansatz konnte eine vollständige Abreicherung des SEP1-510-V5/His-Protein 

aus den HEK 293-Überständen erreicht werden. Dennoch blieb die Aktivität im nunmehr 

SEP1-510 freien Überstand erhalten bzw. ging im gleichen Maße zurück, wie es bei VEGF- 

und Leervektor-Überständen ebenfalls beobachtet werden konnte. Da sowohl die Aufreini-

gung als auch der Proteinnachweis über das C-terminale V5/His-Fusionpeptid erfolgte, muss 

dieses Ergebnis jedoch unter Vorbehalt betrachtet werden. Diese Aussage gilt nur für C-ter-

minal unprozessiertes SEP-Protein. Theoretisch ist es möglich, dass im Überstand eine  

C-terminal prozessierte Form von SEP vorkommt, die aufgrund des fehlenden V5/His-Fusi-

onspeptid nicht abgereichert werden konnte und die Aktivität nach der Abreicherung bewirkt. 

Um dies ausschließen zu können, müssten weitere Immunfällungen mit SEP spezifischen An-

tikörpern erfolgen. Die Antikörper sollten dabei möglichst große Bereiche von SEP abdecken, 

um nicht erneut in Gefahr zu geraten, teilprozessierte SEP-Fragmente unzugänglich für die 

Abreicherungsprozedur zu machen.  
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Durch den zweiten Ansatz, bei dem eine Vorinkubation der Überstände mit zwei verschiede-

nen SEP-spezifischen Antikörpern und einem polyklonalem Anti-SEP-Kaninchen-Serum er-

folgte, konnte ebenfalls keine spezifische Hemmung erreicht werden. Zwar bewirkt die Inku-

bation mit dem Anti-SEP-Serum gegenüber Prä-Immunserum eine Verminderung der Zell-

zahlen, dieser Effekt wird aber gleichermaßen auch bei Überständen von VEGF und dem 

Leervektor erhalten. Daher handelt es sich vermutlich um toxische Effekte des polyklonalen 

Serums auf HUVECs. Da quantitative PCR-Analysen (Dr. Matthias Klein) belegen, dass SEP 

in HUVECs exprimiert wird, besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass die Hemmung durch 

Inhibition des endogen exprimierten SEP-Proteins zurückgeführt werden kann.  

Gegen diese Hypothese spricht jedoch die Tatsache, dass die Zellzahlen bei Leervektor-, 

VEGF- und SEP-Überständen in gleichem Maße zurückgingen. Zumindest bei Leervektor- 

gegenüber SEP-Überständen wäre ein stärkerer Rückgang zu erwarten gewesen, da beim 

Leervektor von einem deutlich höheren Antikörper-Überschuss als bei SEP auszugehen ist. 

Um die potentielle Rolle von endogenem SEP besser beurteilen zu können, müssten in wei-

teren Experimenten eine Dosis-Wirkungsbeziehung der Überstände ermittelt und weitere  

q-PCR-Analysen durchgeführt werden. Dabei sollte die endogene SEP Expression der 

HUVECs auch nach der Zugabe der verschiedenen Überstände kontrolliert werden. Hierdurch 

könnten Rückschlüsse erhalten werden, ob es beispielsweise durch die Zugabe von SEP-

Überständen zu einer Induktion von endogenen SEP kommt. Zu einem späteren Zeitpunkt 

wurden drei weitere SEP spezifische Antikörper in Ratten (Eurogentec) und außerdem fünf-

zehn Fabs in Kaninchen (Morphosys) erzeugt. Die Testungen erfolgten durch Frau Dr. Irene 

Boche (Xantos Biomedicine AG) und führten ebenfalls zu keiner inhibitorischen Wirkung 

aktiver SEP-Überstände.  

Schließlich wurde in einem dritten Ansatz versucht, die proliferative Aktivität der SEP-

Überstände durch verschiedene synthetische SEP-Peptide (Metabion) zu inhibieren. Die Pep-

tide umfassten kurze Sequenzausschnitte des SEP-Proteins und waren zwischen 6 und 20 

Aminosäuren lang. Bei den ausgewählten Peptidsequenzen handelte es sich um vier repetitive 

Sequenzabschnitte, die inmitten von SEP liegen und eine hohe Konservierung gegenüber dem 

murinen Homolog aufweisen. Konservierte Sequenzbereiche oder Domänen können ein Hin-

weis auf eine wichtige funktionelle Bedeutung sein. Ausgehend von der Annahme, dass SEP 

ein löslicher Faktor ist, ist es daher möglich, dass diesen Regionen eine Bedeutung bei der 

Bindung eines Rezeptors zukommt. Ein entsprechendes Peptid würde hierbei ebenfalls an den 

zugehörigen Rezeptor binden, im Gegensatz zu dem vollständigen Protein aber keine Aktivie-

rung des Rezeptors herbeiführen. Die Zugabe der Peptide zeigte jedoch keinen signifikanten, 
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spezifischen Hemmeffekt auf die SEP vermittelte Stimulation der HUVECs (vgl. 5.4.4.2). 

Wie zuvor bei den Antikörper-Hemmversuchen trat die Inhibierung der HUVEC-Stimulation 

unabhängig von dem transferierten Überstand auf. Auch hier könnte eine mögliche Erklärung 

das Vorkommen von endogenem SEP-Protein sein.  

Insgesamt lieferten weder die rekombinant produzierten Proteine von SEP noch die verschie-

denen Inhibitionsansätze einen Hinweis dafür, dass die Stimulation der HUVECs direkt von 

SEP vermittelt wird. Hierzu hätten vor allem durch die Abreicherung spezifische Auswirkun-

gen auf die Stimulation erhalten werden müssen. Vielmehr gelang bei einigen Versuchen die 

Trennung der Aktivität und Anwesenheit von SEP, was ebenfalls darauf hin deutet, dass die 

Stimulation der HUVECs unabhängig von der Anwesenheit von SEP erfolgt und somit von 

anderen Proteinen bewirkt werden muss.  

6.3.6 Alternative Wirkmechanismen der SEP vermittelten Aktivität 

Die vorherigen Analysen ergaben unterschiedliche Hinweise auf einen potentiellen Wir-

kungsmechanismus von SEP. Beispielsweise ist die geringe spezifische Aktivität von  

SEP1-510 ein Indiz dafür, dass dieses Konstrukt nicht eine natürlich vorkommende, löslich 

aktive Form von SEP ist. Die gefundene Restaktivität könnte sich durch ein nur geringes Ab-

weichen von einer vorkommenden löslichen Form von SEP erklären lassen. Dies könnte Ein-

fluss auf die Proteinfaltung und -struktur haben, wodurch nur noch schwache Bindungen mit 

einem Rezeptor eingegangen werden können. Für den Fall, dass SEP seine Funktion memb-

rangebunden vermittelt, wären gestörte Bindungseigenschaften mit einem potentiellen Ko-

Faktor eine denkbare Erklärung für die geringere spezifische Aktivität von SEP1-510.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nicht endgültig beantwortet werden, ob die Akti-

vität von einer löslichen oder membrangebundenen Form von SEP ausgeht. Weiter ist unklar, 

ob SEP eine direkte Wirkung auf HUVECs besitzt oder indirekt durch die Induktion anderer 

pro-angiogener Faktoren die HUVEC-Stimulation bewirkt.  

6.3.6.1 Induktion verschiedener pro-angiogener sezernierter Faktoren 

Um zu prüfen, ob die Expression von SEP in HEK 293-Zellen zur Induktion von pro-angio-

genen sezernierten Faktoren führt, wurden zwei verschiedene Prinzipien verfolgt.  

Erstens wurde mittels ELISA-Analysen Überstände von SEP exprimierenden Zellen gezielt 

auf die Anwesenheit bekannter endothelialer Wachstumsfaktoren untersucht.  

Zweitens wurden nach der Expression von SEP durch CHIP-Analysen Genexpressionsmuster 

von HEK 293-Zellen erstellt. Überdies wurden von den identifizierten pro-angiogenen Genen 

einzelne ausgewählt und deren Hochregulation durch qPCR bestätigt.  
117 

 



 6. Diskussion 

Die Analyseergebnisse belegen, dass es durch die Expression von SEP, nicht zur Induktion 

der pro-angiogenen Faktoren bFGF (Abraham et al., 1986) und Erythropoietin (Ribatti et al., 

2003b) kommt. Dies galt sowohl auf Protein- (durch ELISA) als auch auf Genexpressions-

ebene (CHIP-Analysen). Etwas unklarer ist die Situation für VEGF. Hierbei lieferten ELISA-

Analysen teilweise Belege für die Anwesenheit von VEGF, die jedoch weder durch CHIP-, 

noch durch qPCR-Analysen bestätigt wurden. In einigen ELISAs konnten in SEP-Überstän-

den vergleichbare Mengen VEGF nachgewiesen werden, wie sie auch nach der Expression 

einer VEGF-cDNA erhalten werden. Bei der Etablierung des Screen-Protokolls wurde zuvor 

gezeigt, dass die erhaltenen VEGF-Konzentrationen ausreichen, um reproduzierbar HUVECs 

zu stimulieren. Ob und in welchem Maße VEGF in den SEP-Überständen für die Stimulation 

der HUVECs verantwortlich ist, kann durch die Experimente nicht beurteilt werden. Ein 

möglicher Ansatz wäre hierbei eine gezielte Abreicherung von VEGF aus den SEP-Überstän-

den. Anschließend kann dann durch einen Proliferationsversuch getestet werden, ob und in 

welchem Umfang die proliferative Aktivität durch die Entfernung von VEGF abnimmt. Nach 

dem derzeitigen Wissensstand wäre es sowohl denkbar, dass SEP unabhängig von VEGF 

wirkt, aber auch dass VEGF alleine für den Phänotyp auf HUVECs verantwortlich ist oder 

diesen im Zusammenspiel mit SEP bewirkt. In anbetracht der angiogenen Potenz von VEGF, 

dürfte der Anwesenheit von SEP insgesamt nur eine untergeordnete Rolle zukommen.  

Weiterführende Hinweise zum Zusammenhang zwischen der VEGF- und SEP-Expression 

wurden sowohl durch interne als auch externe Analysen erhalten. Hierbei konnte in einem 

internen Kobaltchlorid-Hypoxia-Modell mittels qPCR-Analysen gezeigt werden, dass unter 

hypoxischen Bedingungen eine Ko-Expression von SEP und VEGF stattfindet (Angelika 

Waldschmidt und Dr. Christian Korherr). Solche physiologischen Zustände werden häufig 

auch in Tumorgeweben gefunden (Coleman et al., 2002). Weitere externe qPCR-Analysen 

(Cytomics) haben zudem gezeigt, dass SEP in einem hohen Prozentsatz in soliden Tumoren 

hochreguliert ist. Der Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF und dem Vaskula-

risierungsgrad bzw. dem Übergang von hyperplastischem zu neoplastischem Tumorwachs-

tum, ist bereits seit Jahren bekannt (Folkman, 1971). Diese Daten sprechen für eine mögliche 

Bedeutung von SEP bei der Tumorangiogenese. Die Hochregulation unter hypoxischen Be-

dingungen lässt sich durch ein im Promotorbereich von SEP befindliches HIF-1 response 

element erklären. Über HIF-1 α wird unter anderen auch die Expression von VEGF unter hy-

poxischen Bedingungen induziert (Josko and Mazurek, 2004). Dies ist wiederum ein Beleg 

für eine Ko-Regulation von SEP und VEGF. Interessanterweise wird unter physiologischen 

Bedingungen zwar häufig eine Ko-Expression von VEGF und SEP gefunden, die relativen 
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Expressionsniveaus können sich dabei allerdings signifikant unterscheiden. Beispielsweise 

werden sowohl SEP als auch VEGF in der Plazenta und dem Uterus exprimiert. In der Pla-

zenta wird SEP jedoch im Vergleich zu VEGF vergleichsweise stark exprimiert, im Uterus ist 

es entgegengesetzt. Beide Proteine besitzen sozusagen eine definierte Spezifität und könnten 

sich daher Aufgaben bei der Bildung von Blutgefäßen teilen. Die Konsequenz ist beispiels-

weise, dass beide Faktoren bei der Vaskulogenese während der Schwangerschaft benötigt 

werden.  

 

Weiterhin konnte durch histologische Färbungen verschiedener Tumor-Zellen gezeigt wer-

den, dass die Expression von SEP im Vergleich zu VEGF auf Tumor-Zellen beschränkt ist. 

VEGF kann dagegen auch in den umliegenden Stroma-Zellen nachgewiesen werden. Diese 

Tatsache stellt bei der Anti-VEGF-Therapie von Tumoren ein Problem dar, da durch die Inhi-

bierung von VEGF nicht nur Tumorzellen, sondern auch gesunde Zellen betroffen werden 

(Tse et al., 2004). Die Suche nach bisher unbekannten angiogenen Faktoren und die 

Identifizierung von SEP gewinnen aus diesem Grund zusätzlich an Bedeutung, um eine hö-

here Spezifität bei der Behandlung von Tumoren erreichen zu können. Überdies konnte bisher 

noch nicht ausreichend geklärt werden, ob SEP und VEGF nur ko-reguliert sind oder ob SEP 

VEGF direkt induzieren kann. Sollte letzteres der Fall sein könnte durch eine gezielte Inhibie-

rung von SEP gleichzeitig auch eine Hemmung von VEGF auf diese Weise erreicht werden. 

Wie effizient diese Hemmung ausfallen dürfte, muss durch weitere Experimente gezeigt wer-

den. Überdies wäre auch eine Kombinationstherapie durch Inhibierung von VEGF und SEP 

denkbar. Neben einer Anti-SEP-Therapie könnte die gefundene, auf Tumorzellen beschränkte 

spezifische Expression von SEP, auch als eine Art Tumorzellenmarker dienen. Nach Klärung 

des genauen Wirkungsmechanismus von SEP würde sich dadurch eine Reihe weiterer Strate-

gien für eine gezielte Zerstörung von Tumorzellen ergeben.  

 

Neben einem direkten Effekt von SEP auf HUVECs, wäre es auch denkbar, dass die Bildung 

aktiver Überstände bzw. die Induktion von pro-angiogenen Faktoren über einen SEP unab-

hängigen Mechanismus erfolgt. Beispielsweise könnte die Überexpression von SEP eine 

Überladung des ERs bewirken, wodurch eine regelgerechte Weiterverarbeitung undurchführ-

bar wird. Dadurch kann es zu einer ER Stressreaktion kommen, in Folge dessen u.a. Gene wie 

NF-κ B (Pahl and Baeuerle, 1997), p38 MAP- und c-Jun-Kinase (Yamamoto et al., 2003) 

aktiviert werden. Daraus resultiert wiederum die Induktion verschiedener protektiver und 
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proliferativer Gene, die dann die HUVEC-Stimulation erklären könnten (Yamamoto et al., 

2003).  

Nach der Expression der SEP-cDNA in HEK 293-Zellen kommt es nachweislich zur Induk-

tion von NF-κB (Matsuda et al., 2003). Weitere Daten belegen, dass die Aktivierung von  

NF-κB allein nicht ausreichend sein kann, um die HUVEC-Stimulation zu erklären. Grund 

hierfür ist die Tatsache, dass für eine Vielzahl von Genen eine NF-κB Aktivierung nachge-

wiesen werden konnte, diese Gene aber nicht im Angiogenese-Screen gefunden wurden. 

Hierzu zählen u.a. die Adapterproteine TRAF und FADD sowie Filamin und Caspase 8 

(Matsuda et al., 2003). Ein weiteres Beispiel ist TNF-α. Dieses Gen diente bei einem NF-κB-

Reportergen-Assay als Positivkontrolle. Die erhaltenen Überstände führten dagegen nach-

weislich nicht zur Stimulation von HUVECs. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die 

Aktivierung von NF-κB als Folge einer durch SEP vermittelten Aktivierung proliferativer 

Gene auftritt. So belegen die CHIP-Daten, dass es in den HEK 293-Zellen durch die Überex-

pression von SEP zu einer Hochregulation von IL-8 kommt. IL-8 wiederum kann unter ande-

ren durch NF-κB aktiviert werden. Weitere Daten beweisen auch, dass die Expression von IL-

8, vergleichbar zu TNF-α, eine Aktivierung von NF-κB bewirkt (Manna and Ramesh, 2005).  

 

Neben VEGF konnten zwei weitere bekannte und lösliche pro-angiogene Faktoren durch 

CHIP-Analysen identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die immunregulatorischen 

Zytokine IL-8 (Koch et al., 1992) und RANTES (Schall et al., 1988). Die Expression beider 

Faktoren konnte durch interne qPCR-Analysen bestätigt werden (Christine Rottenberger und 

Dr. Christian Korherr). Dabei zeigte sich stets eine Korrelation zu der Stimulation von 

HUVECs. Um zu überprüfen, ob unter den Assay-Bedingungen eine Stimulation der 

HUVECs durch einen der beiden Faktoren alleine erhalten wird, wurden die cDNAs von IL-8 

und RANTES ebenfalls in HEK 293-Zellen exprimiert und die Überstände auf HUVECs 

transferiert. Hierdurch konnte jedoch keine Stimulation der HUVECs erzielt werden. Mögli-

cherweise liegt der Grund darin, dass die Überstände von IL-8 und RANTES einzeln getestet 

wurden, im Überstand von SEP dagegen beide Faktoren gleichzeitig vorliegen. Da bei im-

munmodulatorischen Prozessen in der Regel eine Reihe weiterer Faktoren vorliegen, ist hier-

bei denkbar, dass beide Faktoren jeweils andere Proteine für eine Wirkung auf HUVECs be-

nötigen. Betreffend IL-8 ist beispielsweise bekannt, dass HUVECs nur in sehr geringen Men-

gen IL-8-Rezeptoren exprimieren, was die ausbleibende Stimulation erklären würde. Die Ex-

pression der IL-8-Rezeptoren kann sowohl durch bFGF als auch durch VEGF hochreguliert 

werden (Salcedo et al., 1999), was dann wiederum den Effekt der SEP-Überstände erklären 
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würde, da in diesen VEGF vorkommt. Folglich ist es nicht auszuschließen, dass IL-8 in SEP-

Überständen eine Funktion bei der Stimulation der HUVECs zukommt.  

Nach den vorliegenden Ergebnissen bleibt offen, ob SEP als lösliches Protein direkt auf die 

HUVECs wirkt oder ob seine Wirkung indirekt durch die Induktion pro-angiogener Faktoren 

vermittelt wird. Aufgrund der gefundenen Induktion von VEGF, IL-8 und RANTES, ist es 

unwahrscheinlich, dass SEP seine Wirkung alleine ausübt. Die Vielzahl dieser pro-angioge-

nen Faktoren in den Überständen von SEP lässt daher eine synergistische Wirkung dieser un-

tereinander oder zusammen mit SEP vermuten. Die Anwesenheit bekannter pro-angiogener 

Faktoren in den SEP-Überständen könnte aber auch bedeuten, dass die Aktivität der SEP-

Überstände völlig unabhängig von einer Sekretion von SEP ist. Daher wäre es auch möglich, 

dass die Wirkung von SEP rein durch eine intrazelluläre Induktion der genannten pro-angio-

genen Faktoren vermittelt wird. Hierfür spricht u.a. die Tatsache, dass es nicht gelungen ist, 

aktives SEP-Protein rekombinant herzustellen. Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit die Wir-

kungsweise nicht geklärt werden konnte, bleibt SEP ein interessanter Kandidat für weitere 

Analysen.  

6.3.7 Physiologische Rolle von SEP 

EST-Expressionsdaten zu Folge wird SEP in 9 von 24 Normalgeweben (ca. 38 %) und in  

9 von 11 (ca. 82 %) Tumorgeweben exprimiert. Auch wenn hierbei wegen der großen Unter-

schiede bei der Stichprobenzahl keine quantitativen Aussagen getroffen werden können, 

zeichnet sich dennoch ab, dass SEP seltener in Normalgeweben als in Tumorgeweben expri-

miert wird (vgl. 5.4.1.8). Dies deutet daraufhin, dass SEP eine wichtige Bedeutung bei der 

Tumorangiogenese zukommt. Angiogenese kommt in Normalgeweben nur auf wenige phy-

siologische Situationen beschränkt vor, wohingegen in Tumoren eine deutliche Zunahme der 

Blutgefäßbildung beobachtet werden kann. Dies könnte die Hochregulation von SEP in Tu-

moren erklären. Die erhöhten Expressionsraten von SEP in anderen Normalgeweben könnten 

dadurch begründet sein, dass SEP wie auch VEGF, nicht nur bei Bildung neuer Blutgefäße 

eine Bedeutung zukommt, sondern auch bei der Erhaltung. Beispielsweise ist bekannt, dass 

VEGF in Abhängigkeit von der vorliegenden Faktorkonzentration unterschiedliche Wirkun-

gen auf Endothelzellen ausübt. In geringen Mengen dient VEGF als Überlebensfaktor und 

verhindert u.a. die Apoptose (Gerber et al., 1998). Eine gleichartige Funktion wäre durchaus 

auch für SEP denkbar. Ob SEP als Proliferations- oder Überlebensfaktor für Endothelzellen 

dient, konnte anhand der Proliferationsversuche nicht beurteilt werden. Die Bestimmung der 

Zellzahlen am Ende des Assay erfolgte ohne Berücksichtung der ausgesäten Zellzahlen. Eine 

121 
 



 6. Diskussion 

Möglichkeit zur Überprüfung, ob die Stimulation der HUVECs durch SEP die Folge eines 

gesteigerten Zell-Überlebens oder einer Proliferation ist, könnte beispielsweise durch einen 

Zellteilungsnachweis erfolgen. Bekannte Methoden hierzu wären u.a. der Thymidine-Incorpo-

ration-Assay oder der Brom-Iodid-Assay. Da bisher kein sauberes rekombinantes aktives 

SEP-Protein erhalten werden konnte, hätten diese Tests mit Überständen erfolgen müssen. 

Dies hätte jedoch die Zuordnung des Befundes für SEP aufgrund der Anwesenheit verschie-

dener pro-angiogener Faktoren in den Überständen unmöglich gemacht.  

Weitere Hinweise auf eine mögliche Bedeutung von SEP bei der Angiogenese ergaben sich 

aus der Suche nach homologen Proteinen zu SEP (vgl. 5.4.1.1). Bei einer Reihe von Säugetie-

ren konnten homologe Proteine zu SEP gefunden werden. Mit einem Homolog im Schimpan-

sen wurde im November 2004 eine Proteinsequenz identifiziert, der zwar N- und C-terminale 

Sequenzen von hSEP fehlen, ansonsten aber zu 99 % mit hSEP übereinstimmen 

(XM_525410). Grund für die Deletionen sind aufgrund der zugehörigen DNA-Sequenzen 

wahrscheinlich unvollständige Sequenzierergebnisse. Zuletzt wurde im Mai 2005 ein Homo-

log im Hund (XP_542912) gefunden. 

6.3.8 Aussichten für weitere Versuche 

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer pro-angiogener Faktoren, die unter den 

Screen-Bedingungen durch die Stimulation von HUVECs identifiziert werden sollten. Durch 

den Screen wurden insgesamt 13 verschiedene Gene identifiziert, von denen 9 bisher nicht in 

Zusammenhang mit Angiogenese gebracht wurden. Aufgrund verschiedener Umstände stellte 

sich das Gen von SEP als interessantester Kandidat für eine Charakterisierung im Rahmen 

dieser Arbeit dar. Dennoch ergaben auch die 8 weiteren Gene verschiedene Ansatzpunkte, die 

weitere Analysen folgen lassen. Die Strategien sind hierbei recht unterschiedlich, da es sich 

zum einen um zytosolisch lokalisierte Proteine handelt und zum anderen um bislang völlig 

unbekannte Gene. Bei den zytosolisch lokalisierten Genen besteht das Hauptziel in der Klä-

rung der Frage, durch welche löslichen Faktoren die Stimulation der HUVECs erfolgt. Dabei 

können vergleichbar zu SEP verschiedene Expressions-Analysen sowohl auf Protein- als auch 

auf Gen-Ebene vorgenommen werden. Des Weiteren besteht bei Genen, deren Funktionen 

bereits beschrieben wurden, die Möglichkeit, die Wirkungsmechanismen aufzuklären und 

zudem einen Zusammenhang mit Krankheiten zu suchen, bei denen eine aberrante Angioge-

nese eine Rolle spielt.  

Bezüglich SEP sind nach Abschluss der experimentellen Arbeiten eine Reihe von Fragen of-

fen geblieben. So konnte beispielsweise durch keines der verwendeten Expressions-Systeme 
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sauberes und gleichzeitig aktives rekombinantes Protein hergestellt werden. Die geringe 

spezifische Aktivität von SEP1-510 lässt in diesem Zusammenhang darauf schließen, dass es 

sich hierbei nicht um ein natürlich vorkommendes Fragment von SEP handelt. Daher wäre die 

Erzeugung weiterer Fragmente ein denkbarer Ansatz, um ein aktiveres lösliches Fragment 

von SEP zu erzeugen. Sollte dies gelingen, wäre eine weitere Vorgehensweise u.a. die ge-

zielte Generierung spezifischer Antikörper, um das aktive SEP-Fragment hemmen zu können. 

Überdies könnten erneute Fraktionierungen von SEP aus HEK 293-Überständen weitere Auf-

schlüsse bringen. Die Anionen-Austauschchromatographie (vgl. 5.4.5.1) lieferte mit der 

Fraktion 25 eine Probe, die aus aktiven SEP-Überständen erhalten wurde. Es gelang somit 

eine Fraktion zu isolieren, die relativ sauber und zudem aktiv ist. Es würde sich daher auf 

jeden Fall lohnen eine weitere Analyse von der Fraktion 25 entsprechenden Fraktionen vor-

zunehmen. Dabei sollte geklärt werden, welche Proteine hierin tatsächlich enthalten sind. 

Denkbare Ansätze wären die Durchführung einer massenspektrometrischen Untersuchung 

sowie weitere Proteinnachweisverfahren bekannter pro-angiogener Faktoren. Geht man von 

einem intrazellulären Wirkungsmechanismus bei SEP aus, kommen verschiedene SEP-

Knock-out-Strategien in Betracht.  
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